


Untersuchungen zu enzymatischen Halogenierungsreaktionen in
der organischen Synthese

Inaugural-Dissertation

zur Erlangung des Doktorgrades
der Mathematisch-Naturwissenschaftlichen Fakultat

der Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf

vorgelegt von

Alexander Veljko Fejzagi¢
aus Mechernich

Laupheim, November 2023






Aus dem Institut fur Bioorganische Chemie
der Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf

Gedruckt mit der Genehmigung der
Mathematisch-Naturwissenschaftlichen Fakultat der
Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf

Berichterstatter:

1. Prof. Dr. Jorg Pietruszka

2. Prof. Dr. Vlada Urlacher

Tag der mundlichen Prafung: 26.05.2023






Veroffentlichungen
Teile dieser Arbeit wurden in Fachzeitschriften publiziert und auf Konferenzen prasentiert.

Publikationen

A. V. Fejzagic, J. Gebauer, N. Huwa, T. Classen, Molecules 2019, 24; 'Halogenating Enzymes for Active
Agent Synthesis: First Steps Are Done and Many Have to Follow'

A. V. Fejzagic, S. Myllek, F. Hogenkamp, J. Greb, J. Pietruszka, T. Classen, ChemistryOpen 2020, 9,
959-966; 'A Fluorescence-Based Assay System for the Determination of Haloperoxidase-Activity Us-
ing a Two-Dimensional Calibration Ap-proach'

N. Porta, A. V. Fejzagi¢, K. Dumschott, B. Paschold, B. Usadel, J. Pietruszka, T. Classen, H. Gohlke,
Catalysts 2022, 12, 1195; 'Identification and Characterization of the Haloperoxidase VPO-RR from
Rhodoplanes roseus by Genome Mining and Structure-Based Catalytic Site Mapping'.

Konferenzbeitrige
|. Gebauer, A.V. Fejzagic, T. Classen, 69th Mosbacher Kolloguinm 2018 (Mosbach, DE): ‘Flavin-depen-
dent Halogenases for the Enzymatic Halogenation in Organic Synthesis.” ; Poster

A. V. Fejzagi¢, CKB Symposium, 2019 (Disseldorf, DE): 'Resource Efficiency — Flow Chemistry;
Vortrag

A. V. Fejzagi¢, S. Myllek, J. Greb, F. Hogenkamp, T. Classen, BzoTrans 2019 (Groningen, NL); Poster:
‘Haloperoxidases - Invention of an activity assay’

A.V. Fejzagi¢, T. Classen, J. Pietruszka, BioTrans 2021 (Graz, AU, virtual): ‘Haloperoxidases: halogen-
ating  biocatalysts for chemoenzymatic cascade reactions’y Poster & Video pitch

A. V. Fejzagi¢, CKB Symposium, 2021 (Disseldorf, DE): ‘Catalysts in continuous Flow Chemistry’;
Vortrag

A. V. Fejzagi¢, N. Porta, K. Dumschott, B. Paschold, B. Usadel, ]. Pietruszka, T. Classen, H. Gohlke,
BioCar 2022 (Hamburg, DE): ‘Establishing Haloperoxidases as halogenating biocatalysts for modular

cascade reactions’; Poster

Abschlussarbeiten
Die vorliegende Arbeit beinhaltet Ergebnisse aus Abschlussarbeiten, die vom Autor betreut und deren
Inhalte an den entsprechenden Stellen in dieser Arbeit namentlich gekennzeichnet wurden.

Sebastian Myllek (Heinrich-Heine-Universitit Disseldorf), 2019; ,,Auf dem Weg zu sichereren Haloge-
nierungen: Studien zur Chloroperoxidase®, Bachelorthesis

Daira Mirel Oropeza Benitez (Heinrich-Heine-Universitat Diisseldorf), 2021; ,,Die bakteriellen Vana-
dium-Haloperoxidasen — Studien zur Expression, Isolierung und Charakterisierung®, Bachelorthesis









= W N -~

Inhaltsverzeichnis

ADKUIrZUNGSVEIZEICANIS ...t Vi
ZUSAMMENTASSUNG ...eeiiiiiiiiiiiiiiiiei ettt ettt et et e e e e e e e e e e e e e eeeeees Vi
Y 015 = o PP X
BINIEIUNG ... 1
1.1 Anforderungen an die moderne Synthesechemie ...........ccccecoeiiiiiiiiiiieieeeeeieennn, 1
1.1.1  Herausforderungen des 21. Jahrhunderts ............cccccvviiiieieiiiiiiiicee e 1
1.1.2 Biotransformationen als ,grine” Alternative zur klassischen Chemie? ........ 2
L G T = =T {0 T S 3
KenNNtNISSTAN ..ot 4
21 Chemie iMmWandel ... 4
211 Natur- und Wirkstoffe .......coooemiiiie e 4
2.1.2 Halogene — Bausteine in der Wirkstoffentwicklung ..............ccccovvviniieennnn. 5
2.2 Halogene — Eigenschaften und Anwendung.............ccoooviiiiiiiiieeeecccceeeee e 7
2.21  Stereoelektronische Eigenschaften von Halogenen...........cccccccvvvviiiinnnnnnnn. 7
2.2.2 Die Rolle verschiedener Halogene in der Wirkstoffforschung ..................... 8
2.2.3 Nutzung von Halogenen in der Synthesechemie .............cccceovvvviiiiieeeeen.n. 10
2.2.4 Energie- und Ressourceneffizienz chemischer Halogenierungen.............. 14
2.3 Halogenierende Enzyme als Biokatalysatoren .............ccccooeiiiiiiiiiiiciine 17
2.3.1 Biokatalyse — die biologische Revolution in der Chemie..........c................. 17
2.3.2 Halogenierende ENZYme...........coooiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeee e 18
2.3.3 Flavinabhangige Halogenasen............cooouuiiiiii i 20
2.3.4 a-Ketoglutaratabhangige Halogenasen..............coooiiiiiiiiiiiiiiiiicicccee, 24
2.3.5 SAM-abhangige Halogenasen ...........cccccoviiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeee 26
2.4 HalOpEerOXiAASEN.......ccoeeuiiie ettt e et e e e et e e e e et e e e e aaa e aeees 29
2.4.1 Ham-eisenabhangige Haloperoxidasen .............cccoooiiiiiiiiiiiiiiiiiie e, 29
2.4.2 Vanadiumabhangige Haloperoxidasen ...........cccccocoviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinineee, 31
2.4.3 Metallfreie Haloperoxidasen / Perhydrolasen ..........ccccccvvvvvviiiiiiiiiiineennnnnn. 36
2.4.4 Nachweis von HaloperoXidasen...........coouuuuiiiieieieiieiiiiie e 37
245 Anwendung von Haloperoxidasen als Biokatalysatoren ............ccccccceeeee. 38
2.5 (Kontinuierliche) Durchflusschemie — flow chemistry...............cccccvvvvviieeeeenn... 41
2.5.1  Prinzip der DUrchfluSSChemIe ..........ccooiiiiiiiiiii e 41
2.5.2 Immobilisierung von (Bio-)Katalysatoren ...........cccccccviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinnn. 42
2.5.3 Anwendung von Biokatalysatoren im Durchfluss ... 45
Ergebnisse und DiSKUSSION..........uiiiiiiiiie e e e 48
3.1 Homologe Produktion von CPO aus Caldariomyces fumago .......................... 48



3.1.1  Expression und KURIVIEIUNG ......coooiiiiiiiieeieee e 48

3.1.2 Isolation und AktivitatsbestimmuNng .............uuuuiiiiiiiiiiiiis 51
3.1.3 Temperatur- und Losungsmittelstabilitat ... 52
3.2 Etablierung eines Produktionsprotokolls fur vanadiumabhangige...........................
HaloperoxXidasen iN E. COli..........cooouuiiiiiiiie e 55
3.2.1  EXPreSSIONSANEAIYSE ......uuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiitiiiiiie e nennne 55
3.2.2 Optimierung der Ldslichkeit der HPO-Enzyme..............eevvemmeeemieiinnninnnnnns 58
3.2.3 Isolation und Reinigung der Haloperoxidase aus C. inaequalis ................ 62

3.3 Etablierung eines fluoreszenzbasierten Assaysystems fur Haloperoxidasen .. 65

3.3.1  Evaluation des DImedon-ASSaYsS..........cciueieeiiieiiiiiiiaee e ee e eeeeeeens 65
3.3.2 Etablierung eines kolorimetrischen Assays flur Haloperoxidasen.............. 67
3.3.3 Etablierung eines fluorimetrischen Assays fur Haloperoxidasen............... 68
3.3.4 Evaluation des entwickelten MEDAC-ASSAYS..........uuuumummmrmmmmmmmnnnnnnnnennnnnnns 77
3.4 Biochemische Charakterisierung der Haloperoxidase aus C. inaequalis......... 79
3.4.1 Aktivitatsbestimmung von VCIPO-Ci...........uuuiiiiiiiiiiiiiiiiis 79
3.4.2 2D-Michaelis-Menten-Kinetik ... 80
3.4.3 Stabilitat gegentber Temperatur und Losungsmitteln.............c..cccooeeeeeeee 84
3.4.4 Halogenidselektivitat von VCIPO-Ci............uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiis 88
3.5 Identifizierung und Charakterisierung neuer Haloperoxidasen ........................ 89
3.5.1 Bioinformatische Suche nach neuen Haloperoxidase-Genen................... 89
3.5.2 Putative V-HPO aus L. pratensSiS...........cccuueuueeeeeuuuiiieee e eeeeeeeens 92
3.5.3 Putative V-HPO QUS R. FOSEUS.........uuuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieininnenennenennnennnnnees 96
3.6 Etablierung eines Testreaktionssystems fur HPOS.............cccccoiiiiiiiiiiininnnnns 101
3.6.1  2,6-Dimethylphenol (51) als Testreaktionssystem..............ccccccuuvviinnnnnes 101
3.6.2 Thymol (56) als Testreaktionssystem............cccoooviiiiiiiiiiiiiiiiee e, 110
3.6.3 HPO-vermittelte O-Methylierung von Thymol.............cccccouimiiiiiiniiinnnnnns 114
3.7 Modifikation der Regioselektivitdt von VoIPO-Ci ... 121
3.7.1  Molekulare docking-Studie zur Suche nach Substratbindetaschen ..............
IVl = O L RN 121

3.7.2 Mutagenese von VciPO-Ci zur Anderung der Regioselektivitét............... 123
3.8 Vergleich der enzymatischen und chemischen Halogenierung ..................... 129
AUSDIICK ..o 134
4.1 SchlUSSIOIGEIUNG ... 134
4.2 Selektivitat von Haloperoxidasen.............cooooviiiiiiiiiieieiieeeecceee e, 134
4.2.1 Rationales DEeSIGN ........oiiiiiiiieieee e 134
4.2.2 Charakterisierung neuer Haloperoxidasen.............cccccoeeiiiiiiiiiieeee, 136
4.2.3 VcPO-Ci als chassis fur neue Redox-Enzyme..............cccoooiieii. 137



4.3 Haloperoxidasen als synthetische Werkzeuge ...........ccooooiiiiiiiiiiiiiiieeeees 139

4.3.1  Halogenierungen im batCh ... 139
4.3.2 Etablierung von Haloperoxidasen fir die (kontinuierliche) ............................
DurchflusSCheme .........eeeeeeee e 141

4.3.3 Immobilisierung VON VCIPO-Ci........ccouvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 141
4.3.4 Optimierung immobilisierter VcPO-Ci fur die Durchflusschemie.............. 147
4.3.5 Kombination von Haloperoxidasen mit weiteren Systemen im flow ......... 150
5  EXperimentalteil ..o 155
5.1 AlIGEMEINES ... 155
STt O B € =T = | (= PSP 155
B5.1.2  SOfWAIE ... 158
5.1.3  Verbrauchsmaterialien ................uuiiiiiiiii e 159
514  ChemiKalien .......ccoooiiiiiiie et e e 159
5.5 ENZYMeE . e 159
5.1.6  Plasmide und Oligonukleotide.............coooeiiiiiiiiii 160
5.1.7  MiIKrOOIrganiSIMEN ........c.uuiiiiiiiiie e e e e e e e e e e e e e e e e ean e e eeeanans 162
5.2 Molekularbiologische Methoden ..., 163
5.2.1  PriMerdesign ..o 163
5.2.2 KIassSiSChe PCR ...t 163
5.2.3  KOIONIE-PCR ... 164
524  TeSt-PCR .. 164
525 QUIKChANGE®-PCR .........ccoo oo 164
5.2.6 Agarose-Gelelektrophorese ..........ccooeieeiiiiiiiiiiiiiee e, 165
5.2.7 Isolation von Plasmid-DNA ... 165
5.2.8 Restriktionsverdau und Ligation............cccoooeiiiiiiiiiiiiee e, 165
5.2.9 Geleluation und PCR-ReINIQUNG .....cooiiiiiiiiieieeeeeeeeeee 166
5.2.10 GibSON ASSEMDIY® ........ooieiiieeee e 166
5.2.11 Konzentrationsbestimmung von DNA ..., 167
5.2.12 DNA-SEQUENZIEIUNG .. .ceiiieeeeeeee oo 167
5.3 Mikrobiologische Methoden..............ueiiiiii e 168
531 MEAIEN .. 168
5.3.2 Antibiotika- und weitere Stammlosungen zur Kultivierung ...................... 170
5.3.3 Herstellung chemisch kompetenter Zellen ..., 170
5.3.4  Hitzeschocktransformation kompetenter Zellen ..............ccccceeeeviiveeennnnn. 171
5.3.5  VOIKURUIEN ... e e e 171
5.3.6  Herstellung von Glycerinkulturen zur langfristigen Stammlagerung......... 171
5.3.7 Kultivierung flr ExpressionsanalySen ...........ccccooeeeeiiiiiiiiiciiee e, 172



5.3.8  Kultivierung fur Proteinisolation in E. coli ArcticExpress (DE3)............... 172
5.4 Proteinbiochemische Methoden...............oiiiiiiiii e, 173
5.4.1  ZellaUfSCRIUSS ........uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiieiie e eeenennnnnne 173
5.4.2 Proteinisolation mittels IMAC ............ouiiiiiiiii s 173
5.4.3 Entsalzung, Dialyse und Konzentration von Proteinldsungen................. 174
5.4.4 Konzentrationsbestimmung von Proteinlosungen ............ccccceeeeiiiieeee, 175
545  SDS-PAGE...... . ———————————————— 175
5.4.6 Aktivitatsbestimmung von Haloperoxidasen................ccccccuiiiiiiiiiiiinnnnnnes 177
5.4.7 Michaelis-Menten-KinetiK ... 177
5.5 Bioinformatische Methoden ... 179
5.5.1  SequenzaligNmEeNnt ... 179
5.5.2  DoCKiNG-StUdIEN.......cooiieieei e 179
5.5.3  In SiliCO MUIAGENESE ........uumiiiiiiiiiiiii e 180
5.6 Chemische Methoden................uuiiiiiiiiiiiii e 182
5.6.1T  LOSUNGSMILEL ... .ccoeeeeiiiee e 182
5.6.2 Reaktionskontrollen und (praparative) Chromatographie........................ 182
5.6.3 Gaschromatographie-Massenspektrometrie (GC-MS)..........ccccccvuvnnnnnns 182
5.6.4 NMR-SPEKLIrOSKOPIE .....ccovviiiiiiiieeeeeeeeeee e 183
5.6.5 HPLC-MESSUNGEN ......uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii s 183
5.6.6 Synthese von 3-Brom-4-methyl-7-diethylaminocumarin 50..................... 183
5.6.7 Synthese von bromierten und chlorierten Thymolderivaten .................... 184
5.7 Spezieller Experimentalteil ... 185
5.7.1  FlUOreSZENZMESSUNGEN .....uuuiiiie et e et e e e e e e e e e e e e 185
5.7.2 Etablierung eines Konzentrationsrechners fur MeDAC 49 und .....................
BrIMEDAC 50 ... .. 185

5.7.3 Bestimmung der Nachweisgrenzen des MeDAC-Assays...........cccccuunnneee 186
5.7.4 Kalibrierung von DMP (51) via GC-MS ... 187
5.7.5 Kalibrierung von Thymol (56) via GC-MS............cccccoiiiiiiiiiiis 188
5.7.6 Bestimmung des E™-FaKIors............cccociiiiiiiiiiiiiii 189
5.7.7 Experimente im kontinuierlichen Durchfluss/flow chemistry.................... 190
5.7.8 Immobilisierung vOn VCIPO-Ci...........uuuuiiiiiiiiiiiiiieeeee 190
5.7.9 Design Of EXPEriMENt..........uuuiuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeiieeeeeeeeneneeeeeenenneneennnnnnnnes 191
5.7.10 Kultivierung von C. fUmago .............oouuuuuiiiiieieieeeeeeee e 192
5.7.11 Ethanolfallung und Isolation von CPO-Cf............cccccoiiiiiiiiiis 193
5.7.12 Expressionsstudien von Haloperoxidasen ............ccccevveeiiiiiiiiineeeneeeenns 194
5.7.13 Expressionsstudien von Haloperoxidasen als inclusion body Test ......... 195
5.7.14 Aktivitatsbestimmung von Lysaten mit dem DAC-AsSSay.........ccccccuvunnnneee 196
5.7.15 Resorufin als alternatives Assaysystem...........cccvvviiiieiiiiiiiiiiccee e, 197



5.7.16 Aktivitatsnachweis von VPO-Lp mit dem MeDAC-Assay ...........cccevvvvunnn. 197

5.7.17 Aktivitatsnachweis neuer Haloperoxidasen mit dem MeDAC-Assay........ 198
5.7.18 Einfluss von CTAB in der HPO-vermittelten Umsetzung von.........................
TRYMOI (56) ... 199

5.7.19 Kultivierung von Mutanten von VcIPO-Ci ... 201
5.7.20 DiIimMEAON-ASSAY.....cciiiieiieeeeee e 201
5.7.21 Kalibrierfunktionen flir den MeDAC-ASSAY.......ccccceeiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeien, 202
5.7.22 Nachweis von Chlorierung im MeDAC-ASSaY ........ccooeeeeeiiiiiiieeeeeeeeeeeee, 205
5.7.23 NMR-Spektrum der Umsetzung von Hydrozimtaldehyd (75) mit ...................
VGOIPO-Cl ..o 207

7Y ] =T T PP 208

6.1 VeKIOrKarten ... 208
6.2 Bioinformatische Suche nach neuen Haloperoxidasen ...............ccccevvvvvvnnnnn. 228
6.3 NMR-SPEKIIEN... . 229
6.4  GC-MS-SPEKITEN ...t e e e e e eannnas 234
6.5 Eigenanteil an Publikationen ..............coooi i 238

7 LiteraturvVerZeiChNiS ........ooooiiiiiiie e 240
o T = 1 0] (€S- Vo U] o PP 261
S B 4 F= T (U ] T PP 264



1 ABKURZUNGSVERZEICHNIS

+I-Effekt
+M-Ef-
fekt

2xYT

Abs.
ADH

API

APS
Aqg.
ATP

Bis-TRIS
bp
BrMeDAC

BTA
BTP
C

CatIB

CFE

CLEA
CPO-Cf
DAC
DC
DCM
demin.
DMSO
dNTP
DPPH
DTT
DV
Engl.
EtOAc
FAD
FAH

Fe/a-KG
FMN

\

Positiver induktiver Effekt
Mesomerer Effekt

2x konzentriertes yeast extract
Medium

Absorption
Alkoholdehydrogenase
Pharmazeutisch aktive Verbindung
(engl.: active pharmaceutical
ingredient)

Ammoniumpersulfat

Aquivalente (mol)
Adenosintriphosphat
Bis(2-hydroxyethyl)amino-tris(hy-
droxymethyl)ethan

Basenpaar
3-Brom-4-methyl-7-diethylami-
nocoumarin

Bis-TRIS-Acetat
Bis-TRIS-Propionat

Konzentration

Katalytisch aktiver Einschlusskérper
(engl.: catalytically active inclusion
body)

Zellfreier Uberstand (engl.: cell-free
extract)

cross-linked enzyme aggregates
Chloroperoxidase aus C. fumago
7-Diethylaminocoumarin
Dinnschichtchromatographie
Dichlormethan

Demineralisiert

Dimethylsulfoxid
Desoxyribonukleosidtriphosphate
Diphenyl-Pikryl-Hydrazyl
1,4-Dithio-D-threitol
Diastereomerenverhaltnis
Englisch

Essigsdureethylester
Flavin-adenindinukleotid
flavinabhangige Halogenasen
Eisen-a-Ketoglutaratabhangige
Halogenase
Flavin-mononukleotid

fw
GC-MS

HP,

HPLC

HPO

IMAC

IPTG
kDa
Konz.
KP;

LC-MS

NBS
NCS

NMR

NRPS
0]
PAGE
PBR

PCR

forward
Gaschromatographie-Massen-
spektrometrie
Phosphorsaure(puffer)
Hochleistungsflissigkeitschromato-
graphie (engl.: high performance
liquid chromatography)
Haloperoxidase

Intensitat

Immobilisierte Metallchelat-Affini-
tatschromatographie (engl.
immobilized metal affinity
chromatography)
Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid
Kilo-Dalton

Konzentriert
Kaliumphosphat(puffer)
Flissigkeitschromatographie mit
Massenspektrometrie (engl.: liquid
chromatography- mass
spectrometry)

limit of blank

limit of detection

limit of quantification

Leervektor

Monochlordimedon

Methyl-Rest

Acetonitril
4-Methyl-7-diethylaminocoumarin
2-(N-Morpholino)ethansulfonsaure
Methyl-tert-butylether
Nicotinamidadenindinukleotid
Nicotinamidadenindinukleotidphos-
phat

N-Brom-succinimid
N-Chlor-succinimid
Kernspinresonanzspektroskopie
(engl.: nuclear magnetic resonance)
Nichtribosomale Peptidsynthese
Optische Dichte
Polyacrylamid-Gelelektrophorese
packed bead reactor
Polymerasekettenreaktion (engl.:
polymerase chain reaction)



PHB
PDB
Pi
PKS
PTFE

rcf

rom

RT
rv
SAM

SEC

SET

SDS

STY

TA
B

TEMED

TEMPO

Polyhydroxybutyrat

Protein Database

Anorganisches Phosphat
Poliketidsynthase
Polytetrafluorthylen
Zentrifugalbeschleunigung (engl.:
relative centrifugal force)
Umdrehungen pro Minute (engl.:
revolutions per minute)
Raumtemperatur

reverse

S-Adenosylmethionin
GroBenauschlusschromatographie
(engl.: size-exclusion chromato-
graphy)

single electrone transfer
Sodiumdodecylsulfat
Raum-Zeit-Ausbeute (engl.: space-
time-yield)

Transaminase

terrific broth

N, N, N‘, N‘-Tetramethylethylendia-
min
2,2,6,6-Tetramethylpiperidinyloxyl

TF
Tm

TN

TRIS

TTN

v/v

Ve:PO-Co

VaPO-Ci

V-HPO

VPO-Lp

VPO-Rr

w/v

Xxg

Umsatzfrequenz (engl.: turnover
frequency)

Schmelztemperatur

Umsatzzahl (engl.: turnover num-
ber)
2-Amino-2-hydroxymethylpropan-
1,3-diol

Gesamtumsatzzahl (engl.: total
turnover number)
Volumenprozent (engl.: volume per
volume)

vanadiumabhangige Bromoperoxi-
dase aus C. officinalis
vanadiumabhéngige Chloroperoxi-
dase aus C. inaequalis
vanadiumabhangige Haloperoxi-
dase

vanadiumabhangige Haloperoxi-
dase aus L. pratensis
vanadiumabhangige Haloperoxi-
dase aus R. roseus
Gewichtsprozent (engl.: weight per
volume)

Relative Zentrifugalkraft

VI



2 ZUSAMMENFASSUNG

Halogenierungen spielen eine wichtige Rolle in der Modifikation und Synthese von Natur- und Wirk-
stoffen. Im Rahmen dieser Arbeit sollten halogenierende Enzyme als Biokatalysatoren fir die Anwen-
dung im batch und kontinuierlichen Durchfluss charakterisiert und etabliert werden. Der Fokus lag
dabei auf der Enzymfamilie der Haloperoxidasen, die in Anwesenheit von Wasserstoffperoxid und
Halogeniden Halogenierung aromatischer und elektronenreicher Substrate katalysieren.

Zu Beginn der Arbeit sollte die homologe Produktion der literaturbekannten Chloroperoxidase aus
Caldariomyces fumago im Arbeitskreis etabliert werden. Dabei wurden im Rahmen der Bachelorarbeit
von Sebastian Myllek Kultivierungs- und Isolierungsbedingungen identifiziert, mit denen ausreichend
Enzym fiir Charakterisierungsexperimente bereitgestellt werden konnte. In ersten Versuchen konnte
so eine moderate Temperatur- und Losungsmittelstabilitit des Enzyms gegeniiber gingigen Losungs-
mitteln wie Essigsaureethylester beobachtet werden.

Fir den weiteren Verlauf der Arbeit wurde der Fokus auf vanadiumabhingige Haloperoxidasen ge-
lenkt. Hier konnte ein heterologes Kultivierungsprotokoll in Escherichia coli etabliert werden, das mit
Hilfe einer optimierten Isolationsstrategie 16sliches Protein in Ausbeuten von etwa 10 mg pro Liter
Zellkultur lieferte. Mit der so isolierten literaturbekannten Vanadium-Haloperoxidase aus Curvularia in-
aequalis wurde ein alternativer Fluoreszenz-basierter Aktivititsassay entwickelt, der die simultane Ab-
nahme des Startmaterials und Zunahme des Produkts dokumentiert und damit eine genaue Quantifi-
zierung von Haloperoxidase-Aktivitit erlaubt. Mit Hilfe dieses Systems konnte erstmalig eine zweidi-
mensionale FlieBgleichgewichtskinetik einer vanadiumabhingigen Haloperoxidase beschrieben wer-
den. Das Enzym zeigte eine Umsatzzahl von etwa 10 s und eine Inhibition durch Bromid ab etwa
50 mM, wihrend es fir Wasserstoffperoxid kein Inhibitionsprofil zeigte.

Mit Hilfe des Assays wurde anschlieSend die Halogenidselektivitit, Temperatur- und Lésungsmittel-
stabilitit des Enzyms untersucht. Dabei betrug die Chlorierungsaktivitit des Enzyms weniger als 10 %
der Bromierungsaktivitit. Das Enzym aus C. inaequalis verfigte iiber eine sehr hohe Temperaturstabi-
litat (30 % Restaktivitit bei 70 °C) und war gegeniiber Losungsmitteln wie Aceton und Ethanol bei
bis zu 40 % (v/v) stabil.

Die etablierten Charakterisierungsmethoden wurden verwendet, um verschiedene putative Haloper-
oxidasen zu charakterisieren. In einem genome-mining Ansatz wurden geeignete Gene in Kooperation
mit der AG Usadel (HHU Dusseldorf) sequenziert und zusammengetragen, von der AG Gohlke
(HHU Dusseldorf) Gber homology modelling untersucht und anschlieBend im Labor mit Unterstiitzung
von Daira Oropeza biochemisch charakterisiert. Dabei konnten zwei Haloperoxidasen bakteriellen
Ursprungs aus Luteitalea pratensis und Rhodoplanes roseus als vanadiumabhingige Haloperoxidasen iden-
tifiziert werden. Nach kinetischen Untersuchungen konnte das Enzym aus R. roseus eine 100-fach ho-
here Umsatzzahl bei geringerer Inhibition durch Bromid aufweisen und zeigte eine ahnliche Stabilitit
wie das Homolog aus C. znaequalis.

Bioinformatik-gestiitzte Untersuchungen zeigten mégliche Bindungstaschen fiir Substrate fiir das En-
zym aus C. inaequalis und wurden fir anschlieBende Mutagenesestudien zur Selektivititserhhung ver-
wendet, die allerdings erfolglos blieben. Untersuchungen zu alternativen Coenzymen zeigten eine Ak-
zeptanz fir andere Oxometallsduren wie Tantalat und Niobat, wodurch sich vielversprechende, neue
Ansitze, auch zur Verinderung der Chemo- und Regioselektivitit, ergeben.

Um die Haloperoxidase-vermittelte Halogenierung synthesetauglich zu machen, wurden verschie-
dene Testsysteme etabliert, um geeignete Reaktionsbedingungen zu bestimmen. Dabei konnten die
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Umsitze im Rahmen von design of experiment-Ansitzen schlussendlich auf iiber 90 % gesteigert werden.
Es konnten ebenfalls Nebenreaktivititen wie O-Methylierungen der literaturbekannten Haloperoxi-
dase aus C. inaequalis erstmalig dokumentiert werden. Die so beschriebenen optimierten Reaktionspa-
rameter wurden fiir erste Versuche im kontinuierlichen Durchfluss verwendet. Nach Etablierung einer
geeigneten kovalenten Immobilisierungsmethode fir Haloperoxidasen konnten erfolgreich erste Um-
sitze mit der Haloperoxidase aus C. inaequalis im Durchfluss dokumentiert und ein geeigneter Be-

triebsmodus etabliert werden.

Diese Arbeit konnte somit Grundlagen fiir die Nutzung von Haloperoxidasen in der Synthesechemie
legen und bietet verschiedene Ankniipfungspunkte fir weitere Forschungsarbeiten auf diesem viel-

versprechenden Gebiet.



3 ABSTRACT

Halogenations play an important role in the modification and synthesis of natural and active com-
pounds. In this work, halogenating enzymes were to be characterized and established as biocatalysts
for batch and continuous flow applications. The focus was on the enzyme family of haloperoxidases,
which catalyze the halogenation of aromatic and electron-rich substrates in the presence of hydrogen
peroxide and halides.

At the beginning of the work, the homologous production of the literature-known chloroperoxidase
trom Caldariomyces fumago was to be established in the working group. In the framework of Sebastian
Myllek's bachelor thesis, cultivation and isolation conditions were identified that provided sufficient
enzyme for characterization experiments. In first experiments, a moderate temperature and solvent
stability of the enzyme towards common solvents like ethyl acetate could be observed.

For the further course of the work, the focus was directed to vanadium-dependent haloperoxidases.
Here, a heterologous cultivation protocol was established in Escherichia coli that yielded soluble protein
in yields of about 10 mg per liter of cell culture using an optimized isolation strategy. An alternative
fluorescence-based activity assay was developed using the literature-derived vanadium haloperoxidase
trom Curvularia inaequalis, which documents the simultaneous decrease in starting material and increase
in product, thus allowing accurate quantification of haloperoxidase activity. Using this system, two-
dimensional steady-state kinetics of a vanadium-dependent haloperoxidase could be described for the
first time. The enzyme showed a turnover number of about 10 s™ and inhibition by bromide from
about 50 mM, while it showed no inhibition profile for hydrogen peroxide.

The assay was then used to investigate the halide selectivity, temperature and solvent stability of the
enzyme. Here, the chlorination activity of the enzyme was less than 10% of the bromination activity.
The enzyme from C. inaequalis had very high temperature stability (30% residual activity at 70°C) and
was stable to solvents such as acetone and ethanol at up to 40% (v/2).

The established characterization methods were used to analyze different putative haloperoxidases. In
a genome-mining approach, suitable genes were sequenced and assembled in cooperation with AG
Usadel (HHU Disseldorf), investigated by AG Gohlke (HHU Diisseldorf) via homology modeling
and subsequently biochemically characterized in the laboratory with support by Daira Oropeza. Two
haloperoxidases of bacterial origin from Luteitalea pratensis and Rhodoplanes roseus were identified as va-
nadium-dependent haloperoxidases. According to kinetic studies, the enzyme from R. rosexs exhibited
a 100-fold higher turnover number with lower inhibition by bromide and showed similar stability to
the homolog from C. inaequalis.

Bioinformatics-based studies revealed possible binding pockets for substrates for the enzyme from
C. inaequalis and were used for subsequent mutagenesis studies to increase selectivity but were unsuc-
cessful. Studies on alternative coenzymes showed acceptance of other oxometallic acids such as tan-
talate and niobate, providing promising new approaches, including modification of chemo- and regi-
oselectivity.

In order to make haloperoxidase-mediated halogenation suitable for synthesis, various test systems
were established to determine suitable reaction conditions. In the course of design-of-experiment ap-
proaches, the conversions could finally be increased to over 90%. In addition, side reactions such as
O-methylation of the literature-known haloperoxidase from C. inaequnalis were documented for the first



time. The optimized reaction parameters described in this way were used for initial experiments in
continuous flow. After establishing a suitable covalent immobilization method for haloperoxidases,
first turnovers with the haloperoxidase from C. inaequalis could be successfully documented in flow-
through and a suitable operating mode could be established.

This work was thus able to lay the foundations for the use of haloperoxidases in synthetic chemistry
and offers various starting points for further research in this promising field.

XI



Did I ever tell yon what the definition of insanity is? Insanity is doing the exact same
fucking thing over and over again, expecting shit to change.

- Vaas Montenegro, Far Cry 3 (nach dem Originalzitat von Albert Einstein)



Anforderungen an die moderne Synthesechemie

1 EINLEITUNG
1.1 Anforderungen an die moderne Synthesechemie

1.1.1 Herausforderungen des 21. Jahrhunderts

Die chemische Industrie bildet einen der Eckpfeiler der deutschen Industrie. Viele deutsche Chemie-
und Pharmafirmen wie Bayer, BASF, Henkel oder Boehringer Ingelheim geh6éren zum Kreis der welt-
weit groBten Vertreter der jeweiligen Branche.! Uber Jahrzehnte lieferten sie verschiedene Medika-
mente und Therapeutika, die mit steigenden Erkenntnissen aus der Biochemie und Molekularbiologie
zunehmend an Komplexitit gewannen. Die Medizinalchemie bildet dabei das Fundament fiir die Syn-
these dieser pharmazeutisch aktiven Verbindungen (engl. active pharmacentical ingredients, API). Diese
bedient sich hiufig konvergenter, traditioneller Syntheserouten, die gut skalierbar und robust sind.
Allerdings steht diese Sparte der Chemie, ebenso wie andere Industriebereiche, vor einem grofBen
Umbruch. Die seit Jahrzehnten prognostizierten Folgen der anthropologischen Umweltschiaden durch
Ausbeutung von Ressourcen und unkontrolliertem Treibhausgasausstof3 des letzten Jahrhunderts for-
dern bereits seit einigen Jahren ihre ersten Tribute. Hungersnote durch wetterbedingte schlechtere
Ernten, extreme Hitze- und Regenperioden sehen zunehmend die Umkehr dieses irreparablen Wegs
der Erderwirmung als wichtigstes Ziel jetziger wie kommender Generationen."”

Die Anforderungen an chemische Prozesse im Sinne der Nachhaltigkeit wurden von Anastas &
Warner klar definiert: Sie miissen kosteneffizient, robust, reproduzierbar und skalierbar sein und ein
besonderes Augenmerk auf die Atomékonomie legen.”’ Die Atomékonomie ist dabei als relatives
Maf3 der Atomeffizienz einer Reaktion zu sehen, bei der die Anzahl aller Atome auf der Eduktseite
mit der Gesamtanzahl der Atome im gewiinschten Produkt verrechnet wird. Eine gute Moglichkeit,
diese Bedingungen zu erfiillen, liegt in der Nutzung von Katalysatoren. Mit diesen lassen sich Reakti-
onen unter Verwendung einer substochiometrischen Verbindung tiber viele Katalysezyklen hinweg
durchfihren. In der organischen Chemie finden vor allem die Metall-, Organo- und Photokatalyse im
industriellen MaB3stab Anwendung.! Im Zuge der letzten Jahre fand allerdings auch eine weitere Art
der Katalyse Einzug in industrielle Transformationen: Die Biokatalyse, also die Nutzung von Enzy-
men fiir die Transformation organischer Verbindungen.

Die Biokatalyse versucht Enzyme aus ihrem natiirlichen Kontext heraus fiir die Synthese von Bau-
steinen fiir die API-Synthese oder Derivatisierung finaler Verbindungen (late-stage modification) nutzbar
zu machen. Viele Biokatalysatoren zeichnen sich dabei durch ihre inhirente hohe Selektivitit und
milde Reaktionsbedingungen (wissriges Milieu, physiologische pH-Werte) aus.”! Damit bieten sie we-
sentliche Vorteile gegeniiber klassischen Chemokatalysatoren, die hdufig zwar robust und skalierbar
sind, aber im Hinblick auf die Selektivitit der Reaktion hiufig auch nur durchschnittliche Ergebnisse
liefern.”! Somit lasst sich das Spektrum traditioneller chemischer Transformationen um selektive oder
unter klassischen Bedingungen schwer zu realisierende Umsetzungen unter milden Bedingungen mit
Hilfe von Biokatalysatoren erweitern.

Neben der Suche und Charakterisierung neuer Enzyme aus unbekannten Organismen zur Erweite-
rung der bisher méglichen Biotransformationen ist auch die Adaption bekannter Enzyme, das engyme
engineering, von groler Bedeutung. Dabei wird durch gezielte Anderung einzelner Aminosiuren oder
kiinstlicher Evolutionsreihen im Labor eine Adaption der enzymatischen Reaktivitit erreicht. Die Ef-
fekte reichen von der Erweiterung des Substratspektrums bis hin zur Anderung der Chemo-, Regio-
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oder Enantioselektivitit. Die Pionierarbeiten auf diesem Gebiet wurden 2018 anteilsmillig mit dem
Nobelpreis fiir Chemie an Frances H. Armold gewiirdigt.””

Trotz aller Vorteile, die die Biokatalyse bietet, muss auch sie sich mit den postulierten Bedingungen
fir eine nachhaltigere Chemie identifizieren kénnen. Viele biokatalytische Umsetzungen im industri-
ellen MaB3stab leiden unter hohen Katalysatorproduktionskosten, die die Produktivitit des Gesamt-
prozesses beeintrichtigen."” Enzyme kénnen nicht einfach synthetisiert werden, sondern erfordern
die Nutzung homologer oder heterologer Produktion in geeigneten Wirtsorganismen. Haufig erfor-
dert der Biokatalysator auch eine Isolation aus der verwendeten Zelle, sodass besonders im Bereich
des downstream processing neue Kosten anfallen. Einige Enzyme bendtigen auch Cofaktoren, die kosten-
intensiv in der Anschaffung sind oder die Atomoékonomie der Reaktion merklich verschlechtern. Da-
her reicht es nicht aus, eine Enzymfamilie oder ein bestimmtes Enzym fiir eine Transformation zu
nutzen, sondern das Portfolio méglicher Transformationen und Reaktionswege zu erweitern.!""

1.1.2 Biotransformationen als ,griine” Alternative zur klassischen Chemie?

In klassischen Syntheseverfahren werden hiufig Reagenzien verwendet, die eine gesonderte Entsor-
gung erfordern oder gesundheitsschidlich sind. Die Nutzung von organischen Losungsmitteln in der
Aufarbeitung erschwert die Maximierung der Atomékonomie und Wirtschaftlichkeit chemischer Pro-
zesse zusitzlich. Fur Reaktionen, die tber klassische Methoden nut schwer realisierbar sind, werden

1211 So verwenden die

bereits seit Jahrzehnten Biokatalysatoren als geeignetere Alternative verwende
meisten Waschmittelhersteller Lipasen in ihren Produkten, um fetthaltige Verunreinigungen von Klei-
dungsstiicken zu entfernen.'" In der Kraftstoffindustrie werden Enzyme wie Cellulasen verwendet,
um Lignocellulose, ein Verwertungsmaterial der Forstwirtschaft, in dessen Zuckerbausteine zu spalten
und anschlieBend mittels Fermentation mit Mikroorganismen wie Saccharomyces cerevisae zu Bioethanol
umzuwandeln."!

Dennoch ist fir die groe Mehrheit pharmazeutischer Prozesse keine Biokatalyse implementiert,
obwohl sich Gelegenheiten dafiir bieten wiirden. Ein wichtiger Grund ist die schwierige Hochskalie-
rung enzymatischer Reaktionen."” Da die Produktion von Enzymen im LabormafBstab zu geringe
Mengen Katalysator fir einen Prozess liefert, sind Fermentationen notwendig, um das nétige Kulti-
vierungsvolumen fiir eine stabile Produktion zu erméglichen. Da solche Prozesse selbst Optimierun-
gen erfordern, rentieren sich in vielen Fillen biokatalytische Transformationen im industriellen Kon-
text erst, wenn das gewiinschte Produkt anderweitig nicht synthetisierbar ist oder andere Anforderun-
gen, wie ein sehr hoher Enantiomerentiberschuss (> 99 %), mit chemischen Methoden nicht zuging-
lich sind.

Dass solche Bedingungen nicht die einzige Voraussetzung sind, unter denen Biokatalyse in Be-
tracht gezogen werden kann, konnten Kumar e# 4/. eindrucksvoll demonstrieren."” Im Zuge der Syn-
these von Abrocitinib, eines Janus-Kinase-I-Inhibitors (JAK1), der fiir die Behandlung von atopischer
Dermatitis verwendet werden kann, konnte eine junge Enzymfamilie, die reduktiven Aminasen
(RedAms), Anwendung im industriellen Kontext finden.!"”! Durch eine Kombination aus bioinforma-
tischen Analysen zur Bindung und Katalyse des Enzyms und biochemischen sereening-Verfahren
konnte aus einer Wildtyp-Bibliothek von etwa 80 Enzymen iiber vier Runden gerichteter Evolution
eine Variante der RedAm aus Streptonyces purpurens generiert werden, mit der die Synthese des Bau-
steins Isopropyl-(15,3s)-3-(methylamino)cyclobutan-1-carboxylat aus der direkten reduktiven Aminie-
rung des Vorldufer-Ketons gebildet werden kann (siche Abbildung 1).
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Abbildung 1: Syntheseweg zum Wirkstoff Abrocitinib mit dem Schliisselschritt der Vorstufensynthese
von cis-Isopropyl-3-(methylamino)cyclobutan-1-carboxylat katalysiert durch die reduktive Aminase
SpRedAm-R3-V6 nach Kumar er alll7]

Das verwendete Enzym ist das Ergebnis einer komplementiren bioinformatischen und biochemischen Opti-
mierung basierend auf vier Mutationen im Vergleich zum Wildtyp-Enzym SpRedAm aus Streptonyces purpurens.
Die finale Transformation erfolgte unter Prozessbedingungen unter Einsatz eines Glucose-Dehydrogenase-
(GDH)-Recyclingsystems zur Regeneration des NADPH-Cosubstrats fiir das Enzym.

Dabei wurden nicht nur exzellente Diastereomerenverhiltnisse von >99.5:0.5, Umsitze von 92.5 %
und Ausbeuten von 73 % erzielt, sondern der gesamte Prozess auch im 230 kg-MaBstab in Pilotanla-
gen fur die Massenproduktion etabliert. Durch die Verwendung eines Cofaktor-Recyclingsystems fir
NADPH (GDH-Recycling) und die Verwendung von zellfreiem Lysat konnten die Produktionskos-
ten und Prozesskosten fiir die Verwendung des Enzyms als Biokatalysator minimiert werden.!"”!

Fir die Optimierung industrieller Prozesse wird in Zukunft nétig sein, verschiedene Katalyseme-
thoden zu kombinieren, um die Nachhaltigkeit und Umweltvertriglichkeit chemischer Transformati-
onen zu erhohen. Hierfir ist es besonders wichtig, energieineffiziente oder besonders umweltschiad-

liche Prozesse in der Synthese zu iiberdenken und an moderne Anforderungen anzupassen.!'*

1.1.3 Zielsetzung

Halogenierungen stellen eine wesentliche Modifikation in der Synthese und Derivatisierung von Wirk-
stoffen dar. Gingige Methoden der Halogenierung umfassen die Nutzung elementarer Halogene oder
die Nutzung daraus abgeleiteter elektrophiler Spezies, wie IN-Bromsuccinimid (NBS), N-Chlorsuc-
cinimid (NCS) oder Hypohalogenite. Im Rahmen dieser Arbeit soll die enzymatische Halogenierung
organischer Verbindungen untersucht werden. Hierzu soll die Familie der Haloperoxidasen im Ar-
beitskreis etabliert werden.

Nach der Etablierung eines Produktionsprotokolls fiir Haloperoxidasen in Escherichia coli soll eine
geeignete Methode zur Bestimmung der Haloperoxidase-Aktivitit entwickelt werden. Mit Hilfe dieser
Methode sollen literaturbekannte wie neue Enzyme identifiziert und biochemisch charakterisiert wer-
den. Geeignete Vertreter dieser Enzymfamilie sollen dann zur Halogenierung verschiedener Substrate
eingesetzt werden. Hierbei soll die Halogenierungseffizienz der enzymatischen und chemischen Re-
aktion miteinander verglichen werden. Als Weiterfithrung der enzymatischen Reaktion im bazch soll
die Immobilisierung und Verwendung von Haloperoxidasen im kontinuierlichen Durchfluss (englisch
continnous flow) untersucht werden. Die Erkenntnisse aus diesen Versuchen sollen als Startpunkt fir
mogliche Reaktionssequenzen und —kaskaden mit Haloperoxidasen dienen.
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2 KENNTNISSTAND
2.1 Chemie im Wandel

2.1.1 Natur- und Wirkstoffe

Die Grundlage fir die Artenvielfalt unseres Planeten liegt in der Fihigkeit, iber Generationen hinweg
Anpassungen zu evolvieren, mit denen kiinftige Generationen dieser Art gegen fordernde Umwelt-
einflisse gewappnet sind. Dieser Zusammenhang ist auf die Beobachtungen Charles Darwins und
Russel Wallaces zurlickzufiihren, die den Selektionsdruck als treibende Kraft der Evolution identifi-
zierten.!"”! Die Weiterentwicklung der Menschheit fiihrte in den letzten Jahrtausenden dazu, dass sich
die Art des Selektionsdrucks auf Menschen veranderte. Durch die Einfithrung, Verbreitung und In-
tensivierung der Landwirtschaft haben sich neue Lebensbedingungen ergeben.” Trotz einer Steige-
rung der Nahrungsmittelproduktion ist die Landwirtschaft aber auch mit einer weniger nihrstoffrei-
chen (und manchmal toxischen) Ernihrung, einer sesshafteren und beengteren Lebensweise (mit einer
erhohten Exposition gegentuber Krankheitstibertrigern und einer hoheren Rate an Infektionskrank-
heiten), einer beruflichen Spezialisierung (mit der Zunahme von repetitiven Belastungen und Verlet-
zungen) und einer immobilen Konzentration von Ressourcen (wie Gebauden und Bewisserungssys-
temen, die mit Verteidigung, Konflikten und gewaltsamen Verletzungen einhergehen), verbunden.”'!
Durch diese Anderung der Lebensweise ergaben sich neue Anforderungen zur Erhaltung der Gesund-
heit. Die bessere medizinische Versorgung und Entwicklung im Bereich der Gesundheitsforschung
trugen mal3geblich dazu bei, diesen neuen Lebensbedingungen entgegenzutreten. Doch die héhere
Lebenserwartung wie auch die Entstehung gefahrlicher Pathogene, schidlicher Umwelteinflisse oder
klimabedingter Notstinde und Katastrophen stellt die Menschheit vor immer neue gesundheitliche
und umweltbezogene Probleme. Aus dem Weltgesundheitsbericht der WHO aus dem Jahr 2019 geht
hervor, dass Krankheiten fiir 91.6 % aller dokumentierten Todesfille verantwortlich sind. Wihrend
der Anteil ibertragbarer, maternaler, perinataler oder erndhrungsbezogener Krankheiten im Vergleich
zum Jahr 2000 um 12.3 % gesunken ist, stieg der Anteil nicht-tibertragbarer Krankheiten wie Diabetes
oder kardiovaskulirer Erkrankungen um 12.8 %.” Die Notwendigkeit neue Mittel zur Behandlung
oder gar Heilung alter wie neuer Krankheitsbilder zu finden, treibt die Entwicklung der Pharmain-
dustrie weiter an.

Viele heutzutage erhiltliche Wirkstoffe sind meist das Produkt biomimetischer Ansitze. Bereits in
der Antike war die heilende Wirkung bestimmter Pflanzenarten bekannt.>*! Im Zuge der modernen
Forschung konnte die heilende Wirkung von Pflanzen und anderer Medikamente meist auf die An-
wesenheit eines bestimmten Naturstoffs zuriickgefihrt werden. Naturstoffe sind meist Produkte des
sogenannten Sekundirmetabolismus und bieten dem Wirtsorganismus meist einen direkten oder in-
direkten Selektionsvorteil gegeniiber anderen Arten. Eine Vielzahl dieser Naturstoffe stammt dabei
aus Pflanzen, da diese durch ihre sessile Lebensform abhingig von einer gut besetzten 6kologischen
Nische sind und somit tiber einen stark ausgeprigten Sekundirmetabolismus verfiigen.***"

Die Wirkung von Naturstoffen ist nicht auf einen einzigen molekularen Mechanismus zuriickzu-
tithren. Sie konnen als Inhibitoren bestimmter Rezeptorproteine wie Schmerzrezeptoren dienen, Sig-

nalproteine stimulieren oder als Antibiotikum, Pestizid oder Herbizid dienen.”?!
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2.1.2 Halogene — Bausteine in der Wirkstoffentwicklung

Der Effekt eines Natur- oder Wirkstoffs ist meist auf spezifische Interaktionen mit einer Zielstruktur
zurickzuftihren. Die Grundlage dieser Interaktion ist vielfiltig, kann aber in den meisten Fillen auf
nicht-kovalente Bindungen zuriickzufiihren sein.”” In der Wirkstoffoptimierung ist daher das Inte-
resse grol3, gezielt funktionelle Gruppen im Molekiil einzusetzen, die bestimmte Interaktionen mit der
molekularen Zielstruktur erméglichen. Eine der vielseitigsten funktionellen Gruppen in der Synthese
und Derivatisierung solcher Molekiile ist die Halogengruppe.” Obwohl die meisten Naturstoffe nicht
halogeniert sind, finden sich Halogene in nahezu jeder Klasse der Sekundirmetabolite wieder.” Eines
der bekanntesten Beispiele fiir einen halogenierten Naturstoff stellt Chloramphenicol (1) dar (siche
Abbildung 2).

Als Antibiotikum, das in einer kompetitiven Form die Peptidyltransferase-Aktivitit bakterieller Ribo-
some inhibiert, findet es sowohl in medizinischen wie wissenschaftlichen Zwecken Anwendung.” Im
Zuge der Charakterisierung dieses Stoffes wurde ersichtlich, dass die Dichloracetylgruppe eine ent-
scheidende Rolle fiir dessen Bioaktivitit spielt.” Ein weiteres Beispiel eines halogenierten Naturstoffs
ist Rebeccamycin (2). Die Chlorsubstituenten dieses Molekiils tragen ebenfalls zur schwachen Inhi-
bierung der Topoisomerase I bei, weshalb der Stoff als Kandidat fiir die Behandlung von Tumoren

3]

untersucht wurde."” Eine Derivatisierung mit Bromsubstituenten 3 fihrte zur Identifizierung noch

potenterer Strukturen fiir die Krebstherapie (siehe Abbildung 2)."
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Abbildung 2: Beispiele fiir halogenierte Naturstoffe mit relevanter biologischer Aktivitit
Chloramphenicol (1) besitzt zwei Chlorsubstituenten und konnte erstmals 1947 aus Streptomyces veneguelae ge-
wonnen werden.33 Rebeccamycin (2) geh6rt zur Familie der Indolcarbazole und besitzt zwei Chlorsubstituen-
ten in 7-Position des Indolrings.?! Es wurde aus dem Organismus Lechevaliera areocolonigenes isoliert. Ein poten-
tes Derivat stellt eine 5,5-dibromierte Variante 3 des Rebeccamycins dar.[3]

Wie in einer Studie aus dem Jahr 2014 ersichtlich wurde, finden sich insgesamt etwa 35 % der Wirk-
stoffkandidaten in der Entdeckungsphase in einer halogenierten Form wieder, wihrend 36 % der
Kandidaten in der klinischen Phase II iiber mindestens einen Halogensubstituenten verfiigen. In 26 %
der auf dem Markt erhiltlichen Wirkstoffe finden sich am Ende aller Testphasen Halogensubstituen-
ten wieder.”

Neben der biologischen Aktivitit, die Halogene vermitteln kénnen, finden sie eine breite Anwen-
dung in der organischen Chemie als Synthesewerkzeug. Durch die latente Polarisation einer Kohlen-
stoff-Halogenbindung kann eine Vielzahl chemischer Transformationen durch Anwesenheit eines
Halogens eingeleitet werden. Um die Rolle von Halogensubstituenten in organischen Verbindungen
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besser zu verstehen, sollen im folgenden Abschnitt die stereoelektronischen Effekte von Halogenen
und deren Anwendung in der Wirkstoffsynthese niher beleuchtet werden.
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2.2 Halogene - Eigenschaften und Anwendung

2.2.1 Stereoelektronische Eigenschaften von Halogenen

Halogene zeichnen sich durch zwei Figenschaften aus: Ihre Gro3e kann relativ zum Kohlenstoff
drastisch hoher sein, je hoher die Periode des betrachteten Halogens ist, und ihre tendenziell hohe
Elektronegativitit, die in den meisten Fallen zu einer negativen Partialladung am Halogen fiihrt. In
der Regel erhoht die Anwesenheit eines Halogens, ausgenommen von Fluor, die Sperrigkeit einer
Verbindung. So kénnen beispielsweise Taschen im aktiven Zentrum blockiert oder die Membran-
durchlissigkeit erhoht werden, was bei der Absorption von Stoffen bei einer oralen Vergabe oder der
Penetration der Blut-Hirn-Schranke von Bedeutung ist.”

Die Polarisierbarkeit der Kohlenstoff-Halogenbindung zeigt verschiedene Ausmalle, abhingig
vom betrachteten Halogen. Fluor als elektronegativstes Element und kleinstes Halogen fiihrt zu einer
starken Polarisierung der Bindung, wihrend groB3ere Halogene wie Iod eine schwichere Polarisierung
durch die relative Grof3e des Iods zur Folge haben. Untersuchungen der letzten Jahre zeigten, dass

diese traditionell vermittelte Vorstellung von Halogenen in Kohlenwasserstoftbindungen aus elektro-
9

nischer Sicht verfeinert werden muss (sieche Abbildung 3).”
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Abbildung 3: Schematische Darstellung einer Kohlenstoff-Halogen-Bindung

A: Der organische Rest R verfiigt tiber eine geringere Elektronegativitit als das Halogen X. Dadurch werden
die Bindungselektronen verstirkt zum Halogen gezogen und die Bindung wird polarisiert. Es kommt zu einem
Bereich geringerer Elektronendichte, symbolisiert durch rote Flichen, und einem Bereich hoher Elektronen-
dichte, symbolisiert durch blaue Flichen. Dieser Elektronendichtegradient fithrt somit zu einer positiven Par-
tialladung am Kohlenstoff R, symbolisiert durch 6+, und einer negativen Partialladung am Halogen X, symbo-
lisiert durch &-. Nukleophile (Nuk-) kénnen somit am Kohlenstoff angreifen, wihrend Elektrophile (Ele*) vom
Halogen angegriffen werden kénnen. B: Darstellung des Sigma-Lochs. Bei Halogenen héherer Periode entsteht
durch die grofle Entfernung zwischen positivem Atomkern und negativ geladenen Bindungselektronen eine
schwicher polarisierte Kohlenstoff-Halogen-Bindung. Neben der positiven Partialladung am Kohlenstoff bil-
det sich am Halogen selbst an der distalen Seite der Bindung ein Bereich des Elektronendichtemangels, der
positiv partial geladen ist. Dieser Bereich wird Sigma-Loch genannt und erlaubt Wechselwirkungen mit nukle-
ophilen Spezies wie Sauerstoff im Wassermolekiil. Der Bereich hoher Elektronendichte kann mit Protonen
anderer Verbindungen oder dhnlicher elektrophiler Spezies Wasserstoffbriickenbindungen ausbilden.

Die den Halogenen zugrundeliegenden p-Orbitale fithren bei zunehmender Grof3e zu einer Abschwa-
chung der Polarisierbarkeit, da die Elektronendichte aufgrund der groBeren Orbitale mit steigender
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Periode abnimmt. Im Vergleich zwischen Fluor und Iod wird dieser Unterschied am besten deutlich.
Fluor hat bedingt durch seine GréB3e eine extrem hohe Elektronendichte, da der Atomkern eine starke
Attraktion auf die relativ nahen Elektronen der dulleren Orbitale ausiiben kann und damit Bindungs-
elektronen zu sich zieht. Somit entsteht eine strikte Ladungstrennung zwischen Kohlenstoff und
Fluor, wodurch der Kohlenstoff in der Bindung eine starke positive Teilladung erhilt (siche Abbildung
3 A). Im Vergleich dazu zeigt Iod eine schwichere Polarisierung der Kohlenstoff-lod-Bindung. Durch
den groflen Atomradius ergibt sich eine relativ gro3e Entfernung zwischen den Bindungselektronen
der hochsten Orbitale und dem Atomkern. Diese Entfernung resultiert in einer geringeren Attraktion
der Elektronen und damit einhergehend einer labileren Kohlenstoff-Halogen-Bindung.”® Bedingt
durch den groflen Abstand der Protonen und Elektronen in Halogenen héherer Periode zeigt sich
eine Besonderheit. Kohlenstoff tibt in solchen Fillen eine stirkere Anziehung zu den Bindungselekt-
ronen des Iods aus, was zu einer verschobenen Elektronenverteilung am Iod fithrt. Neben einer ring-
tormigen Verteilung der Elektronen des Iods um den Atomkern bildet sich ein Gebiet eines Elektro-
nenmangels an der distalen Seite gegentiberliegend zur Bindung. Dieser Bereich kann als eine Zone
mit positiver Partialladung verstanden werden und erlaubt Interaktionen mit nukleophilen Verbin-
dungen. Der Effekt wird Sigma-Loch (englisch sigma-hole) genannt und tritt mit zunehmender Periode
des Halogens stirker auf (siche Abbildung 3 B).P” Die daraus resultierende Ambivalenz des Halogens
als Bereich partiell negativer und positiver Ladung fihrt zu einer besonderen Interaktion, der Ausbil-
dung sogenannter Halogenbindungen (englisch halogen bonds). Diese stehen in direkter Konkurrenz zu
Wasserstoffbriickenbindungen, da sie in der Lage sind den partiell negativ geladenen Sauerstoff von
Wassermolekilen und anderen hydroxylierten Verbindungen wie Serin anzuziechen und damit die
Wasserstoffbriickenbindung zwischen den Wasserstoffen und negativ partiell geladenen Verbindun-
gen behindern.™ Neben Sauerstoff kénnen auch Stickstoff- und Schwefelhaltige Verbindungen von
dieser Bindung beeinflusst werden.*"! Auf diesen Effekt werden viele pharmakologische Eigenschaf-
ten von Halogenen zuriickgefiihrt, da Wasserstoffbriickenbindungen eine wesentliche Rolle in der
Faltung und Interaktion von Aminosduren in Proteinen mit Liganden oder anderen Bereichen des
Proteins spielen.>*! Neben pharmakologischen Effekten erlaubt der Effekt des Sigma-Lochs eine
Substitution des Halogens mit anderen nukleophilen Verbindungen, da die Bindung gro3er Halogene
und Kohlenstoffe weniger polarisiert und damit labiler ist (AH: C-Cl = 339 kJ - mol; C-I = 218
k] - mol ™).

2.2.2 Die Rolle verschiedener Halogene in der Wirkstoffforschung

Die meisten halogenierten Naturstoffe sind marinen Ursprungs, wobei einige Vertreter auch aus
Pflanzen und Insekten isoliert werden konnten.* Obwohl Chlor in gréBerer Menge im Meerwasser
vorkommt als Brom, sind bromierte Verbindungen die hiufigsten Naturstoffe.” Der Grund fiir die-
sen scheinbaren Widerspruch ist das geringere Oxidationspotenzial des Broms im Vergleich zum
Chlor (1.098 V vs. 1.396 V Standardpotenzial).*” Halogene kommen unabhingig von der Form in
40 % aller Arzneimittel vor, die in klinischen Studien getestet werden.”*>*! Abgesehen davon, dass
Halogenierungen ein wichtiges Strukturmotiv in Naturstoffen und damit auch in den daraus resultie-
renden Wirkstoffen sind, spielen sie auch bei der Synthese vieler Wirkstoffe eine wichtige Rolle.
Entscheidend fiir die Eigenschaften eines halogenhaltigen Molekiils ist die Art des Halogens. Fluor
stellt mit 57 % Anteil aller halogenierten Wirkstoffe das prominenteste Halogen dar.™! Aufgrund sei-
ner dhnlichen GréBe im Vergleich zu Wasserstoff (Atomradius H: 25 pm; F: 50 pm) und der extremen
Elektronegativitit sind C-F-Bindungen in besonderer Weise polarisiert und machen Fluor zu einem
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schwachen Halogenbindungsakzeptor und guten Wasserstoffbindungsakzeptor.*” > Die kovalente
Fluorbindung ist sehr stark (456 k] - mol™ fiir CFy), so dass diese Bindungen im Korper, wenn iiber-
haupt, nur unter extremen und kostspieligen Bedingungen gespalten werden kénnen.”"! Dies erhéht
die Halbwertszeit von Wirkstoffen im Korper (und in der Umwelt) im Vergleich zu ihren nicht-fluo-
rierten Pendants.

Abgesehen von der Verinderung der molekularen Eigenschaften von Molekiilen wird "F als gin-
gige radioaktive Isotopenmarkierung fiir die 2z vv0 Untersuchung von Proteinfunktionen und Enzym-
katalyse verwendet.P” Von allen halogenierten Wirkstoffen ist Ledipasvir (4) eines der meistverkauften
Medikamente, das zur Behandlung von Hepatitis C verabreicht wird.”” Ein weiterer wichtiger Wirk-
stoff ist Dacomitinib (5), ein einfach-fluoriertes Medikament, das sich in klinischen Studien zur Be-
handlung von nicht-kleinzelligem Lungenkrebs befindet (siche Abbildung 4)."*

o]
HsCq, )\\NH HH3C CH3
0 o R F N N
HaCuss® N I S CHg
N 1\ N O~
CH N\/LN Q.O O 0 HN~« CHs
§/ H o)
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1y

jod
NWO HN cl
HN Sy

HBC\O N/)

Dacomitinib
5

Abbildung 4: Chemische Struktur von Ledipasvir (4) und Dacomitinib (5) als Beispiele fiir fluorierte
Wirkstoffe

Chlor ist mit 38 % das zweithiufigste Halogen in halogenierten Arzneimitteln.* Aufgrund seiner
GroBe ist es ein miliger Halogenbindungsakzeptor, bleibt dabei aber innerhalb einer Bindung mit
Kohlenstoff stabil, wenn es als Bindungspartner eingefiihrt wird (327 kJ - mol™ fiir CCly).”"! Chlor
verindert Volumen und Form einer Verbindung und ermdglicht die Positionierung in tiefen Hohl-
riumen in Proteinen.” Diese Eigenschaften machen Chlor zu einer interessanten Option fiir die
Funktionalisierung von Heterozyklen. Eine der bekanntesten natiirlichen Verbindungen auf Chlorba-
sis ist Rebeccamycin (2) (siche Abbildung 2), ein schwacher Topoisomerase-I-Inhibitor, der hohe An-
titumoreigenschaften aufweist.”” Vancomycin (6), ein zweifach-chloriertes Antibiotikum, zeigte ihn-
lich wie Chloramphenicol (1) einen 30-50 %-igen Verlust der biologischen Aktivitit bei fehlender
Chlorierung (siche Abbildung 5).
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Abbildung 5: Chemische Struktur des Antibiotikums Vancomycin (6)

Bromierte Verbindungen sind in Arzneimitteln mit 4 % aller halogenierten Verbindungen selten zu
finden.™ Dies scheint auf den ersten Blick widerspriichlich, da die meisten halogenierten Naturstoffe
bromiert sind. Aufgrund der geringeren Polarisierung der Kohlenstoff-Brom-Bindung und der gro3e-
ren Masse bildet Brom in der Regel lingere und damit labilere Bindungen, die fiir die meisten Wirk-
stoffkandidaten nicht fiir eine angemessene Hemmung geeignet sind (272 kJ - mol™ fiir CBr4).”" Diese
Eigenschaften erlauben jedoch eine leichtere Oxidation von Brom und folglich einen leichteren Ein-
bau in Molekiile als bei Chlor (1.098 V vs. 1.396 V Standardpotenzial).*) Obwohl es in der Pharma-
kologie Uberwiegend chlorierte und fluorierte Wirkstoffe gibt, sind einige bromierte Verbindungen
bekannt, die eine relevante Bioaktivitit aufweisen, wie z.B. Eudistomin K (7), das fir die Behandlung
von Polio und Herpes geeignet ist (siche Abbildung 6).""

A\
Br H

Eudistomin K
7

Abbildung 6: Chemische Struktur des Wirkstoffes Eudistomin K (7)

Iod ist das am seltensten vertretene Halogen (1 %) innerhalb der Wirkstoffe.*! Aufgrund seiner rela-
tiven GroBe zu Kohlenstoff und geringeren Elektronegativitit als andere Halogene sind seine mit den
Kohlenstoffatomen gebildeten Bindungen labiler als die des Broms, da sie durch die geringere Polari-
sation und grole Bindungslingen leicht abgespalten werden kénnen.P' Aus diesem Grund findet Tod

vorzugsweise Anwendung in der Synthese.

2.2.3 Nutzung von Halogenen in der Synthesechemie

Sowohl Brom als auch Iod sind aufgrund ihrer labilen kovalenten Bindungen als funktionelle Bestand-
teile in Wirkstoffen selten. Es sind aber gerade diese Eigenschaften, welche die Halogene héherer
Perioden als wertvolle Instrumente fir die Wirkstoffsynthese auszeichnen.
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Bereits im Jahr 1940 wurde ein Patent zur Herstellung von hypohalogenigen Sauren eingereicht, wel-
ches 1944 patentiert wurde. C. C. Crawford und T. W. Evans beschrieben ein Verfahren zur Herstel-
lung halogenidfreier L.ésungen von hypochloriger Siure. Diese Halogenierungsreagenzien wurden in
der Industrie beispielsweise zur Herstellung von Halogenhydrinen aus ungesattigten organischen Ver-
bindungen verwendet."’” 1993 wurde ein weiteres Patent zur Herstellung konzentrierter Natriumhy-
pochlorit-Aufschlimmungen [35 % (/2)] angenommen.” Das Patent beschtieb erstmalig ein Ver-
fahren zur Herstellung hochreiner Hypochlorit-Aufschlimmungen. Allen Verfahren ist die Nutzung
der gleichen Ausgangsstoffe gemeinsam.

Der erste Schritt ist die Solvatisierung von molekularem Chlor in Wasser, um hypohalogenige Siure
zu erhalten.” Alternativ kann die Losung von Natriumhydroxid und Chlor in Wasser betrieben wer-
den, um Natriumhypochlorit zu erhalten. Bei den meisten Verfahren, die im industriellen Maf3stab
durchgefithrt werden, kommt es dabei jedoch zu Verunreinigungen mit Natriumchlorid- und Natri-
umhydroxidresten. Chlor selbst wird dabei durch das Chloralkaliverfahren gewonnen, bei dem durch
die Elektrolyse von Natriumchlorid molekulares Chlorgas entsteht. Dieses Verfahren ist industriell
groBflichig ausgelegt und bildet den ersten Schritt in der Produktion anderer Halogenierungsagenzien,
darunter auch Brom. Hierfiir wird das aus der Elektrolyse gewonnene Chlorgas fiir die Oxidation von
Kaliumbromid in wissriger Losung verwendet, wodurch elementares Brom und Kaliumchlorid ge-
wonnen werden. Bromid kann dabei aus salzhaltigem Meerwasser und Tiefsee- bzw. Salzseewasser
gewonnen werden, die fiir die Darstellung von Brom direkt eingesetzt werden.

Ahnliche Verfahren werden fiir die Herstellung von Natriumbromat verwendet. Natriumbromat
hat zwar den Nachteil, ein starkes Oxidationsmittel zu sein, kann deshalb aber fir die Bromierung

¢ Die Herstellung von stabiler hypobromiger Siure

aromatischer Verbindungen verwendet werden.!
ist eher schwierig, da sie leicht zu Bromat oxidiert. Hier erfolgt die Herstellung ausgehend von hy-

pochloriger Siure oder einem modifizierten Chlorit.1*”

Fir viele Halogenierungen im LLabormal3stab wurden elektrophile Spezies mit labilen Halogenbindun-
gen synthetisiert. Diese sind in der Lage, als starke Elektrophile Reaktionen mit nukleophilen Mole-
kiilen einzugehen und diese zu halogenieren, ohne dabei mit den stark toxischen Halogengasen arbei-
ten zu missen.” Die dafiir am hiufigsten verwendeten Halogenierungsmittel sind N-Bromsuccinimid
(NBS) und N-Chlorsuccinimid (NCS). Beide Verbindungen werden ebenfalls aus molekularen Halo-
genen oder hypohalogenigen Siuren synthetisiert.””! Generell haben nahezu alle Halogenierungsrea-
genzien ihren Ursprung in molekularen Halogengasen, die durch kostenintensive Verfahren wie die
Halogenalkali-Elektrolyse aus Halogenidsalzen hergestellt werden (siche Abbildung 7).
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@ ° Alkalisalze (NaCl, KBr, etc.)
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Abbildung 7: Schematische Darstellung des Halogen-Alkali-Prozesses zur Herstellung elementarer
Halogene und Derivate

Fir alle Elektrolyse-Prozesse wird ein Alkalisalz des entsprechenden Halogens eingesetzt und mit Hilfe einer
Elektrolysezelle in reduziertes Metall (an der Kathode) und oxidiertes Halogen (als molekulares Gas) gespalten.
AnschlieBend kann die Derivatisierung des Halogengases direkt oder bei Bedarf unter basischen Bedingungen
und tiefen Temperaturen zu Succinimid-Derivaten (IN-X-succinimid) oder bei basischem pH und Wasserzu-
gabe zu hypohalogenigen Sduren erfolgen. Alle drei Arten von Reagenzien sind moderate bis starke Oxidati-
onsmittel und kénnen als Halogenierungsreagenz verwendet werden.

Diese halogenierenden Verbindungen kénnen fir die Synthese komplexer Wirkstoffe verwendet wer-
den. Die meisten Halogenierungsreagenzien verfiigen allerdings nur iiber beschrinkte Regio- und na-
hezu keine Stereoselektivitit, weshalb Halogenierungen selten in spiten (diastereoselektiven) Synthe-
seschritten vorkommen, sondern eher frith in der Wirkstoffsynthese eingebaut werden missen.”* "l
Neben der Halogenierung als gezielte Funktionalisierung werden diese als vorbereitender Schritt
tir weitere Modifikationen eingesetzt. Sowohl im akademischen wie auch im industriellen Bereich der
Synthesechemie ist die Halogenierung das synthetische Werkzeug der Wahl, um Kreuzkupplungsre-
aktionen, eine der haufigsten C-C- und C-Y-Bindungsbildungen (Y ist in diesem Fall N, O, S) zu
erméglichen. Durch den Einsatz verschiedener Ubergangsmetalle, teilweise in Verbindung mit Aktiv-
kohlekomponenten, lassen sich zahlreiche Bausteine und Vorstufen bioaktiver Naturstoffe und derer
Derivate herstellen. Ein prominentes Beispiel ist die Verwendung von Palladium fiir die selektive Her-
stellung von Arenen und heterozyklischen Geriisten mit unterschiedlichen Substitutionsmustern.*”
Im Laufe der Optimierung und Weiterentwicklung der Kreuzkupplungsreaktionen finden sich auch
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unedlere Ubergangsmetalle wie (das Halbedelmetall) Kupfer, Nickel und sogar Eisen als geeignete
Metallkatalysatoren im Portfolio wieder.”"™ Was diesen Reaktionstyp neben der hohen Chemoselek-
tivitdt auszeichnet, ist eine ausgeprigte Toleranz gegeniiber funktionellen Gruppen. In der Industrie
wurden Ansitze zur Herstellung von Pharmazeutika und Feinchemikalien im Kilogramm-Mal3stab
entwickelt, die mindestens eine oder eine Kombination mehrerer Kreuzkupplungsreaktionen darstel-

7671 Die gingigsten metallkatalysierten Reaktionen unterscheiden sich in ihren reaktiven Anteilen

) 69, 78-81]

len.!
tiir das Produkt und den entsprechenden Ausgangsstoffe leicht (siche Abbildung 8
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Abbildung 8: Schematische Ubersicht gingiger C-C-Bindungs- und Kreuzkupplungsreaktionen,
adaptiert nach Fejzagi¢ et al138]

In den Reaktionsgleichungen sind sowohl die Giblicherweise genutzten Reagenzien (Organolithium- und Grig-
nard-) und Katalysatoren sowie die benétigten funktionellen Gruppen fiir die C-C-Kntpfung angegeben. X:
Halogenide; Y: Heteroatome (wie z.B. O, N, S).

Wie aus dem Schema ersichtlich wird, benétigen alle C-C-Bindungskntipfungen unter den angegebe-
nen Bedingungen ein Halogen am Kohlenstoffatom der Ausgangsverbindung, an dem eine neue Koh-
lenstoffbindung generiert werden soll. Halogene sind damit fiir den Aufbau von Kohlenstoffgeriisten
unabdingbar.
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Trotz der verschiedenen Reagenzien und Ausgangsmolekdile ist der Reaktionsmechanismus und damit
der katalytische Zyklus fiir alle genannten Reaktionen sehr dhnlich (siche Abbildung 9).

/x
/Ar Ar
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Reduktive Oxidative
Eliminierung Addition
S L\ AT
\ g‘“ “‘I\I‘\
Pd Pd
~
/ L x/ L

S
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Abbildung 9: Katalytischer Zyklus der Palladium-katalysierten Kreuzkupplungsreaktion

Der katalytische Zyklus ist in vier Teilschritte unterteilbar. Ausgehend von einer Palladium (0)-Spezies als Ka-
talysator wird im ersten Schritt eine halogenierte Organospezies (Ar-X) oxidativ an den Katalysator addiert.
Das so gebildete Palladium-II-Intermediat kann dann in Anwesenheit eines halogenierten Liganden mit dem
zu verbindenden organischen Rest R eine Transmetallierung durchlaufen, bei der durch Bindungsumlagerung
das Halogen X mit dem organischem Rest R substituiert wird. Dabei wird der Rest des urspringlichen Liganden
als Metallhalogenid frei. Im nichsten Schritt erfolgt die ¢/s-/ #rans-Isometisierung des Restes R und eines der
beiden Liganden L des Katalysators, bevor das neu verbundene Kohlenstoffskelett Ar-R im Zuge einer reduk-
tiven Eliminierung vom Katalysator freigesetzt wird. Der Katalysator wird im Zuge dieses Prozesses von der
Oxidationsstufe II auf eine die Oxidationsstufe von 0 reduziert und steht fiir den nichsten Zyklus wieder zur

Verfiigung.

Entscheidend fur die Kreuzkupplung ist die Bereitstellung einer halogenierten Arylspezies und eines
halogenierten organischen Restes R, damit die Addition beider organischer Reste, die verkniipft wer-
den sollen, am Palladium-Katalysator erfolgen kann. Die Halogene dienen dabeti als gute Fluchtgrup-
pen und bilden stabile Metallhalogenide, um die Katalyse thermodynamisch voranzutreiben.

Neben den genannten Umsetzungen existieren noch weitere Reaktionen mit Halogenen, wie die
Appel Reaktion und die Hell-Volhard-Zelinsky Reaktion, bei denen funktionelle Gruppen wie Alko-
hole in Halogenalkane oder Carbonsiuren umgewandelt werden, die zu Saurechloriden weiterreagie-

ren kénnen, >

2.2.4 Energie- und Ressourceneffizienz chemischer Halogenierungen

Neben der erfolgreichen Synthese gewtinschter Verbindungen in mdéglichst hohen Umsitzen und
Produktausbeuten mit maximaler Reinheit muss auch die Ressourcenintensitit des Prozesses in die
Beurteilung einflieBen. Lange Zeit wurde daftir als einziges Kriterium die Atomékonomie verwendet.
Sie basiert auf der stéchiometrischen Gegenrechnung aller beteiligten Atome in der Reaktion gegen-
tber der Anzahl Atome im Endprodukt.* Die Atomokonomie ist eine theoretische Zahl, die lediglich
die Reaktanden fir die Berechnung mit einbezieht und dabei eine Ausbeute von 100 % annimmt.
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Andere Komponenten wie Losungsmittel oder Chemikalien fiir die Aufarbeitung werden nicht be-
rucksichtigt. Dieser Wert bietet somit eine erste Orientierung fur die Ressourceneffizienz eines Pro-
zesses, erfordert aber einen tiefergehenden Blick in die iibrigen Prozessparameter. Eine Alternative
zur Atomokonomie bildet der E-Faktor, ein im Jahr 1992 postuliertes Konzept des Chemikers Roger
Sheldon.™ Fiir die Berechnung des Faktors wird tiblicherweise die Masse aller Chemikalien im Pro-
zess — also auch die von Lésungsmitteln, Chemikalien zur Aufarbeitung, Katalysatoren etc.- summiert
und durch die Masse des Produktes geteilt. Die Angabe erfolgt daher iiblicherweise in kg Abfall pro
kg Produkt, wobei ein Wert von 0 den idealen E-Faktor widerspiegelt. Im Zuge erster Berechnungen
fiir industrielle Prozesse konnte festgestellt werden, dass die Ol- und Bulk-Chemikalien-Industrie ge-
ringe E-Faktoren zeigten (<0.1 - 5), da nahezu alle Reagenzien in diesen Prozessen als Produkte wei-
terverwendet werden konnen. Die beiden Sparten der chemischen Industrie mit dem gréfiten E-Fak-
tor und damit der gréBten Ineffizienz waren die Feinchemikalien- (5 - 50) und die Pharmaindustrie
(25 - <100)."I Im Vergleich der umgesetzten Tonnen pro Jahr wird jedoch auch deutlich, dass auch
geringe E-Faktoren problematisch sein kénnen, wenn die Prozesse bis zu mehrere Millionen Tonnen
Produkt pro Jahr generieren und damit auch Abfall im Megatonnenmal3stab anfallen kann. Eine neu-
ere Alternative stellt die Lebenszyklusbewertung (engl. /fe-cycle-assesment) dar.®” Bei dieser Methode
werden verschiedenen Parameter wie die Ressourcenknappheit der verwendeten Materialien, der Bei-
trag zur Erderwirmung oder die Toxizitit fiir Mensch und Umwelt fiir einen Prozess bestimmt und
daraus die Nachhaltigkeit des gesamten Verfahrens von Vorbereitung der Synthese bis Entsorgung
bestimmt.* Eine solche Analyse ist deutlich aufwindiger als die vorher beschriebenen und erfordert
teilweise adaptierte Messungen im Labormafstab.’

Schitzungsweise 55 % der chemischen und 85 % der pharmazeutischen Endprodukte wurden mit

Schliisselkomponenten verarbeitet, die aus dem Chloralkali-Elektrolyseverfahren stammen, darunter
Salzsdure zur Einstellung des pH-Werts oder chlorierte Losungsmittel als Teil der Synthese und der
anschlieBenden Isolierung.®”" Dies hat jedoch zur Folge, dass die Wirkstoffe unter gefihrlichen Be-
dingungen hergestellt werden und die Kosten fiir die Entsorgung giftiger Abfille hoch sind. Im All-
gemeinen erfolgten die Herstellung und Weiterverarbeitung von Chlor meist in derselben geografi-
schen Region oder Anlage, um den Transport von giftigen und gefihrlichen Zwischenprodukten zu
vermeiden. Dies wurde fiir deutsche Unternehmen berichtet und trifft vermutlich auch fir andere
Lindern zu. Die Schlisselkomponente fur die Halogenierung (Chlor) wird durch Elektrolyse herge-
stellt und ist einer der energieintensivsten Prozesse in der chemischen Industrie. Das Verfahren ist fur
etwa 2 % des Gesamtenergieverbrauchs bei der Herstellung von 5 Millionen Tonnen Chlor pro Jahr
in Deutschland verantwortlich (Stand 2018)."""" Die Senkung des Energieverbrauchs ist ein dekla-
riertes Ziel der Chloralkaliindustrie, da 50 bis 60 % der Produktionskosten fiir elektrische Energie
aufgewendet werden.”
Zur Senkung der Mengen anfallender toxischer Abfille oder die Erth6hung der Ressourceneffizienz
chemischer Prozesse wurden in den letzten Jahrzehnten verschiedene Methoden als Alternativen zu
konventionellen Synthese- und Aufarbeitungsrouten entwickelt. Die Nutzung ,,griiner* Losungsmittel
oder der Umstieg auf Reaktionen im wissrigen Medium zeigten bereits vielversprechende potenzielle
Verringerungen der Umweltbelastung chemischer Prozesse.” "

Neben der Optimierung von genutzten Reaktanden ist die Katalyse einer der vielversprechendsten
Ansitze fir die Optimierung chemischer Reaktionen. Da Katalysatoren per Definition unverindert
aus der Reaktion gehen und somit mehrere Katalysezyklen durchlaufen kénnen, miissen sie meist nur
in substéchiometrischen Mengen eingesetzt werden und kénnen dabei tausende Zyklen zum ge-
winschten Produkt durchlaufen. Eine der verbreitetsten Katalysearten in der Wirkstoffchemie ist die
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Nutzung von Organokatalysatoren. Diese Katalysatoren arbeiten metallfrei und nutzen meist Derivate
der Aminosaure Prolin oder Phenylalanin als Grundgerist. Mittlerweile stehen auch Thioureaderivate

fiir Petasis-Reaktionen von Chinolinen oder Phosphat-Katalysatoren fiir Transferhydrierungen (siche
Abbildung 10).”>*7

CFs
H
: R X
N O-CHs, 0 NH o7 N FsC NT N
2 3
H Y CHs

5 H H N
HyC” HiC” ~"oH
. . . . MacMillan-Katalysator Hydroxy-thiourea-Katalysator
(S)-Prolin-basiert (S)-Phenylalanin-basiert 2. Generation nach Takemoto
984
o/’

o
R

Binol-Phosphat-Katalysator
nach Theissmann

Abbildung 10: Beispiel gingiger Organokatalysatoren in der Wirkstoffchemie

Abhingig vom gewtinschten Produkt kénnen verschiedene Derivate der Katalysatoren verwendet werden, so
beispielsweise auch Prolin und Phenylalanin selbst (freie Sduregruppen). R: Dimethyl- oder tert-butyl-Gruppe
fir Prolin; Arylgruppe fiir Binol-Phosphat

Die Nutzung von Organokatalysatoren hat zahlreiche neue Reaktionswege geebnet und dabei selekti-
vere Transformationen als mit iiblichen Reagenzien ermoglicht. Die Arbeiten auf diesem Gebiet wur-
den daher auch mit dem Nobelpreis der Chemie fur Benjamin List und David MacMillan ausgezeich-
net.”™ Als Alternative zur traditionellen Metall- oder Organokatalyse der letzten Jahrzehnte wurde die
Nutzung von Enzymen als Katalysatoren in Form der Biokatalyse beschrieben und etabliert.
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2.3 Halogenierende Enzyme als Biokatalysatoren

2.3.1 Biokatalyse — die biologische Revolution in der Chemie

Die Biokatalyse hat sich in den letzten zwei Jahrzehnten zu einer ausgereiften und weit verbreiteten

1197101 Sie beschreibt die Nutzung von Katalysatoren natiirlicher Herkunft

Technologie entwickelt.!
wie Proteine oder Nukleinsiuren in der Synthesechemie. Die gingigste Form der Biokatalyse ist die
Nutzung von Enzymen, also katalytisch aktiver Proteine. Enzyme zeichnen sich hidufig durch ihre
exzellente Selektivitit (Chemo-, Regio- und Enantioselektivitit) sowie die Nutzung wissriger Milieus
bei physiologischen pH-Werten und moderaten Temperaturen fiir die Katalyse aus. Von einigen we-
nigen Ausnahmen abgesehen, blieb die Biokatalyse in den frihen 2000er Jahren beschrinkt auf Ni-
schenanwendungen und konzentrierte sich auf die Synthese oder Trennung optisch aktiver Zwischen-
[102-104]

produkte. Seither hat sich die Biokatalyse mehr und mehr zu einem weit anwendbaren Werkzeug
fir die chemische Synthese und Herstellung entwickelt.
Wichtige treibende Krifte sind die schnelle Entdeckung neuer Enzymvarianten durch die Werk-

101105197 Bei sogenannten sereenings

zeuge der Bioinformatik und computergestiitztes engyme engineering.!
werden dabei Gene fiir Enzyme unterschiedlicher Herkunft meist heterolog exprimiert und die pro-
duzierten Enzyme fiir Reaktionen unter den gewiinschten Bedingungen eingesetzt. Varianten, die das
gewtnschte Produkt unter den vorgegebenen Parametern bilden, werden biochemisch charakterisiert
und je nach Anwendung durch Mutagenese optimiert. Die so identifizierten Enzyme kénnen dann als
Biokatalysatoren fiir die tatsichliche Umsetzung der gewiinschten Substrate eingesetzt werden." ") Die
entscheidenden Parameter des Enzyms sind dabei die Wechselzahl ke, und die Affinitit des Substrats
zum Enzym, beschrieben durch die Michaelis-Menten-Konstante Ky Der Zusammenhang dieser Pa-
rameter wird groBtenteils durch die von Michaelis und Menten hergeleitete Kinetik enzymatischer
108]

Reaktionen beschrieben (siche Gleichung 1).!

Umax * [S]

"7 K + 18]

Um ax

[E]

Gleichung 1: Gleichungen fiir die enzymatische Reaktionsgeschwindigkeit v und Wechselzahl kca
nach Michaelis und Menten.[108]

Die dargestellten Zusammenhinge gelten nur im FlieBgleichgewicht (englisch steady state), d.h. wenn die Sub-

keat =

stratkonzentration [S] weit iber der Enzymkonzentration [E] und die Produktkonzentration zu Beginn der
Reaktion bei 0 liegt. Die Wechselzahl ke, wird durch Division von vime mit der eingesetzten Enzymkonzentra-
tion errechnet und beschreibt, wie viele Umsetzungen pro Sekunde von einem Teilchen Enzym katalysiert

werden konnen.

Neben den kinetischen Parametern miissen auch Faktoren wie Stabilitit gegeniiber pH-Wert, Tem-
peratur und Lésungsmitteln ermittelt werden, um eine Anwendung im chemischen Kontext moglich

zu machen.

Wihrend die katalytische Aktivitit von Enzymen weithin anerkannt ist, werden ihre Stabilitit und ihre
Kosten oft als Hindernis fiir die tatsichliche Anwendung im industriellen Kontext angesehen.> "
Hiufig zeigen Enzyme eine geringe Substratakzeptanz fir nicht-natirliche Substrate oder verfiigen

Uber schmale pH- und Temperaturprofile oder geringe Toleranz gegeniiber Losungsmitteln. Durch
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engyme engineering konnen diese Limitationen Uberwunden werden. Hier wird in einem sereening eine
kiinstliche Evolution des Enzyms eingeleitet, bei der tiber mehrere Selektionsrunden zufillig alle Re-
siduen des Enzyms mit den anderen kanonischen Aminosiauren getauscht werden. Dieser Prozess
wird gerichtete Evolution (englisch directed evolution) genannt und ist haufig die Methode der Wahl,
unbekannte oder kaum charakterisierte Enzyme zu optimieren.!"” """l Wihrend dieser Prozess sehr
kosten- und zeitintensiv ist, werden beim rationalen Design (englisch rational design) gezielt katalytisch
relevante oder stabilititsbezogene Aminosauren des Enzyms, hiufig im aktiven Zentrum, mit defi-
nierten Aminosduren ausgetauscht. Die Voraussetzung dafiir ist fundiertes Wissen iiber den Mecha-
nismus der enzymatisch katalysierten Reaktion, um so gezielt einzelne Schritte der Katalyse chemisch
tiir andere Substrate oder Bedingungen anzupassen. Da diese Zusammenhinge sehr komplex sein
konnen, findet das rationale Design trotz der geringeren Zeit- und Durchfiihrungskosten seltener An-
wendung. Die Bemiihungen der letzten Jahrzehnte, Enzyme iiber gerichtete Evolution und rationales
Proteindesign in ihrer Funktionalitit anzupassen, wurde 2018 anteilig mit dem Nobelpreis in Chemie
fiir die gerichtete Evolution von Enzymen an Frances H. Arnold verliehen.!

Durch Weiterentwicklungen im Bereich der Bioinformatik kénnen heutzutage erste computerge-
stiitzte Enzymdesigns verwendet werden, um kleinere Enzymbibliotheken nach geeigneten Varianten
und Mutanten zu untersuchen, die schlussendlich Anwendung im industriellen Maf3stab finden kon-
nen."! In den meisten Fillen bleibt jedoch die Katalysatorproduktion und Stabilitit der Enzyme ein
wesentlicher Nachteil in der Nutzung von Biokatalysatoren."> !

Die Produktion erfolgt meist heterolog in speziellen Wirtsorganismen, die im Laufe des Prozesses
durch Isolationsmethoden vom Katalysator getrennt werden mussen. Die geringe Stabilitdt mancher
Enzyme unter Prozessbedingungen fiithrt zu einer recht hohen Menge eingesetzten Katalysators,
wodurch in beiden Fillen die Prozesskosten vor allem durch das potenzielle downstream processing fix
die Katalysatoraufbereitung stark ansteigen konnen.'” Da manche Enzyme teure Cofaktoren wie
NAD(P)H oder ATP benétigen, steigen Prozesskosten weiter. Als Losungsansatz werden seit mehre-
ren Jahren Methoden der Cofaktor-Regenerierung etabliert, bei dem der teure Cofaktor tber eine
seckundire enzymatische Reaktion regeneriert oder mit billigeren Ausgangsmaterialien 7z situ produ-

1 Durch die Nutzung bioinformatischer Werkzeuge kénnen Optimierungen der

ziert werden kann.
Enzyme gerichteter und schneller durchgefiihrt werden, um viele der oben genannten Probleme zu
minimieren."*'" Kiirzlich konnte sogar mit Hilfe von machine learning Algorithmen eine Hydrolase
tir den Abbau von PET-Polymeren entwickelt werden, was teilweise vollig neue Herangehensweisen
an das Feld des engyme engineerings fir die Zukunft ebnet.!''"

Fir die erfolgreiche Etablierung der Biokatalyse im industriellen Maf3stab ist jedoch die Nutzung
interdisziplindrer Forschungsgruppen und die Kosten-Nutzen-Analyse zwischen klassischer chemi-
scher und biokatalytischer Umsetzung erforderlich.!"> ! Nicht jeder Prozess wird automatisch um-
weltfreundlicher oder effizienter, wenn Enzyme als Katalysatoren eingesetzt werden, teilweise ist so-
117]

gar das Gegenteil der Fall.l

2.3.2 Halogenierende Enzyme

Chemisch geschen ist eine Halogenierung ein anspruchsvoller Prozess, denn er erfordert ein starkes
Oxidationsmittel oder eine nukleophile Stelle im Ausgangsmolekil. Besonders die selektive Haloge-
nierung an bestimmten Positionen, beispielsweise in aromatischen Systemen, oder gar die stereoselek-
tive Halogenierung sind chemisch durchaus anspruchsvoll."”! Mit Blick auf die Natur scheint es aber
Wege zu geben, Halogenierungen regioselektiv und teilweise auch stereoselektiv in komplexen Ver-
bindungen durchzufiihren. Obwohl halogenierte Naturstoffe selten sind und nur im Rahmen des
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Sekundirstoffwechsels vorkommen, haben sich mindestens finf Arten von halogenierenden Enzy-

men entwickelt. Viele von ihnen sind das Produkt weiterentwickelter Monooxygenasen, da die Oxo-

halogensduren das zentrale Zwischenprodukt der Katalyse dieser halogenierenden Enzyme sind.
Tendenziell ist die Klassifizierung der halogenierenden Enzyme nicht eindeutig, lisst sich aber an-

hand des Mechanismus und der verwendeten Cofaktoren in fiinf bzw. sechs Gruppen unterteilen
(siche Abbildung 11).P*

Kategorie mechanismusbasiert cofaktorbasiert spezielle Unterteilung

Ham-eisenabhéngig

— Haloperoxidasen : .
L - - - unspezifische Peroxygenasen

vanadiumabh&ngig

halogenierende —— selektiv (bakteriell)

Enzyme

I
I
I
: —— unselektiv (nicht-bakteriell)

L - - - metallfrei

flavinabhangig

—— carrierproteinabhangig

L carrierproteinunabhangig

—— Halogenasen a-Ketoglutaratabhangig

SAM-abhangig

Abbildung 11: Klassifizierung halogenierender Enzyme nach Fejzagi¢ et al[38]

Die Klassifizierung erfolgt nach Art des Mechanismus (wasserstoffperoxidabhingig oder nicht), gefolgt von
der Cofaktorabhingigkeit und spezieller Unterteilungen fiir vanadiumabhingige Haloperoxidasen und flavin-
abhingige Halogenasen. Die Klasse der metallfreien Haloperoxidasen ist nicht eindeutig den Haloperoxidasen
zuzuordnen, da sie mechanistisch zu den Hydrolasen gehéren, weshalb diese Gruppe nur der Vollstindigkeit
halber genannt wird. Gleiches gilt fiir unspezifische Peroxygenasen, die als Him-eisenabhingige Enzyme eben-
falls Halogenierungen katalysieren kénnen, mittlerweile durch ihr breites Spektrum an katalysierten Oxyfunk-
tionalisierungen aber als eigene Enzymfamilie gefithrt werden.[18]

Obwohl sie oft synonym verwendet werden, kann zwischen Haloperoxidasen und Halogenasen un-
terschieden werden. Die erste Gruppe bildet aus dem jeweiligen Halogenid und Wasserstoffperoxid
Uber Him-Fisen-, Vanadat-Coenzyme oder auch ohne jegliches Coenzym eine hypohalogenierte
Sdure. Bei den meisten Enzymen wird die hypohalogenierte Sdure freigesetzt und die eigentliche Ha-
logenierungsreaktion findet auBerhalb des aktiven Zentrums statt. Im Gegensatz dazu erzeugen oder
verwenden die Halogenasen Halogenierungsspezies ohne die Verwendung von Wasserstoffperoxid.
Dabei kann die Spezies tiber drei vollig unterschiedliche Mechanismen (Halonium-Intermediat, radi-
kalisch oder nukleophil) eingebaut werden, weshalb eine Unterteilung der Halogenasen in Flavin-, a-
Ketoglutarat- oder S-adenosyl-methionin (SAM-)-abhingige Enzyme erfolgt.

In den folgenden Abschnitten sollen die einzelnen Klassen halogenierender Enzyme niher be-
leuchtet werden.
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2.3.3 Flavinabhéngige Halogenasen

Flavinabhingige Halogenasen (FAHs), hiufig abgekirzt mit FHals, Fl-Hals oder FAHs (englisch
flavin-dependent halogenases, FDH), sollen sich aus Monooxygenasen entwickelt haben, die ebenfalls Fla-
vin-Cofaktoren benétigen und daher zur Superfamilie der flavinabhingigen Monooxygenasen geho-
ren.[119, 120]

Nach bisherigem Kenntnisstand gibt es drei Zielstrukturen, die von FAHs adressiert werden kénnen.
Die am besten untersuchte Gruppe sind die flavinabhingigen Tryptophan-Halogenasen. Im natirli-
chen Kontext ist es moglich, jede Position des Indolrings des Tryptophans zu halogenieren. Ahnlich
strukturiert sind die Gruppen der flavinabhingigen Pyrrol-Halogenasen und der flavinabhingigen
Phenol-Halogenasen.*'!

Die Tatsache, dass jede einzelne Position von einem individuellen Enzym angesprochen werden
kann, zeigt, dass FAHs selektive Halogenierungskatalysatoren sind. Die Enzyme werden dabei nach
der Zuginglichkeit ihrer Substrate unterschieden. Wahrend viele dieser Halogenasen an Biosynthe-
seclustern von Polyketiden in Form von Polyketidsynthasen (PKS) und nicht-ribosomaler Proteinsyn-
these (NRPS) beteiligt sind, kénnen einige, wie z.B. Tryptophan-Halogenasen, frei diffundierende
Substrate umsetzen und sind dabei nicht von Trigerproteinen abhingig, die das Substrat aktivieren
oder binden (sieche Abbildung 12).!'*>'*!
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Abbildung 12: Ubersicht des Substratspektrums flavinabhingiger Halogenasen

Fir jede der Indol-, Pyrrol- und Phenol-Derivate sind Beispiele fiir halogenierte Produkte der FAHs be-
kannt.[124127 Fir Pyrrol und Phenol sind zudem catrierproteinabhingige Enzyme bekannt, die im gebundenen
Zustand das entsprechende Substrat halogenieren. 331281 Die meisten halogenierten Strukturen werden anschlie-
Bend als Vorldufermolekiile fiir den Aufbau komplexerer Naturstoffe verwendet.

Fir die Anwendung dieser Enzymgruppe als Biokatalysatoren muss bedacht werden, dass sie mindes-
tens eine Zweikomponenten-Elektronentransportkette benotigen und daher eine geeignete Flavin-

12913 Neben den Reduktasen, die natiitlicherweise zu den Biosyntheseclus-

Reduktase voraussetzen.
tern gehoren, wie z.B. Prnl aus dem Pyrrolnitrin-Biosynthesecluster, sind auch Anwendungen mit
anderen Reduktasen wie SsuE oder Fre aus E. c/i bekannt.!' "> Um die Notwendigkeit eines
zweiten Enzyms - der Flavin-Reduktase - oder gar eines dritten Enzyms fir das Cofaktor-Recycling
zu vermeiden, stehen auch in diesem Bereich photochemische Ansitze im Mittelpunkt der aktuellen

Forschung.*
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Viele der carrierproteinabhingigen FAHs produzieren bekannte Sekundiarmetabolite wie Re-
beccamycin (2) und Vancomycin (6), aber auch eine Vielzahl weniger erforschter Biosynthesewege.””!
Der wichtigste Unterschied im Mechanismus zwischen flavinabhingigen Monooxygenasen und Ha-
logenasen ist das konservierte Motiv von zwei Tryptophanen, einem Isoleucin und Prolin im aktiven
Zentrum. Dieser daraus resultierende 10 A lange Tunnel, der erstmals in PrnA gefunden wurde, dient
der raumlichen Trennung des aktivierten Peroxyflavins FAD(C4a)-OOH von der Substratbindestelle
und verhindert so die Oxygenierung.” ' "**'*!l Nach der Bildung des Hypohalogenids tibertrigt ein

konserviertes Lysin das elektrophile Chlor als Chloramin vom ehemaligen Peroxyflavin auf das Sub-
strat (sieche Abbildung 13).1'**
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Abbildung 13: Katalytischer Zyklus flavinabhéngiger Halogenasen, adaptiert nach Fejzagic et al.[38,136,
143]

Die drei potenziellen Substratklassen, Phenol-, Tryptophan und Pyrrol-Derivate (NuH), dienen als Nukleophile
fir die elektrophile aromatische Substitution im System durch die Chloramingruppe des katalytischen Lysins.
Die Chlorierung des Lysins an dessen terminaler Aminogruppe erfolgt durch die Bildung einer Peroxospezies
am FAD (11 Uhr im Zyklus), die durch Oxidation mit molekularem Sauerstoff gebildet wird (7 Uhr). Dieses
Peroxyflavin wird in Anwesenheit eines Halogenids als Hypohalogensiure frei, die das Lysin halogeniert. Das
oxidierte FAD-Coenzym eliminiert anschlieBend ein Hydroxidanion, bevor es durch NADH/H* in einer Re-
duktaseabhingigen Reaktion zum FADH, reduziert wird (6 Uhr).

Fir die Phenolhalogenasen wird ein leicht verinderter Mechanismus vorgeschlagen. Die phenolische
Hydroxylgruppe wird durch ein Aspartat im aktiven Zentrum deprotoniert, was die Nukleophilie am
ortho-stindigen Kohlenstoff erhoht.'* *!

Neben dem Vorteil der hohen Regioselektivitit dieser Enzyme und der damit verhiltnismiGig gerin-
gen Anzahl méglicher Nebenprodukte zeigt diese Enzymfamilie einige Nachteile bei der Verwendung
als Biokatalysator. So sprechen die generell geringen Umsatzraten gegen eine grofitechnische Anwen-
dung.” Hiufig treten auch Expressionsprobleme in der Katalysatorproduktion auf. Viele der in
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E. coli BL21(DE3) produzierten Proteine befinden sich als Einschlusskérper (engl. inclusion bodies) in
der unloslichen Fraktion aufgeschlossener Zellen. Um diesem Problem zu begegnen, werden regel-
millig Stimme eingesetzt, die eine Coexpression von Chaperonen, sogenannten Faltungshelfern fur
Proteine, ermdéglichen.” Die Gesamtstabilitit dieser Proteine muss ebenfalls weiter optimiert werden,
um in der Biokatalyse eingesetzt werden zu kénnen. Als vielversprechendes Ergebnis konnten Kem-
ker et al. die Tryptophan-Halogenasen in einem biokatalytischen Prozess erfolgreich hochskalieren,
indem die Enzyme durch vernetzte Enzymaggregate (englisch cross-linked engyme aggregates, CLEAS)

immobilisiert wurden. Dadurch wurde 1-7-Bromtryptophan im Gramm-MaBstab gewonnen.'*

2.3.4 a-Ketoglutaratabhdngige Halogenasen

Eisen(II)-a-ketoglutaratabhingige Halogenasen (Fe/o-KG-Halogenasen) bestechen dutch ein breites
Portfolio an aliphatischen Naturstoffklassen, die sie halogenieren (siche Abbildung 14).

12-epi-Fischerindol G Ambiguin A
8 9

NH2
OH NH
¥ )\ NHz m Y\(( o
)K( i

ﬁ/"OH CHy

Syrmgomycm E Barbamid
1"

Abbildung 14: Halogenierte aliphatische Naturstoffe aus der Biosynthese mit Fe/«-KG-abhingigen
Halogenasen.

Trotz der groflen Vielfalt in den Produktstrukturen haben sie ein gemeinsames Merkmal, die Haloge-
nierung an einem sp"’—Kohlenstoffzentrum.l38J Die Fe/a-KG-Halogenasen sind nicht auf nukleophile
Substrate beschrinkt wie die zuvor beschriebenen FAHs. Sie geh6ren zur Superfamilie der Fe/a-KG-
abhingigen Oxygenasen. Die Superfamilie ist fiir viele oxidative Umwandlungen wie Hydroxylierun-
gen, Halogenierungen und Entsittigung bekannt und kann auch fiir die Produktion von Ethylen ver-
wendet werden."" " Allen gemeinsam ist ein strukturell konserviertes metallbindendes Motiv, das im
Falle der Halogenase ein aktives Zentrum entwickelt hat, in dem ein Halogen binden kann."* Der
postulierte katalytische Mechanismus der Fe/a-KG-abhingigen Halogenasen ist in Abbildung 15 dat-
gestellt.
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Abbildung 15: Postulierter Mechanismus der Fe/a-KG-Halogenasen, adaptiert nach Fejzagi¢ et al.%8
Die Halogenierung folgt einer radikalischen C-H-Funktionalisierung.['>1] Das hochreaktive Fe(IV)-oxo (Hal-
oferryl)-Zwischenprodukt wird durch Decarboxylierung von «-KG zu Succinat durch einen Sauerstoffangriff
erzeugt. Die anschlieBende Abstraktion eines Wasserstoffatoms vom Substrat fithrt zu einer energetisch giins-
tigen Umlagerung zu Fe(Ill). Die Riickstof3reaktion mit Chlorid hingt dabei vom Abstand und der Orientie-
rung des Substrats ab.['2 Der katalytische Zyklus wird durch das hexa-koordinierte Fe(II) mit Wassermoleki-
len, Chlorid und Histidin wiederhergestellt.

Auf der Grundlage der vorgeschlagenen radikalischen C-H-Funktionalisierung wurden bisher zwei
Gruppen von Enzymen identifiziert. Die erste derartige Fe/aKG-abhingige Halogenase ist die Tailo-
ring-Domine SyrB2 der multimodularen nichtribosomalen Peptidsynthetase (NRPS) von Pseudonzo-

1% Diese NRPS-assoziierten Halogenasen produzieren eine Vielzahl von

nas syringae pv. syringae B301D.
Sekundirmetaboliten, wie z.B. das chlorierte Biotensid Syringomycin E, das durch ein selektives mo-
nochloriertes Threonin in seiner Struktur gekennzeichnet ist."* Ein weiteres Beispiel ist die hochse-
lektive Di- und Trichlorierung von nur einer der diastereotopen Methylgruppen von Leucin durch
eine Kombination von BarB1 und BarB2, das als Vorlaufer fiir die natiitliche Verbindung Barbamid
in dem marinen Cyanobakterium Lyngbya majuscnla dient.!"™"

Vor einiger Zeit identifizierten Moosmann e# a/. verschiedene Fe/aKG-Halogenase-Homologe
und ihre natiirlichen Produkte, die tiber einen NRPS-Weg produziert werden. Die Halogenasen wur-
den durch sereening der Genomsequenz des Cyanobakteriums Fischerella sp. PCC 9339 auf der Grund-
lage von Merkmalsvergleichen identifiziert. Mit diesem Ansatz konnten die Autoren zwischen einer
Fe/aKG-Oxygenase und einer entsprechenden Halogenase unterscheiden.!">!

Grol3e NRPS binden ihre Substrate typischerweise tiber ein aminoacetyliertes Peptidyl-Carrier-Pro-

156

tein und haben einen engen Substratbereich.!"” Dariiber hinaus weisen sie im Allgemeinen eine nied-

rige Gesamtumsatzzahl auf, was auf die bekannte Autoxidation von Fe(Il) zu Fe(Ill) und damit auf
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eine Autoinaktivierung des Enzyms zuriickzufiihren sein kénnte."”” Im Fall von SyrB2 wurden Ge-
samtumsitze von 7 + 2 Molekiilen pro Sekunde beobachtet.!” Dies schrinkt die Moglichkeit ein, die
Enzyme als Biokatalysatoren fiir verschiedene unnatiirliche Substrate zu nutzen.

Mit der Entdeckung einer neuen Fe/aKG-abhingigen Halogenase (WelO5) durch Hillwig & Liu war
es moglich, die Klasse auf ungebundene Substrate zu erweitern. WelO5 ist in der Lage, verschiedene
Isoprenoid-Indol-Alkaloide im Cyanobakterium Hapalosiphon welwitschii regio- und stereoselektiv zu

halogenieren.P ¥l

WelO5 zeigte auch eine héhere Robustheit und katalysierte insgesamt etwa 75 Um-
sitze pro Enzymteilchen."™ Durch Strategien wie die aufeinanderfolgende Zugabe der Cosubstrate
oder die Zugabe von Antioxidantien wie Katalasen oder DTT konnte die Umsatzzahl erh6ht werden.
Der enge Substratbereich von WelO5 wurde angepasst, um einen gréfleren Substratbereich dhnlich
wie das Homolog AmbO5 zu erhalten.™ 'l Die meisten Modifikationen erfolgten an der duBleren
Helix, die fiir das SchlieSen des Eingangs des aktiven Zentrums bei Bindung des Substrats verant-
wortlich ist. Die Helix kénnte teilweise an der Substraterkennung und -selektivitit beteiligt sein.!"* %
In einer spiter erschienenen Verdffentlichung von Hayashi ¢f a/. wurde eine WelO5-Variante mit ei-
nem umgestalteten aktiven Zentrum gezeigt, die iiber bessere kinetische Parameter und ein erweitertes
Substratspektrum verfiigt. Das Substratspektrum konnte dabei tiber die nativen Substrate vom Typ
der Indolalkaloide hinausgehen.!'*:'**

Die Moglichkeit Fe/aKG-abhingige Halogenasen Uber engyme engineering anzupassen besitzt aller-
dings den Nachteil die Hydroxylierung als kompetitive Nebenreaktion zu fordern.™ Mitchell ez a/.
haben diesen Ansatz umgekehrt und eine Monooxygenase, SadA, zu einer Halogenase modifiziert."*)
In diesem Ansatz wurde erstmalig bewiesen, dass mit zunehmendem Verstindnis des Reaktionsme-
chanismus und der katalytisch beteiligten Aminosiauren Enzyme einer Superfamilie sogar in ihrer
grundlegenden Chemoselektivitit gezielt verindert werden kénnen. Trotz der vielen Ansitze fir die
Nutzung von Fe/aKG-abhingigen Halogenasen ist die Oxidationsanfilligkeit des katalytischen Ei-

sens ein mafl3gebliches Hindernis fiir die Anwendung in industriellen Prozessen.

2.3.5 SAM-abhéngige Halogenasen

Im Gegensatz zu den anderen beschriebenen Enzymen stammt die Vielfalt der Naturstoffe von S-A-
denosylmethionin-abhingigen (SAM) Halogenasen primir von einem bisher charakterisierten Enzym.
Der erste charakterisierte Vertreter war 5'-Fluor-5'-desoxyadenosin-Synthase (FIA) aus Streptomyces catt-
leya, die erste bekannte Fluorinase."" Die gesamte Familie dieser Enzyme ist neben der Fluotierung
in der Lage, SAM zu chlorieren oder zu hydroxylieren.!'” Innerhalb des katalytischen Zyklus wirkt
Fluorid als Nukleophil in einer Sx2-Reaktion, bei der es den 5'-Kohlenstoff der SAM-Ribose angreift
(siche Abbildung 16).1'!
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Abbildung 16: Mechanismus der Halogenierung durch SAM-abhingige Halogenasen, adaptiert nach
Fejzagic et al.38

A: Schematischer sequenzieller Mechanismus fiir die Bildung von F-C-Bindungen, katalysiert durch die Fluori-
nase aus S. cattleya, und einige Produkte der anschlieBenden Kaskadenreaktion. Die gestrichelten Linien stellen
Wasserstoffbriickenbindungen mit Aminosduren im aktiven Zentrum oder Wasser dar. B: Reaktionsschema
der Fluorinase-vermittelten #ans-Halogenierung. Der Rest R markiert die Position der gingigen Derivatisierun-
gen, wie Methyl- und Aminogruppen.

Um als Nukleophil wirken zu kénnen, muss Fluorid seine Solvatationshiille verlieren. Dies wird durch
eine zweistufige Desolvatisierung mit einer Kombination aus elektrostatischer Stabilisierung und Was-
serstoffbrickenbindungen erreicht. Im ersten Schritt bindet Fluorid an das aktive Zentrum und
tauscht Wassermolekiile seiner Hiille aus, um Wasserstoffbriickenbindungen mit dem Enzym zu bil-
den. Nach der Bindung von SAM ist die Desolvatisierung von Fluorid abgeschlossen. Der elektropo-
sitive 5'-Kohlenstoff, der an die Schwefelgruppe des SAM gebunden ist, koordiniert mit dem Fluorid,
diese elektrostatische Stabilisierung erleichtert den nukleophilen Angriff des Fluorids und die Bildung
von C-F-Bindungen des reaktiven 5'-Fluor-5'-desoxyadenosin (5'-FDA)-Zwischenprodukts.'*” ' An-

schlieBend wird 5'-FDA weiter metabolisiert, um eine Vielzahl von Verbindungen zu erzeugen (siche
Abbildung 17).I"*
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(12) (13) (14)

Abbildung 17: Fluorierte Produkte der SAM-abhingigen Halogenasen

Dies stellt jedoch auch ein grofles Hindernis fiir die Anwendung dieser Enzyme auf unnatirliche
kleine organische Molekiile dar, da die Produktbildung einer Kaskade von enzymatischen Schritten
folgt. Eustaquio ez /. versuchten, dieses Enzym fuir die Herstellung von Fluorosalinosporamid, einem
unnatirlichen Analogon von Salinosporamid, zu verwenden, das cher fluoriert als chloriert ist; die
Ausbeute war jedoch miBig."” Dennoch wurden verschiedene Ansitze verfolgt, um das Sub-
stratspektrum zu erweitern und das Enzym als flexibles Werkzeug fiir medizinische Anwendungen zu
nutzen.!"* 1"

Neben der Fahigkeit, Verbindungen zu fluorieren, ist die Fluorinase auch in der Lage, ein Chlorid
am 5'-Kohlenstoff des SAM-Riboseringes durch ein Fluorid auszutauschen und 5'-FDA zu bilden
(siche Abbildung 16 B).'">"” Diese gesamte #rans-Halogenierungsreaktion wurde fiir die spite Fluo-
rierung zur Herstellung von radioaktiv markierten Bildgebungsreagenzien verwendet.!"” In den ver-
gangenen Jahren wurden verschiedene pre-fargeting-Strategien fur die Behandlung und Bildgebung ver-
schiedener Krankheiten entwickelt. Dazu gehoren z.B. die Radiomarkierung des menschlichen A2A-
Adenosinrezeptors, eines mit Prostatakrebs zusammenhingenden Membranproteins, oder die kom-
binierte Anwendung von Biotin- und Tetrazin-Konjugaten mit Antikorpern.> 7!

In allen Fillen konnte gezeigt werden, dass die Fluorinase (FIA) Substrate mit unterschiedlichen
Resten am C-2 des Adeninrings akzeptiert. Bisher sind zwei Kristallstrukturen von Fluorinase-Homo-
logen aus . cattleya und Streptomyces sp. MA37 bekannt, die beide eine hohe Strukturkonformitit auf-

78 Im Allgemeinen weisen alle fiinf bekannten Fluorinasen eine hohe Ahnlichkeit von iiber

weisen.
80 % auf und zeigen ihnliche kinetische Profile."” Durch gerichtete Evolution von FIA1 wurden
verschiedene entscheidende Aminosduren fiir die Substratbindung und Halogenidbindung identifi-
ziert, die somit mafgeblich fiir die Aktivitit des Enzyms verantwortlich sind."***!l Zusitzlich wurden
diese Varianten mit verschiedenen unnatiitlichen Substraten getestet.'*? Es zeigte sich, dass die Tole-
ranz des Wildtyp-Enzyms auf C-2-modifizierte Substrate beschrinkt ist. Die generierten Varianten
von FIA1 zeigten jedoch auch eine Aktivitit fiir ein unnatirliches Substrat, das an der C-6-Position
des Adeninrings mit einer Chlorgruppe modifiziert war.'*¥ Trotz des engen Substratspektrums der
Fluorinase scheint es somit moglich, verschiedene unnaturliche Substrate erfolgreich einzusetzen und
eine Grundlage fir die gerichtete Evolution des Enzyms zur Nutzung kleiner organischer Verbindun-
gen als Substrate zu schaffen. Die Abhingigkeit von elektrophilen Substratstrukturen fiir den nukle-
ophilen Angriff von Fluorid bleibt jedoch ein Nachteil.

Eine Kristallstruktur mit einem unnatiirlichen Substrat (das Difluormethylgruppen enthilt) besta-
tigte die Notwendigkeit einer definierten Geometrie zur Aktivierung des Fluoratoms fiir die Substitu-

1 Die Herausforderung in der Applikation solcher Fluorinasen zur Herstellung fluorierter phat-

tion.
mazeutischer Verbindungen liegt daher in der Entwicklung geeigneter Abgangsgruppen in Kombina-

tion mit der Erweiterung der Substrattoleranz dieser Enzyme durch engyme engineering.
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2.4 Haloperoxidasen

Haloperoxidasen waren die erste Gruppe von halogenierenden Enzymen, die in der Vergangenheit
entdeckt wurde. Enzyme dieser Familie katalysieren die Oxidation eines Halogenidanions (X') in Ge-
genwart von Wasserstoffperoxid zu einer oxidierten Halogenidform, bei der es sich in der Regel um
die entsprechende hypohalogenierte Siure handelt. Diese Klasse besitzt somit Ahnlichkeiten mit den
namensgebenden Peroxidasen, die fiir den Abbau von Wasserstoffperoxid oder anderen Peroxiden in
der Zelle zustindig sind und damit eine Detoxifizierung der Zelle gewihrleisten.

Die Klasse der Haloperoxidasen wird in drei weitere Unterklassen unterteilt: Die Him-eisenabhingi-
gen, die vanadiumabhingigen und die metallfreien Haloperoxidasen bzw. Perhydrolasen. Als eine Ab-
wandlung der Him-eisenabhingigen Haloperoxidasen existieren auch die unspezifischen Peroxygena-
sen."™ Urspriinglich als Homologe identifiziert, zeigte diese Enzymfamilie neben Halogenierungen
eine grofie Reihe unselektiver wie selektiver Oxyfunktionalisierungsreaktionen, weshalb sie eher mit

1% Aufgrund dieser breiten Chemoselektivitit

der Klasse der P450-Monooxygenasen vergleichbar ist.
wird diese Enzymfamilie mittlerweile nicht mehr unter der Klasse der Haloperoxidasen gefiihrt, ob-

wohl viele Vertreter zu Halogenierungen im Stand sind.

2.4.1 Hém-eisenabhéngige Haloperoxidasen

Die Him-eisenabhingigen Haloperoxidasen waren die ersten und am intensivsten untersuchten Hal-
operoxidasen. Bereits in den 1960er Jahren wurde gezeigt, dass ein sekretiertes Enzym aus dem Pilz
Caldariomyces fumago (Leptoxcyphinm fumago) tfir die Halogenierung von 1,3-Cyclopentadion zu der natiir-
lichen Verbindung Caldariomycin 15 verantwortlich ist.!""

Cl_ Cl

HO//,éAOH

Caldariomycin
15

Abbildung 18: Strukturformel des Naturstoffs Caldariomycin 15, isoliert aus C. fiumago

Bei weiteren Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass es eine prosthetische Him-Eisen-Gruppe
enthilt, die tiber einen distalen Cysteinliganden an das Enzym gebunden ist, vergleichbar mit P450-
Monooxygenasen.!"™"

Der postulierte katalytische Zyklus zeigt ein wichtiges Zwischenprodukt, die Fe(IV)-Oxo-Spezies
zur Oxidation von Chlor zu Hypochlorit, das freigesetzt wird und von einem elektronenreichen Sub-
strat, das als Elektrophil dient, angegriffen werden kann. In Gegenwart von iiberschiissigem Wasser-
stoffperoxid kann dieser Komplex alternativ zu molekularem Sauerstoff und Chlorid zerfallen (siche

Abbildung 19).
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Abbildung 19: Postulierter katalytischer Zyklus der Him-eisenabhingigen Haloperoxidasen am Bei-
spiel der Chloroperoxidase aus C. fumago, adaptiert nach Fejzagic et al.l3®l

Im Ruhezustand (3 Uhr) ist Wasser an das Him-Eisen gebunden, das anschlieBend durch Wasserstoffperoxid
ersetzt wird. Nach der Protonierung dieses Komplexes durch ein katalytisches Glutamat (Glu183) wird Wasser
eliminiert, wodurch die eigentlich aktive Spezies, der Fe(IV)-Oxo-Komplex, entsteht. Ein Halogenid, in diesem
Fall Chlorid, bindet an die Fe(IV)-Oxo-Spezies und wird als hypochlorige Siure freigesetzt, wodurch das Him-
Eisen durch Hydrolyse mit Wasser regeneriert wird. Alternativ kann auch ein zweites Molekiil Wasserstoffper-
oxid angreifen, was zur Disproportionierung des Komplexes zu molekularem Sauerstoff, Wasser (gebunden
am Eisen) und Chlorid fihrt.[186. 187)

Da das Enzym sowohl Merkmale von Peroxidasen als auch von Monooxygenasen aufweist, wurde es
als Him-eisenabhingige Haloperoxidase klassifiziert und aufgrund seiner Fihigkeit, alle Halogenide
aufer Fluor zu oxidieren, Chloroperoxidase (CPO-Cjj genannt. Diese Namensgebung wurde fiir alle
anderen Haloperoxidasen verwendet, wobei das umgesetzte Halogenid mit dem héchsten Oxidati-
onspotenzial namensgebend fur die Haloperoxidase ist.

Vor einigen Jahren wurde festgestellt, dass im Genom von C. fumago zwei CPO-CfGene existieren,
die eine hohe Sequenzidentitit aufweisen und beide im sekretierten Uberstand des Wirts vorkom-
men."™ Welche Rolle die jeweilige Isoform spielt, konnte allerdings nicht final geklirt werden. Seit
seiner Entdeckung war das Enzym Ziel zahlreicher mechanistischer und biokatalytischer Studien. Ent-
gegen ersten Vermutungen verldsst die gebildete hypohalogenierte Sdure das aktive Zentrum nicht
frei, sondern wird durch Aminosduren im Halogenid-Eingangstunnel von CPO-Cf zurtickgehalten,
was bis zu einem gewissen Grad Regio- und Enantioselektivitit ermoglicht, die hauptséichlich von der
Art des Substrats abhingt."*)

Der grof3te Nachteil des Enzyms ist die oxidative Inaktivierung, die charakteristisch fiir Him-Eisen-
haltige Proteine ist. Zudem weist CPO-Cfeine hohe Empfindlichkeit gegeniiber hohen Wasserstoff-
peroxid-Konzentrationen auf, was problematisch fiir die Skalierung von Reaktionsansitzen in prapa-
rative Maf3e ist. Da sich die genetische Verinderung des Pilzes als langwierig erweisen kann, scheint
die Anwendung dieses Enzyms in der Biokatalyse begrenzt zu sein. Dank der Arbeit von Pickard ez 4.
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sind jedoch Protokolle fiir eine ausreichende Produktion und Sekretion des Enzyms im homologen
Witt C. fumago verfigbar.'™

Neben der Chloroperoxidase aus C. fumago sind nicht viele Mitglieder dieser Unterklasse untersucht
worden. Die Bromoperoxidasen aus Psexdomonas anreofaciens und Penicillus capitatus sind weitere Bei-
spiele fiir solche Him-eisenabhingigen Enzyme."”" '
menten, die ahnliche Eigenschaften von CPO-Cfwie die hohe thermische Stabilitit und Empfindlich-

keit gegeniiber hohen Wasserstoffperoxid-Konzentrationen zeigten, wurden jedoch noch keine kom-
193]

Neben klassischen Charakterisierungsexperi-

plexen Biotransformationen mit diesen Enzymen untersucht.!

2.4.2 Vanadiumabhéngige Haloperoxidasen

Mehrere Jahre nach der Entdeckung der Him-eisenabhingigen Haloperoxidasen wurde angenom-
men, dass sie die einzigen Enzyme sind, die Halogenide fiir die anschlielende Halogenierungsreaktion
oxidieren konnen. 1993 entdeckten van Schijndel ef a/. im pilzlichen fakultativen Pflanzenpathogen
Curvularia inaequalis eine neue Klasse halogenierender Enzyme, die den Cofaktor or#ho-Vanadat fir die
Oxidation von Halogeniden verwenden."* '™ Fiir die Produktion und Funktionalitit des Enzyms
konnte Glucose als Inhibitor identifiziert werden.!"” Zwei Jahre spiter wurde ein Vanadatabhingiges
Homolog aus Corallina officinalis kristallisiert."””! Diese vanadiumabhingigen Haloperoxidasen (V-
HPOs) wurden zu einem beliebten Forschungsziel, da sie nachweislich hohe Umsatzzahlen aufweisen,
ohne eine oxidative Inaktivierung zu erleiden, und eine héhere Toleranz gegentiber Wasserstoffper-
oxid zeigen als die Him-eisenabhingigen HPOs."”!

Im Gegensatz zu den Him-eisenabhingigen Enzymen halten sie jedoch die gebildete hypohalo-
genige Saure in der Regel nicht im aktiven Zentrum zuriick, was zu einem frei diffundierenden starken
Oxidationsmittel fithrt. Infolge dieses mechanistischen Aspekts kommt es zu zufilligen Halogenie-
rungen, sogar im Protein selbst, was zu seiner Destabilisierung und Inaktivierung fihren kann. Auf-
grund dieser freien halogenhaltigen Spezies ist die Selektivitit der Halogenierungsreaktionen nicht
abhingig vom Enzym, sondern von den elektronischen Eigenschaften des Substrats.

Die meisten vanadiumabhingigen Haloperoxidasen stammen aus marinen Pilzen und marinen
Makroalgen (Seegras).'” Die physiologische Rolle dieser Proteine konnte bis heute nicht eindeutig
geklirt werden, da nicht immer halogenierte Naturstoffe aus den untersuchten Organismen isoliert
werden konnten. Eine gingige Hypothese zur physiologischen Rolle ist die Teilnahme der Enzyme an
der Penetration der pflanzlichen Wirtszellwand durch die freigesetzte hypohalogenige Siure.”"!

Neben diesen Organismus-spezifischen Eigenschaften wurden Hypothesen aufgestellt, nach denen
V-HPOs eine 6kologische Rolle spielen, wie etwa die Beteiligung an der antimikrobiellen Abwehr des
Wirtes, dem exogenen Abbau von Molekiilen oder der Iod(gas)erzeugung als Antwort auf oxidativen
Stress.”"!! Zudem konnte die Bildung von fliichtigen Haloformen wie Chloroform und Bromoform
beobachtet werden, deren Einfluss auf die Umwelt nicht vollstindig verstanden ist.*"”

Der katalytische Zyklus bildet vermutlich eine V(V)-Peroxo-Spezies als Schliisselintermediat, an die
das Halogenid addiert und anschlieend zu hypohalogenierter Saure hydrolysiert wird (sieche Abbil-

dung 20).
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nach Fejzagic et al.38]

In seinem Ruhezustand (3 Uhr) enthilt Vanadium vier Sauerstoffliganden, wihrend die freie Koordinations-
stelle durch einen Histidinrest besetzt ist, was zu einer dativen Bindung fiihrt. In Gegenwart von Wasserstoff-
peroxid wird eine Hydroxylgruppe als Wasser frei und durch Peroxid ersetzt. Nach Abspaltung eines Hydro-
xidions entsteht eine Zyklo-Peroxo-Spezies, die durch einen katalytischen Lysinrest (Lys) stabilisiert wird. Die-
ses zyklische Zwischenprodukt wird durch Zugabe eines Halogenids, in diesem Fall Bromid, ge6ffnet, das dann
durch Wasser hydrolysiert werden kann. Dies fithrt zur Freisetzung von hypobromiger Sdure, oder hat alterna-
tiv in Gegenwart eines weiteren Wasserstoffperoxidmolekiils eine Disproportionierungsreaktion zu molekula-
rem Sauerstoff und Bromid zur Folge. Wihrend der Katalyse dndert das Vanadium seine Oxidationsstufe (V)
nicht.[187]

Die genaue Hydrolyse der Oxohalo-Spezies ist final nicht geklirt. Mehrere computergestiitzte Studien
zeigten einen detaillierteren Katalysezyklus, bei dem beispielsweise ein weiteres Histidin in der Nahe
205,20 Die so gebildete Halohistidin-
Spezies konnte dann von Wasser angegriffen und als hypohalogenierte Saure freigesetzt werden. Ex-

des Vanadat-Cofaktors das Halogen nukleophil angreifen kénnte.

perimentelle Befunde aus Kiristallisationsexperimenten oder biochemischen Mutagenesestudien exis-
tieren dazu allerdings noch nicht. Ahnlich wie bei den Him-eisenabhingigen Haloperoxidasen kann
die Anwesenheit von Wasserstoffperoxid zu einem Missverhiltnis zwischen Singulett-Sauerstoff und
dem Halogenid fiihren.""! Dies hat die Disproportionierung des halogenierten Vanadiumkomplexes
zu Sauerstoff und freiem Halogenid zur Folge.

Einer der am besten untersuchten Vertreter dieser Enzymfamilie ist die eingangs erwihnte vanadium-

(194, 195, 205-

abhingige Chloroperoxidase aus dem phytopathogenen Pilz Curvularia inaequalis (N aPO-Ci)
"1 Selbst in Abwesenheit des Vanadat-Kofaktors ist das Enzym in seiner apo-Form stabil und kann
durch externe Zugabe von ortho-Vanadat leicht in die o/o-Form umgewandelt werden.” Obwohl das
Gen in E. co/i heterolog exprimiert und mit Vanadat aktiviert werden kann, wurde berichtet, dass die
erhaltene Enzymmenge sehr gering ist. Als Alternative wurde Saccharomyces cerevisiae als Wirt verwendet,

der 100 mg - 1" apo-Enzym lieferte.”” Kinetische Experimente ergaben einen apparenten ke, - Ky -
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Wert von 2.6 - 10° M - 5" fiir Wasserstoffperoxid und 5.1 - 10° M - s fiir Bromid bei einem pH-Wert
von 4.2, dem optimalen pH-Wert fiir Bromoperoxidase-Aktivitit.*"!
Bei hohen Temperaturen, die einen Schmelzpunkt Ty von iiber 90 °C offenbarten, zeigte das Enzym
eine hohe Stabilitit. Zudem konnte eine ausgepragte Toleranz gegeniiber organischen Losungsmitteln
wie Methanol, Ethanol und Propan-2-ol (bis zu 40 % (/1)) beschrieben werden.!"””
Interessanterweise ist die Auswahl weiterer vanadiumabhingiger Chloroperoxidasen vergleichs-
weise gering. Stattdessen wurden viele Vertreter der vanadiumabhingigen Bromoperoxidasen er-
forscht. Einer der prominentesten Vertreter dieser Gruppe ist die Vs.PO aus Corralina officinalis, einer
marinen Rotalge. Ahnlich wie das Homolog aus C. inaegualis zeichnet es sich durch ausgeprigte Stabi-
litit gegentiber hohen Temperaturen bis 90 °C aus und zeigt in Gegenwart von organischen Lésungs-
mitteln wie Ethanol, Propanol und Aceton [bis zu 40 % (»/2)] dhnliche Resistenzen.!"”” Die rekombi-
nante Expression des Gens in E. c/i BL21(DE3) erwies sich jedoch ebenfalls als schwierig, da die
Menge des gebildeten dodekameren Proteins hoch, aber unloslich ist. Coupe ¢# /. konnten durch ein
Riickfaltungs-Verfahren 40 mg - 1! aktives Enzym nach Produktion und Isolierung gewinnen.”"
Neben Haloperoxidasen aus Pilzen und (Makro-)Algen konnten vor einiger Zeit Vertreter dieser En-
zymfamilie in Bakterien nachgewiesen werden. Im Organismus S#reptomyces sp. CNQ-525 konnte Na-
pyradiomycin A1 17 identifiziert werden, ein terpenoider Naturstoff, der zwei Chlorsubstituenten ent-
hilt.”” Nihere Untersuchungen zeigten, dass ein Haloperoxidase-Homolog, NapH1, fiir die stereo-
selektive Chlorierung des Vorlaufermolekiils Naphthomevalin 16 verantwortlich ist (sieche Abbildung
21).
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Abbildung 21: Schematische Darstellung der Biosynthese von Napyradiomycin Al (17) und B1 (18)
Dargestellt ist der Ausschnitt der Biosynthese, an dem die drei V-HPO-Homologe NapH1, NapH3 und NapH4
beteiligt sind. Die transformierten Atome sind farblich fiir jedes Enzym hervorgehoben. Das Vorldufermolekdil
1,3,6,8-Tetrahydroxynaphthalin wird von NapH1 dearomatisiert und stereoselektiv chloriert. Nach Ubertra-
gung einer weiteren Isopreneinheit am chlorierten Kohlenstoff durch NapT8 wird eine Umlagerung der o-
Hydroxyketongruppe durch NapH3 katalysiert. AnschlieBend chloriert NapH1 erneut stereoselektiv das gebil-
dete Naphtomevalin (16) und induziert dabei die Zyklisierung des Isoprenylrests. Das gebildete Napyradiomy-
cin Al (17) kann abschlieBend von NapH4 stereoselektiv am Geranylrest chloriert und anschlieBend analog
zyklisiert werden, es entsteht Napyradiomycin B1 (18).1210)

In vitro Experimente zeigten die stereospezifische Chloronium-induzierte Zyklisierung der Prenyl-Ein-
heit, um ein 7-methyliertes Napyradiomycin A Derivat zu erhalten. NapH4, ein weiteres Enzym des-
selben Biosyntheseclusters, katalysiert die stereoselektive Chloronium-vermittelte Zyklisierung einer
Geranyl-Einheit.”"! Obwohl Kristallstrukturen mit und ohne Cofaktor publiziert sind und erste Mu-
tagenesestudien die katalytisch relevanten Aminosauren identifizieren konnten, ist der genaue Modus

der stereoselektiven Chlotierung mittels Chloronium nicht geklirt.'!>"

Beide Vertreter zeigten zu-
dem nur eine sehr geringe Akzeptanz fiir andere, nicht-naturliche Substrate.

Ein Homolog im gleichen Organismus, NapH3, zeigte trotz hoher Sequenzidentitit und charakte-
ristischer V-HPO-Sequenzmotive keine HPO-Aktivitit. Stattdessen katalysierte es die a-Hydroxyke-
ton-Umlagerung des Geranyl-Restes des Prenaphtomevalins zum Naphtomevalin.”*'!! Die Reaktion
war unabhingig von Vanadat oder anderen Cofaktoren. Computergestiitzte Berechnung zeigten, dass
die Reaktion zwar energetisch bevorzugt wird, in Anwesenheit von NapH3 die Rate der Umlagerung
allerdings drastisch erhoht ist. In Anwesenheit eines racemischen Gemischs von Prenaphtomevalin

konnte sogar eine Enantioselektivitit der Umlagerung festgestellt werden.”"
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Mit Mcl24 konnte eine weitere V-HPO bakteriellen Ursprungs identifiziert werden. Das Enzym ist
an der Biosynthese von Merochlorin beteiligt und zeigt die eingangs beschriebenen Eigenschaften

aller bakteriellen V-HPOs in einem Enzym (siche Abbildung 22)."*2'

Merochlorin A Merochlorin B
20 Mcl24 21
pH 6
OH OH
HO I I OH CHj CHj
> — Pra-Merochlorin
| CHs (19)
H3C CH3
Mcl24
pH 8

Merochlorin X
22

Abbildung 22: Schematische Darstellung der katalysierten Reaktionen der V-HPO Mcl24

Abhingig vom pH-Wert kann Mcl24 drei verschiedene Produkte aus Pri-Merochlorin (19) bilden. Im leicht
sauren Milieu (pH 06) erfolgt nach Dichlorierung des Pria-Merochlorins (19) eine a-Hydroxyketon-Umlagerung
zum Merochlorin X 22. Im leicht basischen (pH 8) erfolgt nach Dichlorierung des Pri-Merochlorins (19) eine
Terpen-Zyklisierung, die zu Merochlorin A 20 oder B 21 fiihren kann. Fiir beide Reaktionswege wird ein benzy-
lisches Kation als Zwischenstufe postuliert, das sich durch oxidative Dearomatisierung bilden soll, wenn am
O-chlorierten Intermediat Chlor eliminiert wird.[2!!l Die neu gekniipften Bindungen sind jeweils farblich her-
vorgehoben.

Abhingig vom pH-Wert konnte so die Halogenierung, oxidative Dearomatisierung und Terpenzykli-
sierung des Primerochlorins (19) zu zwei monochlorierten Merochlorin-Strukturen, A 20 und B 21,
beobachtet werden.”'* *'! Wihrend diese Reaktionen bei leicht sauren Bedingungen (pH 6) durchge-
fihrt wurden, die typisch fiir Haloperoxidase-Aktivitit sind, wurde unter leicht basischen Bedingun-
gen (pH 8) tiberwiegend Merochlorin X 22 erhalten.?"!
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Die Vielseitigkeit dieser Haloperoxidasen und insbesondere die uniibliche Enantioselektivitat die-
ser Enzyme begriindet einen neuen Fokus auf der Suche nach V-HPOs bakteriellen Ursprungs, die
[211

selektive Halogenierungen mit hohen Umsitzen ermoglichen konnten.?"! Durch die gleichzeitige An-
wesenheit weiterer Reaktivititen wie der stereoselektiven Zyklisierungsvermittlung verschiedener Ter-
penbausteine sind bakterielle V-HPOs das Ziel neuer Biotransformationen mit komplexen Zielstruk-
turen. Aus diesem Grund wird mittlerweile zwischen zwei Arten der V-HPOs unterschieden, den
nicht-stereoselektiven Enzymen aus Pilzen und Algen und den regio- und stereoselektiven V-HPOs

aus Streptomyceten und anderen Bakterien.

2.4.3 Metallfreie Haloperoxidasen / Perhydrolasen

Obwohl oxidative Halogenierungsreaktionen in der Natur von der Katalyse durch (Ubergangs-)Me-
talle dominiert werden, wurde eine Gruppe von Enzymen identifiziert, die Halogenierung ohne jegli-
chen Metall-Cofaktor katalysieren. Diese metallfreien Haloperoxidasen oder Perhydrolasen ben6tigen
ebenfalls Wasserstoffperoxid und Halogenide und bilden Percarbonsiduren aus Carbonsiuren unter
Verwendung einer katalytischen Triade aus Serin, Histidin und Aspartat®® '), Thre auffillige Ahnlich-
keit zu Lipasen hat eine allgemeine Debatte tiber die Natur dieser Enzyme ausgel6st, da ihre Eigen-
schaften vermehrt an Hydrolasen mit halogenierender Nebenreaktivitit erinnern. Deshalb steht es zur
Debatte, metallfreie Haloperoxidasen als eine Art degenerierter Lipasen zu bezeichnen oder sie als
eigenstindiges Mitglied der Haloperoxidasen zu klassifizieren. Tatsichlich wurden mehrere Lipasen
trotz niedriger Umsatzzahlen positiv auf Haloperoxidase-Aktivitit getestet.**

Der Schliisselschritt bei der Katalyse ist die Bildung einer Peroxosiure aus einer Carbonsiure durch
Wasserstoffperoxid, das anschlieend ein Acylhypohalogenid bildet, das als Halogenierungsmittel fun-
giert (siehe Abbildung 23).?!
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Abbildung 23: Postulierter Mechanismus von metallfreien Haloperoxidasen bzw. Perhydrolasen,
adaptiert nach Fejzagic et al 13l

Dieser Mechanismus wurde aus mehreren Quellen zusammengetragen: Der katalytische Zyklus wurde von der
iiblichen Hydrolasekatalyse tibernommen, wie sie z.B. bei Lipasen und Esterasen vorkommt. In Anwesenheit
einer Carbonsiure, in diesem Fall Essigsdure, wird mit dem katalytischen Serinrest unter Abspaltung von Was-
ser ein Ester gebildet (3 Uhr). In Gegenwart von Wasserstoffperoxid wird der Ester unter Bildung einer Per-
carbonsiure gespalten. Im folgenden Schritt bindet ein Halogenid an die Peroxoséure, die zur hypohalogenier-
ten Sdure hydrolysiert wird, wihrend die charakteristische Ser-His-Asp-Triade regeneriert wird.[?19220]

2.4.4 Nachweis von Haloperoxidasen

Die Bestimmung von Haloperoxidase-Aktivitit erfolgte erstmals im Zuge der Charakterisierung von
CPO-Cfim Jahr 1966. Die Grundlage fir den Assay war Monochlordimedon (24) (MCD), eine an das
natiirliche Substrat Caldariomycin (15) angelehnte Diketonstruktur. Die Halogenierung kann dabei
elektronisch bedingt an der 2-Position erfolgen. Durch konsekutive Halogenierung zum Dihalodime-
don kann photometrisch die Abnahme der Absorption bei 290 nm verfolgt werden (siche Abbildung
24).
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Abbildung 24: Reaktionsschema des Dimedon (23) - bzw. Monochlordimedon (24)-Assays
5,5-Dimethyl-1,3-cyclohexandion (Dimedon (23)) kann in einer HPO-vermittelten Reaktion an der 2-Position
des Dimedons ein Halogen elektrophil addieren. In einem zweiten Schritt oder alternativ mit einer Monohalodi-
medon-Spezies als Startmaterial kann erneut an der 2-Position halogeniert werden. Beide Reaktionen sind pho-
tometrisch bei 273 bzw. 290 nm verfolgbar.20ll Ublicherweise wird als Substrat fiir den Assay 2-Chloro-5,5-
dimethyl-1,3-cyclohexandion (Monochlordimedon (24)) verwendet. X: Chlor oder Brom

Seit der Etablierung ist der Assay bis heute der Standard zur Identifizierung und Quantifizierung von
Haloperoxidase-Aktivitit. In den vergangenen Jahren zog der Assay allerdings zunehmend Kritik auf
sich. Berichte tiber falsch-positive HPO-Aktivitit ermittelt tber den Dimedon-Assay verdeutlichen

2221 China ef /. konnten im

die Problematik der Messung von Eduktabnahmen tber Photometrie.
MCD-Assay zudem zahlreiche Nebenprodukte einer Dehalolaktonisierungs-Reaktion ermitteln, die
weitere Fragen iiber die Zuverlissigkeit des Assays aufwarf.”!

Neben dem MCD-Assay sind weitere weniger verbreitete Nachweise bekannt. Die Bromierung des
Farbstoffs Phenolrot zu Bromphenolblau erlaubt durch die markanten Farbwechsel eine qualitative
Detektion von HPO-Aktivitit. Zudem existieren verschiedene Assays mit denen Wasserstoffperoxid

oder hypohalogenige Siuren nachgewiesen werden kénnen. >

I Hiufig intetferieren allerdings hohe
Wasserstoffperoxid-Konzentrationen mit der Detektion der Fluorophore.”” Eine kiirzlich publizierte
Alternative stellt der Nachweis von Halogeniden tiber Fluorescein dar. Urspringlich als Dehalo-
genase-Assay konzipiert, nutzt er VoPO-C7 als Zwischenreaktion, um hypohalogenige Siure zu gene-
rieren, die die Spaltung der Aminophenylgruppe vom Fluorescein verursacht und somit ein Fluores-
zenzsignal durch das freie Fluorescein generiert.” Der Nachteil des Assays ist das kostspielige Sub-
strat Aminophenylfluorescein.

Fir FAHs wurde ein fluoreszenzbasierter Hochdurchsatz-Assay entwickelt, bei dem bromiertes
Tryptophan als Substrat fiir eine Suzuki-Miyaura-Kreuzkupplung fluorimetrisch nachgewiesen wer-

den kann. Ahnliche Ansitze wiren dabei auch fiir HPOs méglich. -2

2.4.5 Anwendung von Haloperoxidasen als Biokatalysatoren

Die hohen Umsatzraten und die ausgeprigte Stabilitit vieler Haloperoxidasen machte sie zum Ziel
zahlreicher biokatalytischer Anwendungen. CPO-Cfkonnte sich in der Vergangenheit als recht robust
erweisen und ermoglicht eine Vielzahl verschiedener organischer Umwandlungen, wobei einige nicht
immer an einen Halogenierungsschritt gebunden sind. Das Enzym kann in Kaskadenreaktionen mit
Oxidasen eingesetzt werden, die zu Halozyklisierungs-Reaktionen von Allenen fithren, und sogar fiir
die Nutzung in (semi-)kontinuierliche Bioreaktoren immobilisiert werden.' > Es wurde fiir die Ha-
logenierung von phenolischen Monoterpenen wie Thymol und Carvacrol verwendet und zeichnete
sich im Vergleich zu chemischen Alternativen wie der Cu(lI)-Katalyse durch drastisch niedrigere Ka-
talysatorbeladungen aus (um bis zu fiinf GroBenordnungen).” Dariiber hinaus konnte gezeigt
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werden, dass CPO-Cfin der Lage ist, #rans-Zimtsaure und andere ungesattigte Carbonséiuren zu halo-
genieren sowie die enantioselektive Epoxidierung von Alkenen zu katalysieren.** >l

Ein genereller Engpass bei vielen Anwendungen war allerdings die geringe Substratbeladung (u.a.
wegen der Anfilligkeit fiir Wasserstoffperoxid), die eine mogliche praparative Anwendbarkeit beein-

trachtigt.

VoPO-Ciwurde als Hypohalogenit-Katalysator fiir die Halogenierung von Phenolen wie Thymol ver-
wendet, wobei es eine ausgezeichnete Stabilitit gegentiber Wasserstoffperoxid und organischen Lo-

sungsmitteln wie Methanol und Ethylacetat aufweist.”*"

AulBlerdem wurde es fiir die Vermittlung von
(Aza-) Achmatowicz-Reaktionen in Kombination mit Kaskaden und Halofunktionalisierungs-Reaktio-
nen von aromatischen und aliphatischen Alkenen wie Styrol (25) und Hexanol verwendet.”"* Kiirz-
lich konnte VgPO-Ci als Katalysator fur die Synthese intermolekularer Haloether in einem
chemoenzymatischen Ansatz verwendet werden.”” Auch Bromozyklisierungs-Reaktionen von «- und
y-Allenolen konnten mit dem Enzym erfolgreich beschrieben werden.”™ Die Kombination mit elekt-
rochemischen Verfahren zur Bereitstellung von Wasserstoffperoxid konnte ebenfalls erfolgreich am

239

Beispiel der Synthese von Bromlaktonen (31) gezeigt werden.”™ Die Bioprozessabteilung von Merck

konnte mit Bromoperoxidase/Dehydrogenase-Priparaten aus Curvularia-Stimmen die Synthese des
HIV-1-Proteasehemmers Crixivan (Indinavir) durch Oxyfunktionalisierung von Inden realisieren.”*!
Eine Ubersicht von Biotransformationen die durch VoPO-Ci katalysiert wurden ist nachfolgend ge-

geben (siche Abbildung 25).
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Abbildung 25: Ubersicht einiger Biotransformationen, die durch VoPO-Ci katalysiert werden

Neben VaPO-C7 konnte auch die Haloperoxidase Ve.PO-An aus Ascophyllum nodosum erfolgreich als
Biokatalysator eingesetzt werden. Eine Vielzahl von Substraten wie stickstoffhaltige Heterozyklen,
zyklische B-Diketone, Phenol, O-Hydroxybenzylalkohole, Anisol, 1-Methoxynaphthalin und Thio-
phen konnten ebenso umgesetzt werden wie Alken-Halogenierungen an Styrol, Cyclohexen und an-

220 Tn den meisten Fillen konnte keine

deren Verbindungen, um verschiedene Bromhydrine zu bilden.
Diastereoselektivitit fir die Bromhydrinbildung beobachtet werden, mit Ausnahme der Bildung von
Bromhydrin aus (E)-4-Phenyl-buten-2-0l.”*! Neben Bromierungs-Reaktionen sind Haloperoxidasen
wie die V,PO-Co auch in der Lage, Sulfoxidationen mit 2,3-Dihydrobenzothiopen zu katalysieren.*

Viele Beispiele fiir metallfreie HPOs in Biotransformationen sind nicht bekannt. Die meisten Un-
tersuchungen zu dieser Enzymfamilie konzentrierten sich auf die Bestimmung und Erweiterung der
Toleranz dieser Enzyme gegeniiber organischen Losungsmitteln und Temperaturen. Ein aktuelles Bei-
spiel fiir eine bioorganische Anwendung war die Halogenierung von Nukleobasen und Analoga, sowie

243, 244]

die Bromierung von Olefinen und Terpenen, wie Cyclohexen, Inden und Nerol.! Dabei erwies

sich Propionsaure als verstirkender Cofaktor fiir Perhydrolase-Aktivitit.

Generell haben sich Haloperoxidasen als niitzliche Biokatalysatoren fiir verschiedene Transformatio-
nen erwiesen. Die Anwendung beschrinkt sich bisher aber eher auf vereinzelten spezifischen
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Reaktionen, die HPOs als Hypohalogenit-Donoren einsetzen und meist eine spontane Reaktion wie
etwa die Halogen-vermittelte Zyklisierung anschlieBen.

2.5 (Kontinuierliche) Durchflusschemie — flow chemistry

2.5.1 Prinzip der Durchflusschemie

In der Arzneimittelentwicklung werden Wirkstoffkandidaten in Mengen von mehreren Kilogramm
benotigt, die von etwa 10 kg fiir Phase-2-Studien in der klinischen Analyse bis hin zu Produktions-
chargen, die Hunderte von Kilogramm wiegen konnen, reichen. Chargenverfahren, die in der phar-
mazeutischen und feinchemischen Industrie routinemallig eingesetzt werden, sind nicht immer leicht
zu skalieren.**! Erste Probleme kénnen im Labor auftreten, wenn sich die Produktausbeute oder -
qualitit dndert, wenn die Mischgeschwindigkeit, die Zugabe (portionsweise oder kontinuierlich,
schnell oder langsam), die Position eines Zufuhrstroms, das Scale-up auf ein Gefal3 mit anderer Geo-
metrie oder die Haltezeit vor der Aufarbeitung gedndert wird. In solchen Fillen sind Mikromischung,
schlechte Wirmetibertragung oder die Stabilitit von Zwischenprodukten hiufig die Ursache.”*! Diese
Probleme kénnen bereits in einem frithen Stadium der Laborentwicklung durch Sondierungsversuche
in kleinem Maf3stab erkannt und nach der Uberwachung des Prozesses verworfen werden. Auch wenn
es fur viele Probleme in diesem sogenannten klassischen bazch-Verfahren Losungsansitze gibt, sind
diese hiufig aufwendig und fordern Kompromisse in der Skalierung. Die Alternative bietet die konti-
nuietliche Durchfiihrung von Reaktionen im Durchfluss (englisch flow).**’

Bei kontinuietlichen Vetrfahren oder FlieBverfahren flieBen die Reaktanden aus Reservoiren mit
definierter Flussrate durch Reaktoren, in denen die eigentliche Reaktion stattfindet und dabei Vermi-
schung, Temperatur und andere Parameter genau kontrolliert werden kénnen. Kontinuierliche Ver-
fahren kénnen energieeffizient betrieben werden und Reaktionen mit weniger Abfall erméglichen.

2% Die verwen-

Dieser Verarbeitungsansatz wird daher haufig als Prozessintensivierung bezeichnet.
deten Reaktoren variieren stark in ihrer GréB3e, konnen aber bereits mit kleiner Stellfliche betrieben
werden. Seit Jahrzehnten werden kontinuierliche Verfahren eingesetzt, um Verbindungen im Tonnen-
bereich in Sektoren wie der Petrochemie und der Lebensmittelindustrie, wie z.B. Saccharose, indust-
riell herzustellen.”” Zu den groBvolumigen kontinuierlichen Verfahren in der chemischen Industrie
gehoren die Herstellung von 1,2-Propandiol aus Glycerol, die Herstellung von (5)-3-Hydroxy-y-buty-
rolacton aus (§)-Apfelsiure, und die Herstellung von Cyclopropylamin und Solketal.**" ** »% Die
pharmazeutische Industrie setzt bereits seit 1962 kontinuierliche Verfahren ein, und die Verwendung
kontinuierlicher Verfahren zur Rationalisierung der Herstellung von Arzneimitteln hat zugenom-

[247, 251

men. I Die hiufigsten Probleme im batch und die entsprechenden Vorteile von Flussprozessen

sind nachfolgend zusammengefasst (siche Tabelle 1).
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Tabelle 1: Ubersicht der hiufigsten Probleme in batch-Prozessen und entsprechender Losungen im
Durchfluss[247]
Problemstellung im batch Loésungsansatz im Durchfluss

Effizientes Mischen der Losung durch Mischein-
Nebenprodukte durch schlechte Mischung und | heiten, stetige Kontrolle der Reaktionstempera-
Temperaturschwankungen tur durch Temperaturmessung in der Losung

Teure Hochtemperaturverfahren oder kryogene | Bessere Wirmetbertragung durch Schlduche und

Verfahren Rohre, weniger Unfallpotenzial durch Separation
Kontinuierliche Abtrennung der Spezies, effizi-
Reaktive Spezies enteres Mischen

Erzwungener Kontakt in Reaktor mit Reaktand
Reaktionsgeschwindigkeit oder immobilisiertem Katalysator

Vollstindiger Verbrauch toxischer Reagenzien

o durch geringere lokale Mengen im Reaktor, keine
Toxizitit . N B}
Ansammlung toxischer Produkte tiber lingere

Zeit

Insbesondere die Nutzung von Katalysatoren in immobilisierter Form auf Trigermaterial erlaubt die
wiederholte Nutzung derselben Katalysatorcharge ohne Riickgewinnungsverfahren oder andere Auf-
arbeitungsmethoden wie in batch-Prozessen tiblich. Somit lassen sich die katalytischen Parameter des
Katalysators nahezu vollstindig ausreizen und erhéhen damit die Prozessintensitat.

2.5.2 Immobilisierung von (Bio-)Katalysatoren

Ein allgemeines Problem bei der Verwendung eines Biokatalysators ist seine Lebensdauer. Die Stabi-
litit eines Enzyms wird in der Regel durch verschiedene Faktoren beeinflusst, wie Temperatur, pH-
Wert, Tenside usw., die die strukturellen Wechselwirkungen innerhalb des Katalysators stéren konnen.
Die Immobilisierung wird hdufig eingesetzt, um die Stabilitit des Enzyms zu erhéhen: Sie begrenzt
den Wirme- und Stoffaustausch und minimiert den Zugang destabilisierender Stoffe zum Enzym
Dartber hinaus fuhrt die Immobilisierung auf einer Oberfliche zu zusitzlichen Wechselwirkungen,
die die Tertidrstruktur des Enzyms stabilisieren. Wird ein immobilisiertes Enzym verwendet, kann der
Biokatalysator in einem batch-Betrieb zurtiickgewonnen und wiederverwendet werden. Falls erforder-
lich, kann frischer Biokatalysator zugesetzt werden, wobei die Reaktionszeit angepasst werden kann,
um die Produktqualitit zu erhalten. Allerdings ist die Menge der immobilisierten Biokatalysatoren, die
ein batch-Reaktor verarbeiten kann, begrenzt. Die Finstellung der Reaktionszeit kann sich auf nachge-
schaltete Prozesse auswirken.”

In einem Durchflussreaktor mit immobilisierten Enzymen im Dauerbetrieb kann das Temperatur-
profil schrittweise erthoht werden, um die Deaktivierung der Enzyme bei erhéhter Reaktivitit auszu-
gleichen. Fine bessere Alternative stellt die Anpassung der Durchflussrate an das Profil der Enzymde-
aktivierung dar. Dabei kann gewihrleistet werden, dass die Qualitdt der Produktkonzentration kon-

stant bleibt.”>> >
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Zur Bewertung des effektiven Finsatzes von immobilisierten Biokatalysatoren wurde ein Betriebs-
fenster vorgeschlagen, das auf Grundlage der Umsatzzahl (englisch zurmover number, TN), die Menge
[255, 256

des gebildeten Produkts pro eingesetzter Katalysatormenge berechnet. I Die Atbeitsgruppe um

Janssen postulierte, dass die Immobilisierung eines Katalysators unwirtschaftlich sei, wenn die TN zu

t.%) Tm Gegensatz dazu kann die TN hoch sein oder die Produkte kénnen einen hohen

gering is
Mehrwert haben, so dass die Katalysatorkosten unter 0.05 % des Mehrwerts liegen. In diesem Fall ist
das Katalysatorrecycling im Allgemeinen nicht zu rechtfertigen. Liegt der Wert fiir die TN jedoch
innerhalb dieser Grenzen, dann ist die Enzymimmobilisierung angemessen. Zusitzlich kann der Ein-
fluss der Katalysatorkosten auf die Produktkosten neben der TN auch anhand der Gesamtumsatzzahl
(englisch fotal turnover number, TTN) abgeschatzt werden, die als Mol gebildetes Produkt (oder umge-
wandeltes Substrat) pro Mol eingesetztem Katalysator definiert ist. Dementsprechend sollte die TTN
bei hochwertigen Verbindungen, die in kleinem Maf3stab hergestellt werden, tiber 1000 und bei Mas-
senprodukten tiber 50 000 liegen.”*"

Die Halbwertszeit des Biokatalysators, also die Zeit, die erforderlich ist, damit sich die Aktivitit
auf 50 % reduziert, ist ein Schlisselparameter und kann unter Betriebsbedingungen bestimmt wer-
den.”? Auch hier gibt es keinen Goldstandard fiir die Halbwertszeit von Enzymen; sie wird in die

Kosten des Prozesses miteinbezogen.

Als Biokatalysatoren kénnen im Durchfluss entweder zellfreie Enzyme oder ganze Zellen verwendet
werden. Immobilisierte Enzym-Reaktoren (haufig als IMER bezeichnet) und freie Enzymreaktoren
(haufig als FER abgekiirzt) sind am weitesten verbreitet, da zellfreie Systeme gegentiber dem Ganzzell-
Ansatz Vorteile bieten, wie z.B. einen tendenziell schnelleren Fluss, und dabei die Nachteile der Ganz-
zellkatalyse wie zusitzliche Barrieren zwischen dem Substrat und dem Katalysator, die Moglichkeit
von Nebenreaktionen und die Notwendigkeit, die Integritit der Zellwand zu erhalten, vermeiden.”
Ganzzell-Biotransformationen sind besonders vorteilhaft fiir cofaktorabhingige Enzyme, da das Vor-
handensein von nativen Stoffwechselwegen sowie endogenen Cofaktoren gegeben sind. Ganze Zellen
konnen in einem Roéhrenreaktor (oder in einem Back-Mix-Reaktor) verwendet werden. Zur Vermei-
dung von Auswaschung der Zellen wihrend des kontinuierlichen Betriebs und der Vereinfachung des
Zellrecyclings und der nachgeschalteten Verarbeitung konnen sie in sogenannten Ganzzellenreakto-

253, 258]

ren immobilisiert werden (haufig als IWCR bezeichnet). Immobilisierte Reaktoren kénnen in

verschiedenen Varianten verwendet werden (siche Abbildung 26).
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Abbildung 26: Ubersicht iiber einige gingige Reaktortypen mit immobilisierten Biokatalysatoren,
adaptiert nach Tamborini et al. und De Santis et al./253 257

A: packed-bed-reactor (PBR): Das Enzym wird auf Trigermaterial immobilisiert und dieses Material wird dann in
den Reaktor gefiillt und betrieben; B: Reaktor mit immobilisiertem Enzym an der Reaktorwand: Hier erfolgt
die Immobilisierung an Trigermaterial lediglich an der Oberfliche des Reaktors, sodass die Mitte frei bleibt. In
diesem Reaktor ist weniger Enzym immobilisiert, kann dafiir bei héheren Driicken und damit héheren Fluss-
raten betrieben werden; C: Reaktor mit Monolith-basierter Immobilisierung: Das Enzym wird auf sog. Mono-
lithen im Reaktor immobilisiert, sodass die Reaktion nicht tiberall im Reaktor, sondern in definierten Abstinden
stattfindet; D: Reaktor mit Membran-Immobilisierung: Das Enzym wird innerhalb einer Membran immobili-
siert, sodass Produkt von Abfall konstant tiber die Membran separiert bleiben kann

Der Biokatalysator kann immobilisiert auf Perlen (engl. beads), die im Reaktor verpackt sind, aufgetra-
gen werden, was eine hohe Enzymbeladung erméglicht. Dieser Reaktortyp ist der gingigste und wird
packed bed reactor (PBR) genannt (siche Abbildung 26 A). Allerdings ist dieser Reaktortyp anfalliger fir
»I Alternativ kann der Biokatalysator auf der inneren Oberfliche der Ka-
nile oder Reaktorwinde immobilisiert werden (beschichteter Wandreaktor) (Abbildung 26 B).” Eine

weitere Moglichkeit ist die Immobilisation auf einem im Mikrokanal enthaltenen Monolithen (siehe

ibermiRigen Gegendruck.!

Abbildung 26 C).** Dabei kénnen die Einschrinkungen der vorherigen Konfigurationen minimiert
werden. Eine neuere Methode beschreibt einen Biokatalysator, der auf einer Membran immobilisiert
ist (siche Abbildung 26 D).”>?% Neben den genannten Methoden gibt es auch eine Reihe von Im-
mobilisierungstechniken, bei denen entweder verpackte immobilisierten Biokatalysatoren, darunter
auch in Kombination mit magnetischen Nanopartikeln, verwendet werden kénnen. Alternativ kénnen
Tags fiir die Markierung von Enzymen verwendet werden, um diese direkt auf die Reaktoroberfliche
anzubringen. > 20+2¢7)

Die Immobilisierung innerhalb des Reaktors ermdglicht die Lokalisierung des Enzyms in einer
mikrofluidischen Umgebung und erlaubt es, multienzymatische Reaktionen durchzufiihren, bei denen
die sequenzielle Verteilung der einzelnen Enzyme im Reaktor die Kaskadenreaktionen steuerbar
macht. Fur die Immobilisierung selbst stehen mittlerweile eine Reihe an Methoden zur Verfiigung, die
von Affinitits-basierten Methoden, wie die immobilisierte Metallchelat-Affinititschromatographie
(engl. immobilized metal (ion) affinity chromatography, IMAC) oder spezifischen Tags wie HaloTag, Giber
kovalenten Methoden, wie die Schiff-Basen-Bindungskniipfung oder Epoxid-Immobilisierung rei-
chen. Des Weiteren besteht die Méglichkeit der Verwendung biogener, komplexerer Strukturen zur
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Immobilisierung von Enzymen, wie z.B. die Ausbildung vernetzter Enzym-Aggregate, die durch kova-
lente Bindungen zusammengehalten werden, oder die Nutzung biopolymerer Tragermaterialien, z.B.
Polyhydroxyalkanoat (PHA) oder -butyrat (PHB) Granula, bei denen die Immobilisierung in vivo und

in vitro durch bestimmte Oberflichenproteine als Ankermolekiile erfolgen kann.****"3

2.5.3 Anwendung von Biokatalysatoren im Durchfluss

In den letzten Jahren konnte eine steigende Anzahl biokatalytischer Verfahren im Durchfluss beo-
bachtet werden. Die meisten zeigen eine Alternative zu einer traditionellen Transformation, die durch
die Durchfihrung im kontinuierlichen Fluss wirtschaftlicher oder effizienter in Bezug auf Umsitze
und Ausbeuten gemacht werden konnte. Eine wichtige Grof3e ist dabei die Raum-Zeit-Ausbeute (eng-
lisch space-time-yield, STY). Sie definiert, wie viel Produkt pro Reaktionsvolumen und pro Zeiteinheit
mit dem System generiert werden kénnen und ist somit ein maf3gebliches Bewertungskriterium fur die
Effizienz von Durchflusssystemen. Neben der STY wird hédufig auch die Produktivitit des Systems
angegeben, definiert als die Menge Produkt die pro Katalysator gebildet wird (g - g™).

Die Verwendung von Biokatalysatoren im grof3en Mal3stab wird héufig limitiert durch die Verwen-
dung teurer oder reaktiver Cofakoren, wie bspw. NAD(P)H als Reduktionssiaquivalente zur Synthese
chiraler Alkohole und Amine ausgehend von prochiralen Ketonen oder Wasserstoffperoxid als Oxi-
dationsquelle fiir Peroxidasen. Recyclingsysteme stellen dabei eine kostengtinstige Alternative zur Ver-
wendung solcher Enzyme dar, da sie eine iz sitzu Regeneration dieser Cofaktoren erlauben. Die Imple-
mentierung solcher Systeme in Durchflussreaktionen stellt daher eine wichtige Erweiterung der ver-
wendbaren Biokatalysatorpalette dar. So konnten Baumer ef a/. ein quasi-stationires Recyclingsystem
tir NADP(H) unter Verwendung von immobilisierter HaloTag Alkoholdehydrogenase aus Lactobacil-
lus brevis (HaloTag-I.bADH) etablieren.!"""! Das geschlossene Cofaktor-Regenerationssystem ermég-
lichte sowohl eine kontinuierliche Produktion als auch einen schnellen Substratwechsel. Somit kénnte
das entwickelte System als Blaupause fiir eine allgemeine Cofaktor-Regenerationseinheit fiir kontinu-
ierliche biokatalytische Gerite dienen, die (Co-)Substrate verwenden, die in organischen Losungsmit-
teln mischbar sind. Die asymmetrische Reduktion von Acetophenon als Modellreaktion ergab (R)-
Phenylethan-1-ol als Produkt mit einer Umwandlung von 92 % unter Verwendung von 50 mmol 1.
Substrat und 10 % (»/2) 2-Propanol mit Flussraten bis zu 65 pL - min" im vereinfachten offenen Sys-
tem. Das geschlossene System lieferte vergleichbare Ergebnisse bei einer kombinierten Flussrate von
ca. 30 pL - min' mit etwa 96 % Umsatz. Dabei wurde im geschlossenen Kreislauf die Menge
NADP(H) auf katalytische Mengen verringert (0.1 mol-% bezogen auf das Substrat). Das Reaktions-
system wurde auf die Reduktion von drei weiteren Substraten erweitert, wobei miflige bis hohe STY's
(14 =117 g - L") und hohe bis sehr hohe TTNs mit exzellenten Enantioselektivititen (>99 %) erzielt
wurden (siche Abbildung 27).
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Abbildung 27: Ubersicht des NADPH-Recyclingsystems am Beispiel der ADH aus L. brevis, adap-
tiert nach Baumer et al.[11]

A: Das allgemeine Reaktionsschema ist oben dargestellt. HaloTag-LJADH katalysiert die stereoselektive Re-
duktion eines Ketons zum entsprechenden Alkohol. Das dabei verbrauchte NADPH-Molekiil liegt als NADP*
in der Losung vor und kann vom selben Enzym wieder zu NADPH reduziert werden, indem Isopropanol zu
Aceton oxidiert wird. Durch die Fliichtigkeit von Aceton wird das thermodynamische Gleichgewicht weiter
Richtung NADPH-Regenration getrieben. Die Reaktionen erfolgten in einem PBR bei 22 °C. Die Produkte
wurden tber eine FLLEX-Einheit kontinuierlich mit EtOAc aus dem Reaktionsgemisch extrahiert, wihrend
die wissrige Phase mit NADP* zur Regenerierung von NADPH in das System zuriickgespiilt wurde.
B: Umsetzungen verschiedener Ketone mit dem NADPH-Recyclingsystem

Die Flexibilitit des Systems wurde aulerdem durch den erfolgreichen Finsatz von drei verschiedenen
Extraktionslésungsmitteln bewiesen. Dartiber hinaus bestitigte das System seine Zuverldssigkeit
durch kontinuierlichen Betrieb tber 32 Stunden ohne Leistungsverlust und lieferte 1.36 g
(5)-4-Chlor-3-hydroxy-butansiureethylester (41) mit einer STY von 117 g- L' -h™ (96 %). Dieser
Umsatz wurde auch iiber 123 Stunden ohne Leistungsverlust aufrechterhalten.!"'"! Das System konnte
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kiirzlich fiir die Nutzung von Enzymen als catalytically active inclusion bodies (CatIBs) adaptiert werden.””!

Fiar Wasserstoffperoxid konnten elektro- und photokatalytische Plattformen fir die iz situ Generie-
rung des Oxidationsmittels etabliert werden.?* 2"

Weitere Beispiele fiir die Nutzung von Biokatalysatoren ist die Nutzung von Transaminasen zur
Darstellung chiraler Amine aus Ketonen, Lipasen fiir Veresterungen oder kinetische Racematspaltun-
gen von Esterverbindungen und Oxidasen zur Bildung von Ketonen aus Alkoholen. In den meisten
Fillen konnte eine vielfach héhere STY mit diesen kontinuierlichen Verfahren im Fluss erzielt werden

(bis zu 224-fach).?¢2"

Die Nutzung von Biokatalysatoren im kontinuierlichen Durchfluss bietet somit die Moglichkeit,
Transformationen, die sich im batch-Betrieb als wenig effizient oder problematisch herausstellen, zu
optimieren. Insbesondere die Immobilisierung der Enzyme ermoglicht somit auch Stabilititsprobleme
zu Uberwinden und die Regenerierung des Katalysators zu vereinfachen, wihrend mehrstufige Reak-
tionen kompartimentiert ablaufen kénnen.
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3 ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Chemische Halogenierungen zeichnen sich haufig durch Ressourcen-intensive und Energie-ineffizi-
ente Prozesse aus (siche 2.2.4). Aus diesem Grund ist die Suche nach alternativen Méglichkeiten der
Halogenierung in der Synthesechemie von Interesse. Zu diesem Zweck sollte im Rahmen dieser Arbeit
die Klasse der Haloperoxidasen als Alternative zu konventionellen Halogenierungsagenzien unter-
sucht werden. Hierzu sollten verschiedene Vertreter der Him-eisenabhingigen und vanadiumabhin-
gigen Haloperoxidasen identifiziert, charakterisiert und fir die Anwendung in synthetischen Applika-
tionen nutzbar gemacht werden.

3.1 Homologe Produktion von CPO aus Caldariomyces fumago

3.1.1 Expression und Kultivierung

Die erste Haloperoxidase, die jemals identifiziert wurde, ist die eisenabhingige Chloroperoxidase aus
Caldariomyces fumago (Leptomyxes fumago). Nach langjihrigen Charakterisierungsexperimenten wurde sie
in konkreten Anwendungsbeispielen als Biokatalysator in Kaskadenreaktionen und chemischen Pro-
zessen eingesetzt.”" > Da die heterologe Expression des Gens in E. /i und anderen weit verbreite-
ten Wirtsorganismen durch verschiedene Veroffentlichungen als nicht profitabel deklariert wurde
oder Organismen verwendete, die in der Arbeitsgruppe nicht etabliert waren, sollte im Rahmen dieser
Arbeit die homologe Produktion der CPO-Cfin C. fumago erfolgen.” Diese Arbeiten wurden mal3-
geblich im Rahmen der Bachelorarbeit von Sebastian Myllek durchgefiihrt.!

Fir diese Arbeiten wurde der Stamm 1256 von C. fumago (zur Verfiigung gestellt von der DSMZ)
genutzt. Ausgehend von dieser auf Agar-Nahrboden wachsenden Kultur wurde eine Flissigkultur in
Kartoffel-Glucose-Medium angesetzt und am nichsten Tag auf eine Kartoffel-Glucose-Agarplatte
ausgestrichen. Nach einer Inkubationszeit von 3 Wochen wurden vereinzelte Kolonien sichtbar, die

fir Kultivierungen im gro3eren Mal3stab verwendet wurden.

Die Kultivierung erfolgte in 3 L Fernbach-Kolben mit 300 mL Fructose-Salz-Medium und einer steri-
len Metallspirale, um das Wachstum des Pilzes zu erleichtern. Im Laufe der Kultivierung bildeten sich
schwarze, filamentose Strukturen mit einem Durchmesser von 1 mm, die tber den Verlauf der Kulti-
vierung auf 5 mm anwuchsen (siche Abbildung 28).
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Abbildung 28: Flissigkultur von C. fumago zur homologen Produktion von CPO-Cfnach 13 Tagen
Fir die homologe Produktion von CPO-Cf wurden zur C. fumago in Fructose-Sals-Medium bei 19 °C unter
aeroben Bedingungen (120 rpm) kultiviert. Diese Abbildung zeigt die Fliissigkultur nach einer Kultivierungszeit
von 13 Tagen, wobei dunkle Strukturen sichtbar sind. Das Medium verfirbte sich im Laufe der Kultivierung
gelblich.

Zudem wies die Kultur eine zunehmend gelbliche Farbung auf und wies einen leichten Chlor-artigen
Geruch auf. Nach 13 Tagen Inkubation bei 19 °C wurden 50 mL entnommen und iber drei Tage
lyophylisiert. Uber den Verlauf der Kultivierung wurden Proben entnommen und auf Chloroperoxi-
dase-Aktivitit getestet. Hierzu wurde die Fluoreszenzabnahme des Testsubstrats, 7-Diethylaminoco-
umarin 42 (DAC), in Anwesenheit von Kaliumchlorid und Wasserstoffperoxid gemessen (siche Ab-
bildung 29). Hierbei handelte es sich um ein potenzielles Assaysubstrat, welches im weiteren Verlauf
dieser Arbeit fiir das an 4-Position methylierte Derivat getauscht wurde. Daher wurde keine vollstin-
dige spektroskopische Charakterisierung dieser Verbindung sowie kein Aktivititsassay fiir Haloper-
oxidasen etabliert (vergleiche Kapitel 3.3).

Durch Verwendung von DAC 42 als Fluoreszenzreporter ist es moglich, die Fluoreszenzabnahme des
Substrats mittels konsekutiver Halogenierung durch CPO-Cf mit der Haloperoxidase-Aktivitdt der
Probe zu korrelieren. Die Assay-Zusammensetzung ist in Kapitel 5.7.11 beschrieben. Ab Kultvie-
rungstag 4 wurden so Proben aus der Kultur entnommen, zentrifugiert und der Uberstand vermessen.
Die Messungen wurden bis zur Beendigung der Kultivierung miteinander verglichen (siche Abbildung
29).
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Abbildung 29 DAC-Assay zur Untersuchung einer CPO-C£vermittelten Aktivitidt im Kulturiiberstand
von C. fumago

A: Schematische Darstellung des Fluoreszenz-basierten DAC-Assays. Der Fluorophor, DAC 42, kann bei einer
Emissionswellenlinge von 450 nm fluorimetrisch verfolgt werden, da er im Laufe der Reaktion durch CPO-Cf
vorzugsweise an der 3-Position halogeniert wird. Die Halogenierung fithrt zu einer Verschiebung des Fluores-
zenzspektrums und damit zu einer sukzessiven Abnahme der Fluoreszenzintensitit bei 450 nm. Die Nullwert-
probe ergab eine Fluoreszenzintensitit von ca. 6000. X= Halogen, hier: Chlor; Da im spiteren Verlauf dieser
Arbeit ein alternatives Fluorophor verwendet wurde, fand hier keine vollstindige spektroskopische Charakte-
risierung statt. Das Fluorophor wurde als indirekter Nachweis der HPO-Aktivitit verwendet B: DAC-basierte
fluorimetrische Bestimmung des Kulturiiberstands wihrend der Kultivierung von C. fumago, adaptiert von S.
Myllek.1?811 Zur Bestimmung der Chloroperoxidase-Aktivitit im Kulturtiberstand von C. fumageo-Kulturen wurde
der DAC-Assay verwendet. Die Messung der Fluoreszenzintensitit (Aex = 385 nm, Aem = 450 nm) erfolgte iiber
einen Zeitraum von 2 min als Endpunktbestimmung mit 4 pL. Kulturiiberstand in 2 mL Gesamtvolumen im
Assay.

Im Verlauf der Kultivierungsperiode ist eine stetige Abnahme der Fluoreszenzintensitit sichtbar, die
an Tag 13 mit ca. 4 % der Nullwertprobe (ca. 6000) ithr Minimum erreicht hatte. Da eine Abnahme
der Fluoreszenzintensitit bei 450 nm fiir eine Reaktion von DAC 42 spricht, kann von einer Zunahme
der CPO-Aktivitit im Medium und damit von einer Anreicherung eines solchen Enzyms ausgegangen
werden. Diese erreichte nach 11 Tagen Kultivierung ihr scheinbares Maximum. Die homologe Pro-
duktion von CPO-Cf scheint somit erfolgreich zu sein. Fir weitere Experimente wurde angestrebt,
CPO-Cfin reiner Form fir Charakterisierungsexperimente zu isolieren.
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3.1.2 Isolation und Aktivitatsbestimmung

Da die in dieser Forschung verwendete CPO-Cf iiber keinerlei Tags oder Fusionsproteine zur Isola-
tion verfligt, wurde eine Ethanolfillung mit dem Enzym durchgefiihrt.”*¥ Dabei wird das Enzym von
einem schwarzen Pigment, das cosekretiert wird, in zwei Stufen getrennt. Durch wiederholte Fillung
mit Ethanol und Filtration sollte CPO-Cfin einer gereinigten Form einer ersten Aktivititsmessung
unterzogen werden. Hierzu wurde nach jedem Fillungsschritt die Aktivitit im DAC-Assay (hier:
Aex = 385 nm, Aem = 450 nm) bestimmt (siche Tabelle 2).

Tabelle 2: Aktivitit der CPO-C£Proben aus der Kultivierung in C. fiumago nach jedem Fillungsschritt
Die Steigung der Fluoreszenzkurven wurde fiir den linearen Bereich der Kurven mit der gréBten Anzahl Da-
tenpunkte bei héchstem R2-Wert bestimmt. Fir die Probe des Prizipitats nach Ethanolfillung wurde die Stei-
gung tiber 2 min bestimmt, fiir alle anderen tiber 4 min. Unter Verrechnung des Verdiinnungsfaktors wurde so
der Reinigungsfaktor jedes Schritts bestimmt.

Probe [ Ritggzli S [;I;‘;jrd:::ztll Reinigungsfaktor
Uberstand vor Fillung -343 -343 1
Uberstand nach Fillung -75 -75 0.219
Prizipitat nach Fillung -1285 -257000 750

Die Fillung zeigte eine deutliche Abnahme der Fluoreszenzintensitit fiur DAC (42). Das Prazipitat
nach der Ethanolfallung wies dabei eine Steigerung um das 750-fache auf, wihrend im Uberstand eine
geringe Fluoreszenzanahme und damit ein Reinigungstaktor unter 1 bestimmt werden konnte. Daher
wurde angenommen, dass in dieser Fraktion der groB3te Anteill CPO-Cflokalisiert ist. Bedingt durch
das Einengen des Volumens im Verlauf der Ethanolfillung um den Faktor 1000, lag die Ausbeute der
Fillung bei 75 %. Im Vergleich zur Literaturreferenz mit 73 % stimmte diese somit gut iiberein.*

Im Anschluss an die erfolgreiche Ethanolfillung sollte die Reinheit der Probe durch GréBenaus-
schlusschromatographie (englisch sige-exclusion chromatography, SEC) gesteigert werden. Vorbereitend
wurde mit kommerziell erhaltlichen GréBenstandards eine Kalibrierung durchgefiithrt, um die Grée
des isolierten Proteins in der jeweiligen Fraktion abschitzen zu kénnen. Zudem wurde neben der
allgemeinen Proteinabsorption bei 280 nm auch die Hidmin-spezifische Wellenlinge 403 nm aufge-
zeichnet, die charakteristisch fiir Him-Eisen-Proteine ist. Zur Analyse aller Reinigungsproben wurde
eine SDS-PAGE durchgefithrt. Da CPO-Cfin glykosylierter Form vorliegt, wurde eine Deglykosylie-
rung des Proteins versucht. Diese erwies sich allerdings nicht als erfolgreich, weshalb die glykosylierte
Form fir die SDS-PAGE-Analyse verwendet wurde, wodurch sich breitere und unschirfere Banden
ergeben konnen (siche Abbildung 30).
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Abbildung 30: SEC-Chromatogramm und SDS-PAGE der Reinigung von CPO-Cf

Das SEC-Chromatogramm (A) zeigt die allgemeine Proteinabsorption bei 280 nm (schwarz) und die Absorp-
tion bei 403 nm (rot) fir Him-eisenhaltice Proteine. B: SDS-PAGE verschiedener Fraktionen der Reinigung
von CPO-Cf

1: ROTI®Mark 10-150 kDa Protein Matker, 2: Kulturmedium nach Filtration, 3: zweites (weilles) Prizipitat
Ethanolfillung, 4: Zentrat Ethanolfillung, 5: Vereinte, konzentrierte Fraktionen 1-18 nach SEC, 6: kommerzi-
elle CPO-Cf (Sigma Aldrich, Lyophilisat); Das theoretische Molekulargewicht liegt bei 40 kDa (ohne Glykosy-
lierung, siehe roter Pfeil), die Bande des kommerziellen Lyophilisats bei 60 kDa (gestrichelter Pfeil).

Die SEC offenbarte mehrere Signale tiber 22 Fraktionen verteilt. Fiir zwei Fraktionen (Fraktion 1 und
8) zeigte sich fiir beide verwendeten Wellenlingen (280 und 405 nm) ein Absorptionsmaximum. Diese
Korrelation ist ein Indiz fur die Anwesenheit eines Him-eisenabhingigen Enzyms, da bei 403 nm das
Himin solcher Proteine angeregt wird. Ein Aktivititsassay bestitigte CPO-CfAnwesenheit in diesen
Fraktionen, weshalb Fraktionen 1 bis 18 vereint und konzentriert wurden. Das Signal um Fraktion 22
zeigte keine korrelierenden Absorptionsspektren und keine CPO-CfAktivitit und wurde daher ver-
worfen. Die beiden sichtbaren Fraktionen der CPO-Cfin der SEC sind auf mogliche Oligomerenbil-
dung zurtickzuftihren. Da die SDS-PAGE unter reduktiven Bedingungen stattfindet, werden solche
Oligomere haufig aufgel6st, falls sie auf Cystein-bedingte Disulfidbriicken zuriickzufithren sind. Die
SDS-PAGE zeigte fiir alle Proben verschmierte Bandenmuster, die ihre Ursache in der Glykosylierung
der Proteine haben. Als Kontrolle wurde ein kommerziell erhiltliches Lyophilisat der CPO-Cf ver-
wendet (siche Bande 6, Abbildung 30), die eine deutliche Bande bei etwa 60 kDa aufwies (theoretische
GroBe ohne Glykosylierung: 40 kDa, Uniprot-ID P04963). Diese Bande ist ebenfalls fiir das zweite
Prazipitat der Fillung und die vereinten Fraktionen erkennbar. Somit scheint tatsichlich CPO-Cf mit
der hier beschriebenen Methode der Fallung und chromatographischen Reinigung isolierbar zu sein.
Der Reinigungseffekt der SEC wird durch das Verschwinden der Bande bei 30 kDa zwischen Fillung
und SEC deutlich (vergleiche Bande 3 und 5, Abbildung 30).

3.1.3 Temperatur- und Lésungsmittelstabilitat

Im Zuge der geplanten biokatalytischen Umsetzungen mit CPO-Cf bilden die Temperatur- und Lo-
sungsmittelstabilitat wichtige Randparameter fiir den Finsatz des Enzyms. Aus diesem Grund wurden
beide Eigenschaften mittels Aktivititsbestimmung nach Inkubation bei entsprechenden Temperatu-
ren bzw. Anwesenheit entsprechender Lésungsmittel mit dem isolierten Enzym getestet.
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Fir das Temperaturscreening wurde eine Kontrollprobe von CPO-Cfbei 22 °C als Normierungs-
wert fiir Proben von CPO-Cf bei hoheren Temperaturen verwendet. Die Inkubation erfolgte fiir
30 min bei der jeweiligen Temperatur, wonach der zentrifugierte Uberstand der Losung im Rahmen
einer Aktivititsmessung mit Hilfe des DAC-Assays tiber 2 min gemessen wurde [wie bereits zuvor
beschrieben (Kapitel 3.1.2)).] Das Ergebnis ist in Abbildung 31 zusammengefasst.
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Abbildung 31: Temperaturstabilitit von CPO-Cf bei ausgewihlten Temperaturen
Alle Proben wutden als Triplikate gemessen und anhand einer Kontrollprobe bei 22 °C auf die relative Enzym-
aktivitdt normiert. Die Aktivititsbestimmung erfolgte tiber einen Zeitraum von 2 min mittels DAC-Assay.

Tendenziell ist eine Verringerung der Aktivitit fiir Temperaturen tber 22 °C um ca. 30 bis 50 % et-
kennbar. Die Steigerung der Aktivitit bei 36.9 °C im Vergleich zu vorherigen Inkubationsproben ist
dabei auf Messschwankungen zuriickzufiihren. Uber den hier betrachteten Temperaturbereich scheint
CPO-Cfkeine deutlichen Aktivititsverluste aufzuweisen. Das Enzym scheint Gber eine Temperatur-
stabilitit bei Temperaturen bis 50 °C zu verfiigen. Uber die Stabilitit bei sehr hohen Temperaturen
konnte keine Aussage getroffen werden.

Die Losungsmittelstabilitit des Enzyms sollte durch Inkubation bei 700 rpm in einem Schiittler fir
30 min in Anwesenheit verschiedener Losungsmittel erfolgen, um einen stetigen Kontakt des Enzyms
mit dem Losungsmittel zu gewihrleisten. Fir den Versuch wurden verschiedene Mischverhiltnisse
zwischen Puffer und Losungsmittel bis zu 50 % (v/2) getestet. Als Losungsmittel wurden die gingigen
Verbindungen DMSO, Acetonitril, Dichlormethan und Essigsdureethylester getestet (siche Abbildung
32). Wie zuvor wurde die Aktivitit fluoreszenzbasiert mittels DAC-Assay gemessen.
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Abbildung 32: Lésungsmittelstabilitit von CPO-Cffiir ausgewihlte Lésungsmittel bei Mischverhilt-
nissen von 10 bis 50 % (v/v)

MeCN: Acetonitril, DCM: Dichlormethan; EtOAc: Essigsdureethylester; alle Proben wurden normiert auf eine
Probe ohne Lésungsmittel. Die Aktivititsmessung erfolgte tiber einen Zeitraum von 2 min mittels DAC-Assay
in Form biologischer Triplikate, dargestellt als Mittelwerte mit Standardabweichungen.

Im Lésungsmittelscreening wurden zwei mit Wasser mischbare und zwei unmischbare Losungsmittel
verwendet. Zu ersterer Gruppe gehéren DMSO und Acetonitril, die beide zu einem Aktivitdtsverlust
in CPO-Cf fihren. Wihrend fur DMSO der Verlust erst ab 40 % (v/2) sichtbar wird, zeigt sich diese
Tendenz fur Acetonitril bereits bei 10 % (#/7). Im Gegensatz dazu zeigen Dichlormethan sowie Es-
sigsdureethylester tendenziell keine Verringerung, sondern teilweise eine Erhéhung der relativen Ak-
tivitit. Diese Beobachtung konnte auf Effekte der Lésungsmittel bei der Fluoreszenzmessung zurtick-
zufihren sein. Generell eignen sich Acetonitril und DMSO nicht fiir eine Anwendung mit CPO-Cf.
DMSO wire lediglich bei geringen prozentualen Anteilen als Cosolvens im Reaktionsansatz denkbar.
Fir Zwei-Phasen-Reaktionen scheinen sich Essigsdureethylester und Dichlormethan zu eignen, da
dabei selbst bei Durchmischungen die Aktivitit von CPO-Cf scheinbar nicht beeintrichtigt wird.

CPO-(f scheint somit ein robuster Biokatalysator zu sein, der sich innerhalb von zwei Wochen
Kultivierungsdauer als sekretiertes Enzym im homologen Wirt C. fumago durch Ethanolfillung und
SEC im Labormal3stab isolieren lasst.

Fir spitere Immobilisierungsexperimente und kinetische Charakterisierung des Enzyms ist eine
hohe Reinheit des Enzyms erforderlich. Die genetische Modifizierung des Gens bspw. durch Peptid-
tags spielt dabei ebenso eine wichtige Rolle. Fiir den homologen Wirt C. fumago sind solche moleku-

%8 Da die Transformation von E. /i DH5a mit dem

larbiologischen Werkzeuge schwer zuginglich.!
¢po-¢-Gen in einem Vektor ebenfalls nicht erfolgreich war, blieb die genetische Modifikation des Gens
im Rahmen dieser Arbeit aus. Andere bekannte heterologe Expressionswirte wie Aspergilius niger sind
im Arbeitskreis nicht etabliert und wiirden tiefergehende Kenntnisse tiber die Mikrobiologie dieser
Organismen und angepasste Verfahren zur Kultivierung und Modifikation erfordern. Unter Betrach-
tung der ebenfalls bekannten Limitationen des Enzyms in Bezug auf hohe Wasserstoffperoxid-Kon-
zentrationen sowie die oxidative Inaktivierung (siche Kapitel 2.4.1), wurde die Chloroperoxidase aus
C. fumago im Rahmen dieser Arbeit nicht intensiver untersucht. Der Fokus wurde auf die Identifizie-

rung und Charakterisierung vanadiumabhingiger Haloperoxidasen verschoben.
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3.2 Etablierung eines Produktionsprotokolls fir vanadiumabhangige
Haloperoxidasen in E. coli

Neben den oxidationsanfilligen Him-eisenabhingigen Haloperoxidasen existiert noch eine zweite,
weit verbreitete Gruppe innerhalb dieser Enzymfamilie. Diese Enzyme sind vanadiumabhingig und
konnten aullerordentlich hohe Stabilitit im katalytischen Zyklus gegeniiber Wasserstoffperoxid sowie
gegentiber Parametern wie Temperatur und Losungsmittel bei hohen Umsatzzahlen aufzeigen (siche
Kapitel 2.4.2).”"" Wie zuvor erwihnt, wurde der Fokus dieser Arbeit fiir weitere Studien auf die Fa-
milie der vanadiumabhingigen Haloperoxidasen (V-HPOs) als Biokatalysatoren gelegt. Als heterologe
Expressionssysteme fur simtliche Haloperoxidasegene sollten E. co/i BL21 (DE3)-basierte Sys-
teme/Wirte mit pET21a-Plasmid als Expressionsvektor verwendet werden, um eine effiziente hete-
rologe Proteinproduktion zu ermdéglichen.

3.2.1 Expressionsanalyse

Die heterologe Produktion von Proteinen kann mitunter von verschiedenen Faktoren abhingen, die
in der Summe hiufig zu geringen Proteinausbeuten oder sogar inaktivem Enzym fiihren. Viele dieser
Probleme lassen sich auf die Loslichkeit des Proteins unter den Wirtsbedingungen oder der Transla-
tion des Gens unter den gegebenen Bedingungen zurtckfihren. Aus diesem Grund wurde mit drei
HPO-Genen aus Curvularia inaequalis, Corallina officinalis und Luteitalea pratensis eine Expressionsstudie
in E. o/ BL21 (DE3) durchgefiihrt. Das entsprechende Gen befindet sich dabei unter Kontrolle eines
induzierbaren T7-Promotors in dem Expressionsvektor pET21a.

Hierfir wurden entsprechende Zellen mit dem jeweiligen Plasmid transformiert und anschlieBend
unter gingigen Bedingungen (120 rpm, 20 h) bei verschiedenen Temperaturen (15 bis 30 °C) und in
zwel verschiedenen, reichhaltigen Nidhrmedien (TB und 2xYT) kultiviert (siche Kapitel 5.3.7). In allen
Expressionsansitzen wurde durch Zugabe von 100 um IPTG die Genexpression mit der T7-Poly-
merase induziert. Zudem wurde 100 uM Natriumorthovanadat als Coenzym zugesetzt. Nach entspre-
chender Kultivierung wurden die Zellen durch Zentrifugation geerntet. Die Pellets wurden per Ultra-
schallaufschluss lysiert (in KP; Puffer) und von den erhaltenen Zellrohextrakten Proben fiir eine SDS-
Gelelektrophorese aufbereitet (siche Kapitel 5.4.1), um anhand dieser Methode den Einfluss der ge-
testeten Parameter auf die Expression bzw. Proteinproduktion der V-HPOs zu analysieren (siche Ab-
bildung 33 A&B). Dabei wurden die verschiedenen Konstrukte miteinander verglichen sowie ein
Leervektoransatz, der parallel zu den anderen Proben kultiviert wurde, als Referenz verwendet. Neben
den hier gezeigten Ubersichtsgelen befinden sich weitere Gele im Experimentalteil (siehe Kapitel
5.7.12).
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Abbildung 33: Untersuchung des Einflusses von Nihrmedien und Kultivierungstemperatur auf die
Proteinproduktion von V-HPOs in E. coli BL21 (DE3)

A: Nihrmedien-Abhingigkeit der Proteinproduktion der drei V-HPOs in E. /i BL21 (DE3). SDS-Gel der
Testexpression der drei V-HPO-Gene in E. co/i BL21 (DE3) bei 15 °C in verschiedenen reichhaltigen Niht-
medien (TB und 2xYT). S: ROTI®Mark 10-150 kDa Protein Marker; LV: Leervektor-Probe; Lp: V-HPO-Gen
aus L. pratensis; Co: V-HPO-Gen aus C. officinalis, Ci: V-HPO-Gen aus C. inaequalis. Das theoretische Moleku-
largewicht des jeweiligen Proteins ist durch einen Rahmen symbolisiert.
B: Temperatur-Abhingigkeit der Proteinproduktion von V-HPOs in E. c/i BL21 (DE3). SDS-Gel der Testex-
pression der V-HPO-Gene aus C. officinalis und C. inaequalis in E. coli BL21 (DE3) in 2xYT-Medium bei ver-
schiedenen Temperaturen (15, 20, 25 und 30 °C). S: ROTI®Mark 10-150 kDa Protein Matker; LV: Leervektor-
Probe; Co: V-HPO-Gen aus C. officinalis, Ci: V-HPO-Gen aus C. inaequalis. Das theoretische Molekulargewicht
des jeweiligen Proteins ist durch einen Rahmen symbolisiert.
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Zur Darstellung des Einflusses der Ndhrmedien wurde eine Kultivierung bei 20 °C ausgewihlt. Bei
dieser Temperatur wird das Wachstum von E. /i konstant gehalten und die Expression der Gene
durch die T7-Polymerase vorangetrieben. So zeigte sich eine Uberexpression fiir die V-HPO-Gene
aus C. officinalis und C. inaequalis und damit eine deutliche Proteinbande bei ca. 60 kDa (C. officinalis)
und ca. 70 kDa (C. 7naequalis) unabhingig vom verwendeten Nahrmedium. Fur die V-HPO aus L. pra-
tensis konnte dagegen keine nennenswerte Proteinbande beobachtet werden. Da sich kein deutlicher
Einfluss der beiden getesteten Medien ergab und es sich in beiden Fillen um reichhaltige Nahrmedien,
geeignet fiir Proteinpriparationen in E. o/, handelt, wurde im Weiteren lediglich das 2xY'T Medium
verwendet und hierbei der Einfluss der Kultivierungstemperatur auf die heterologe Produktion der
V-HPOs aus C. officinalis und C. inaequalis untersucht (siche Abbildung 33 B). 2xYT-Medium stellt im
Gegensatz zu TB-Medium keine zusitzliche Kohlenstoffquelle fiir E. co/i zur Verfiigung und kann so
zu effizienteren Expressionsraten heterologer Gene fiihren.
Bei Untersuchung der Temperatur-Abhangigkeit zeigt sich eine Bevorzugung fiir geringere Tempera-
turen (15 und 20 °C), die vor allem beim V-HPO-Gen aus C. inaequalis deutlich werden. Fir dieses
Gen wurde bisher fiir eine homologe Produktion in C. naequalis eine optimale Kultivierungstempera-
tur von 25 °C verwendet, fiir eine heterologe Produktion in E. co/i liegt diese somit niedriger.*""

Fir zwei der ausgewihlten V-HPOs (VpPO-Co und VaPO-C7) konnten anhand der durchgefiihr-
ten Expressionsstudie Kultivierungsbedingungen ermittelt werden, bei denen eine Proteinproduktion
in E. co/i BL21 (DE3) mittels SDS-PAGE Analyse sichtbar war. Somit lieferte eine Kultivierung bei
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20 °C in 2xYT Medium die besten Resultate. Da es sich bei den Proben, die fur die SDS-PAGE
Analyse verwendet wurden, um Rohzellextrakte handelt, kann zu diesem Zeitpunkt noch keine Aus-
sage dartiber getroffen werden, ob es sich bei den sichtbaren Zielbanden um 16sliches Protein handelt.
Dies wurde im Nachfolgenden weiter untersucht.

Die Loslichkeit der produzierten Proteine wurde mit dem sogenannten zuclusion body fest untersucht
und zudem die Aktivitdt der 16slichen Fraktion mit dem literaturbekannten Dimedon-Assay fur Hal-
1222521 Biir den inclusion body test wird das Zellpellet im

Ultraschall aufgeschlossen und die Zelltrimmer mittels Zentrifugation abgetrennt. Anschlieend wird

operoxidasen bestimmt (siche Kapitel 5.7.13).

der nach Aufschluss erhaltenen Zellrohextrakt mit dem Uberstand, der nur 16sliche Proteine enthilt,
oder alternativ mit einer Probe der durch Zentrifugation sedimentierten Zelltriimmer (im Nachfol-
genden auch als Debris bezeichnet) verglichen. Hierbei kann dann mit Hilfe einer SDS-PAGE Analyse
festgestellt werden, ob sich das Zielprotein in der 16slichen Fraktion befindet oder als unldslicher
inclusion body-Komplex vorliegt (siche Abbildung 34).
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Abbildung 34: inclusion body-Test der drei V-HPO-Gene fiir eine heterologe Produktion in
E. coli BL21 (DE3)

Zur Bestimmung der Léslichkeit der V-HPOs in E. co/i BL21 (DE3) wurden die Proteine unter den zuvor be-
stimmten Kultivierungsbedingungen (20 °C; 2xYT Medium) produziert und der Zellrohextrakt (Lys) mit der
unlgslichen Zelltrimmetfraktion (nach Zellaufschluss) (Debris) verglichen. S: ROTI®Mark 10-150 kDa Pro-
tein Marker; [p: V-HPO-Gen aus L. pratensis; Co: V-HPO-Gen aus C. officinalis, Ci: V-HPO-Gen aus C. inaegua-
lis; LV: Leervektorprobe. Das theoretische Molekulargewicht des jeweiligen Proteins ist durch einen Rahmen
symbolisiert.

Wie der znclusion body-Test verdeutlicht, zeigen die beiden erfolgreich tiberexprimierten Konstrukte aus
C. inagualis und C. officinalis in beiden Fraktionen deutliche Banden. In diesem Fall scheint nahezu
samtliches Protein aus der gesammelten Lysatprobe nach Zentrifugation in der unloslichen Fraktion
zu landen. Fiir das Gen aus L. pratensis ist erneut keine klare Uberexpressionsbande sichtbar. Die Pro-
ben des zellfreien Uberstandes (16sliche Fraktion) zeigten in einer anderen Analyse keine Banden
(siche Kapitel 5.7.13). Somit ist davon auszugehen, dass eine heterologe Produktion dieser V-HPOs
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in E. coli unter den gewihlten Bedingungen trotz Uberexpression der Gene zu fehlgefaltetem, unlés-
lichem Protein fihrt.

Als zusitzlicher Nachweis wurden die Uberstinde der 16slichen Fraktion auf eine Haloperoxidase-
Aktivitit mit dem DAC-Assay untersucht (siche Kapitel 3.1.2). Hierbei konnte allerdings keine signi-
fikante Anderung wihrend der Fluoreszenzmessungen beobachtet werden (siche Kapitel 5.7.14),
wodurch dargelegt ist, dass keine HPO-Aktivitit in den getesteten Fraktionen vorhanden ist. Dies
belegt zusitzlich, dass die vorliegenden Produktionsbedingungen fiir die V-HPOs nicht zu 16slichem
aktiven Enzym fihren und diese durch weitere Expressionsstudien angepasst werden miissen.

3.2.2 Optimierung der Léslichkeit der HPO-Enzyme

Der Loslichkeit von Proteinen liegt ein komplexes Zusammenspiel verschiedener Faktoren zu
Grunde. Neben der Konstitution des jeweiligen Proteins spielen auch die Bedingungen im Zellmilieu
sowie Faltungsgeschwindigkeit und Anwesenheit bestimmter Ionen wie Natrium, Kalium oder Chlo-

% Die Faltungsgeschwindigkeit hat hier eine besondere Bedeutung, weil

rid eine entscheidende Rolle.
eine zu hohe Translationsgeschwindigkeit am Ribosom Fehlfaltungen im Protein hervorruft, da sich
notwendige Bindungen wie Wasserstoffbriickenbindungen nicht oder zwischen falschen Aminosiu-

ren ausbilden.

Das resultierende Protein nimmt durch diese falschen Faltungen eine Konformation
ein, wodurch die Loslichkeit des Proteins zu gering fiir das wissrige Milieu ist. Wird die Faltungsge-
schwindigkeit wihrend der Translation reduziert, kann genug Zeit fir die Ausbildung produktiver
Bindungen zwischen den Aminosiduren des Proteins bereitgestellt werden. Alternativ kénnen Fal-
tungshelfer wie Chaperone ungefaltete Proteine so orientieren, dass sich bevorzugt produktive Kon-
formationen ausbilden kénnen.

Wie Thomas ef al. zeigen konnten, induziert Ethanol die Produktion E. co/i-eigener Chaperone und
erthoht damit den Anteil 16slicher, heterolog produzierter Proteine.”! Zu diesem Zweck wurde Etha-
nol [2 % (v/7)] zu Kulturen mit allen drei V-HPO-Konstrukten und einer Leervektorkontrolle bei
einer Temperatur von 20 °C nach Induktion mit IPTG gegeben.

Wie zuvor beschrieben wurden die Zellpellets nach Zellernte resuspendiert, per Ultraschall aufge-
schlossen und anschlieBend zellfreier Uberstand (englisch ce//free extract, CFE) mit der unldslichen

Fraktion (Debris) per SDS-PAGE Analyse verglichen (siche Abbildung 35).
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Abbildung 35: SDS-PAGE Analyse zur Untersuchung des Einflusses der Ethanol-Zugabe auf die Pro-
duktion der drei V-HPOs

Zur Untersuchung der Auswirkung der Ethanol-Zugabe auf die Loslichkeit der in E. co/ produzierten V-HPOs
wurde erneut ein inclusion body-Test durchgefithrt. Die V-HPOs wurden dabei in E. /i BL21 (DE3) in 2xYT
Medium bei 20 °C produziert. Zusitzlich zum Induktor IPTG wurden die Kulturen mit 2 % (»/2) Ethanol
versetzt. S: ROTI®Mark 10-150 kDa Protein Marker; CL: V-HPO-Gen aus C. inaegnalis, CO: V-HPO-Gen aus
C. officinalis, LP: V-HPO-Gen aus L. pratensis; LV: Leervektorprobe. CFE: zellfreie Lysatprobe nach Zentrifu-
gation (I8sliche Fraktion); Debris: Zelltrimmer nach Zentrifugation (unlésliche Fraktion). Das theoretische
Molekulargewicht des jeweiligen Proteins ist durch einen Rahmen symbolisiert.

Die Proben des zellfreien Uberstands zeigen keine Banden und deuten auf einen Verdiinnungsfehler
hin und eine Konzentrierung war nicht erfolgreich. Jedoch ist fir alle drei V-HPO-Konstrukte eine
intensive Zielbande in der unléslichen Fraktion sichtbar. Dies deutet auf eine weiterhin schlechte Los-
lichkeit der Proteine hin und die Ethanol-Zugabe scheint unter den getesteten Bedingungen keinen
eindeutigen Einfluss zu haben. Auffillig war jedoch, dass unter diesen Bedingungen zum ersten Mal
eine Zielbande fiir V-HPO-Lp (erwartet ca. 55 kDa tiber Expasy #ranslate tool) sichtbar war. Fur dieses
Protein hatte die Ethanol-Zugabe somit schon einen positiven Effekt.

Um die Faltungsgeschwindigkeit als Ursache zu identifizieren, wurden zwei verschiedene Parame-
ter verandert. Die punktuelle Zugabe von IPTG als Induktor sorgt fiir eine hohe lokale Konzentration
IPTG, die eine hohe Genexpressionsrate zur Folge hat. Daher wird die Translationsgeschwindigkeit
der Ribosomen maximal. Eine Alternative zur IPTG-Induktion ist eine graduelle Induktion mit Au-
toinduktionsmedium (AI-Medium), bei der Glucose, definiert durch die eingestellte Konzentration
(siche Kapitel 5.3.7), reprimierend auf das T7 Operon wirkt bis diese verstoffwechselt wurde.”*’
Nachdem die Glucose verstoffwechselt wurde, wird die zweite Komponente des Mediums, Laktose,
zu einer graduellen Induktion der Genexpression verwendet. Zu diesem Zweck wurden Expressions-
studien mit Autoinduktionsmedien basierend auf den drei verschiedenen Basismedien LB-, 2xYT-
und TB-Medium untersucht Die Untersuchungen wurden mit dem V-HPO-Ci-Konstrukt in
E. coli BL21 (DE3) bei einer Kultvierungstemperatur von 20 °C durchgefihrt (siche Abbildung 306).
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Abbildung 36: Einfluss von Al-Medien auf die lésliche Produktion von VPO-Ci in
E. coli BL21 (DE3)

Zur Optimierung der Loslichkeit der V-HPOs in E. co/i wurden verschiedene Al-Medien (basierend auf LB-,
2xYT- und TB-Medium) getestet. Als Beispielprotein wurde VaPO-Ci aufgrund des hohen Expressionslevels
des Gens verwendet. Dieses Protein wurde in E. e/ BL21 (DE3) bei 20 °C produziert und die Léslichkeit
anhand des #nclusion body-Test mittels SDS-PAGE Analyse untersucht. S: ROTI®Mark 10-150 kDa Protein
Marker; Cz: Proben des Konstrukts VoPO-Cz; LV: Leervektor; LB: LB-Medium; 2xYT: 2xYT-Medium; TB:
TB-Medium; CFE: zellfreie Lysatprobe nach Zentrifugation (I6sliche Fraktion); Debris: Zelltrimmer nach
Zentrifugation (unl6sliche Fraktion); *CFE symbolisiert eine Probe, bei der es zu einer potenziellen Vermi-
schung mit der Debris-Probe wihrend der Probenauftragung gekommen ist. Das theoretische Molekularge-
wicht von VaPO-Ci ist durch einen Pfeil markiert.

Innerhalb der getesteten Al-Medien sind deutliche Unterschiede in der Proteinproduktion erkennbar.
Wihrend im LB-Medium der Proteingehalt fir das Zielprotein generell gering ausfallt, zeigt sich im
2xYT- und TB-Medium ein hoher Gehalt in der unloslichen Fraktion (Debris). In der 16slichen Frak-
tion (CFE) dieser beiden Medien scheinen sich geringe Mengen des Zielproteins zu befinden, wobei
es bei der 2xY'T CFE-Probe zu einer Durchmischung mit der Debris-Probe gekommen ist. In beiden
Fallen ist der Gehalt l6slichen Proteins allerdings weiterhin recht gering, die iberwiegende Mehrheit
des Zielproteins verbleibt unldslich.

In einem weiteren Versuch wurde eine Kombination aus Verwendung des TB-basierten AI-Medi-
ums, Ethanol-Zugabe und Kilteschock der Zellen verwendet, um die Produktion von Chaperonen
zu fordern und gleichzeitig die Faltungsgeschwindigkeit zu reduzieren. Auch hier wurde beispielhaft
mit dem Protein VaPO-C7 aus C. inaequalis gearbeitet. Neben dem bisher verwendeten Expressions-
stamm E. /i BL21 (DE3) wurde ein fir unl6sliche Proteine adaptierter Stamm, E. co/i ArcticEx-
press (DE3) der Firma Agilent, unter gleichen Bedingungen getestet. Dieser zeichnet sich durch eine
konstitutive Produktion zusitzlicher Kilteschock-Chaperone aus, weswegen die Inkubation hier bei
13 °C erfolgt (siche Kapitel 5.3.8). Fiir beide Konstrukte wurden die Zellen nach Kultivierung aufge-
schlossen und die Proben der l6slichen und unléslichen Fraktionen miteinander via SDS-PAGE ana-
lysiert (siche Abbildung 37).

60



Etablierung eines Produktionsprotokolls flir vanadiumabhéangige Haloperoxidasen in E. coli

ArcticExpress (DE3) BL21 (DE3)
\
| (‘3:' |_|v | c\; |_|v |
S _ [ . [ |_CiCFE
kDa Debris CFE Debris CFE Debris CFE Debris CFE 2xYT 20°C
=
150 —
100 —
80 —
60 — - - S——
— '
40 — 4
*
30 —
20 —
10 —

Abbildung 37: SDS-PAGE Analyse zur Uberpriifung der 16slichen Proteinproduktion von V-HPO-C7
in E. coli ArcticExpress (DE3) und E. coli BL21 (DE3)

Zur weiteren Steigerung des Anteils an 16slichem Protein wurde das TB-basierte AI-Medium in Kombination
mit Ethanol-Zugabe und Kilteschock verwendet (sieche Kapitel 5.3.8). Zusitzlich wurde nicht nur der Expres-
sionsstamm E. co/i BL21 (DE3), sondern auch der fiir unlésliche Proteine adaptierter Stamm E. co/i ArcticEx-
press (DE3) verwendet (bei 13 °C). Die Optimierung det Proteinproduktion wurde hier beispielhaft an dem
Protein V-HPO-C7 untersucht. S: ROTI®Mark 10-150 kDa Protein Marker; Cz: Proben des Konstrukts V-
HPO-Cj; LV: Leervektorproben; CFE: zellfreie Lysatprobe nach Zentrifugation (I6sliche Fraktion); Debris:
Zelltrimmer nach Zentrifugation (unlésliche Fraktion).

Im Vergleich zwischen beiden Expressionsstimmen zeigt der E. co/i ArcticExpress (DE3)-Stamm
eine deutliche Zielbande (ca. 70 kDa) des V-HPO-Ci-Proteins in der 16slichen Fraktion (CFE). Die
Bande bei ca. 60 kDa ist dem integrierten Chaperon unter Kontrolle eines konstitutiven Promotors
zuzuordnen, weshalb sie auch in der Leervektorkontrolle sichtbar ist. Fur E. co/s BL21 (DE3) zeigt
sich eine marginale Bande in der 16slichen Fraktion, der gro3te Anteil des Proteins scheint weiterhin
als unlosliche znclusion bodies vorzuliegen.

Aufgrund der Befunde im Zuge der Produktionsoptimierung der drei vanadiumabhingigen Hal-
operoxidasen in E. cw/i kann zusammengefasst werden, dass alle Proteine tiber eine sehr geringe 1.os-
lichkeit im E. co/i Zellmilieu verfigen. Erst unter Zuhilfenahme mehrerer Hilfsmittel und Additive,
sowie durch mehrerer Optimierungsrunden war eine erfolgreiche Uberproduktion léslicher V-HPOs
moglich. Diese Schwierigkeiten lassen sich auf die unterschiedlichen Lebensbedingungen der Utr-
sprungsorganismen zuriickfithren, da es sich bei den Organismen C. inaequalis und C. officinalis um
marine Algen bzw. Pilze handelt. Das terrestrische Bakterium L. pratensis sollte an vergleichbarere Be-
dingungen adaptiert sein wie E. e/, allerdings zeigte das daraus stammende Protein in der heterologen
Produktion die grof3ten Schwierigkeiten. Im Laufe weiterer Experimente wurde auf den Kalteschock
nach Ethanol-Zugabe fiir alle Haloperoxidasen verzichtet, da sich dieser Schritt als tiberfliissig erwies
(sieche Kapitel 3.5.2). Aufgrund der hoheren Endzelldichte nach Kultivierung im TB-Medium im Ver-
gleich zum 2xY'T-Medium (ODy von ca. 9 gegeniiber 20), wurde TB-basierte AI-Medium als Me-
dium zur Kultivierung fiir alle folgenden Experimente genutzt. Um die weiteren Produktionsschritte
wie Isolationsmethoden zu etablieren, wurden die folgenden Experimente mit dem monomeren

61



Ergebnisse und Diskussion

Protein VaPO-Ciaus C. inaequalis durchgefiihrt. Die literaturbekannte V. PO-Co aus C. officinalis bildet
ein Dodecamer und erschwert damit zusitzlich zur geringen Loslichkeit die Handhabung fiir weitere
Experimente.” Dieses Protein wurde daher im Rahmen dieser Arbeit nicht niher untersucht.

3.2.3 Isolation und Reinigung der Haloperoxidase aus C. inaequalis

Fir die angestrebten biokatalytischen Anwendungen miussen die Haloperoxidasen in reiner Form vor-
liegen. Nachdem diese durch Expressionsoptimierungen als 19sliches Protein vorliegen, sollte fiir diese
Proteine ein Isolationsprotokoll etabliert werden. Zur direkten Isolation der VaPO-Ci7 wurde diese
mit einem N-terminalen 6xHis-StreplI-Tag versehen. Damit kann neben einer Affinititschromato-
graphie mit einem Polyhistidinrest am N-Terminus auch zusitzlich bei Bedarf eine orthogonale Affi-
nitdtschromatographie tiber Strep-Tactin-Sdulen erfolgen.

Um gentigend Protein fiir Charakterisierungsexperimente zu erhalten, wurde die Kultivierung auf
500 mL pro Kultur erhoht, die restlichen Bedingungen aus der Expressionsoptimierung wurden bei-
behalten (siche Kapitel 5.3.8). Nach der Zellernte wurden die Pellets per Ultraschallaufschluss lysiert,
zentrifugiert und der Uberstand auf eine 5 mI. Ni-Siule geladen (siehe Kapitel 5.4.2). Da das Elutions-
verhalten von Proteinen bei der IMAC abhingig von der Zuginglichkeit des Histidin-Tags am jewei-
ligen Terminus ist, wurde in einem ersten Experiment ein linearer Elutionsgradient mit 250 mM Imida-
zol als finale Konzentration verwendet. Die verschiedenen Elutionssignale wurden mit je einer der
Hauptfraktionen exemplarisch auf die Anwesenheit des Zielproteins VaPO-C7 per SDS-PAGE un-
tersucht (siche Abbildung 38).
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Abbildung 38: UV /VIS-Chromatogramm und SDS-PAGE der Isolation von VgPO-C7 mit einem line-
aren Elutionsgradienten

Im Chromatogramm der Proteinisolation via AKTA (A) ist die Absorption bei 280 nm gegen das Elutionsvo-
lumen der jeweiligen Fraktionen (als Siulen nummeriert) aufgetragen. Die Konzentration von Imidazol bei den
entsprechenden Elutionsvolumina ist als griine Kurve datrgestellt. Die dazugehdrige SDS-PAGE (B) zeigt auf
eine Zelldichte von 1 normierte Proben nach jedem Reinigungsschritt. Die Hohe der zu erwartenden Protein-
bande (hier ca. 70 kDa) ist als Pfeil hervorgehoben. S: ROTI®Mark 10-150 kDa Protein Marker; resus: resus-
pendiertes Zellpellet; Debris: Zelltriimmer nach Ultraschallaufschluss (unlésliche Fraktion); CFE: zellfreier
Uberstand (16sliche Fraktion); D: Durchfluss nach Siulenauftragung; konz: Proteinprobe aus Fr. 13 nach Dia-
lyse und Konzentration.
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Anhand der Banden im Gel kann die Anwesenheit der Haloperoxidase in den Fraktionen 11-15 be-
statigt werden. Die Elution des Zielproteins beginnt somit bei etwa 87 mM Imidazol und zeigt wenig
Verunreinigung mit Fremdproteinen. In Fraktion 24 konnte trotz eines leichten Signals im Chroma-
togramm keine Proteinbande bis auf ein schwaches Signal bei 10 kDa detektiert werden.

Anhand der Prozentigkeit des imidazolhaltigen Puffers B konnte aus dem linearen Programm ein
Stufengradient definiert werden, mit dem gezielt VaPO-C7 als zweite Elutionsfraktion nach ungebun-
denen Proteinen in einem Lauf isoliert werden konnte (siche Abbildung 39). Fiir die anschlieBende
Beladung des Enzyms wurde eine Dialyse mit dem spiter verwendeten Assaypuffer (BTA 100 mM,
pH 6) durchgefiihrt, da Vanadat potenzielle Wechselwirkungen mit Wasserstoffperoxid in grofleren
Mengen hervorrufen kénnte. Das Protein konnte anschlieBend erfolgreich konzentriert und fiir wei-
tere Experimente verwendet werden.
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Abbildung 39: UV/VIS-Chromatogramm und SDS-PAGE der Isolation von V¢ PO-C7 mit einem op-
timierten stufenweisen Elutionsgradienten

Im Chromatogramm der Proteinisolation via AKTA (A) ist die Absorption bei 280 nm gegen das Elutionsvo-
lumen der jeweiligen Fraktionen (als Sdulen nummeriert) aufgetragen. Die Konzentration Imidazol bei den
entsprechenden Elutionsvolumen ist als griine Kurve dargestellt. Die dazugehorige SDS-PAGE (B) zeigt auf
eine Zelldichte von 1 normierte Proben nach jedem Reinigungsschritt. Die Héhe der zu erwartenden Protein-
bande (hier ca. 70 kDa) ist als Pfeil hervorgehoben. S: PageRuler™ ungefirbter Protein Marker; resus: resus-
pendiertes Zellpellet; ZA: Zellysat nach Ultraschallaufschluss; CFE: zellfreier Uberstand; D: Durchfluss nach
Sdulenauftragung; konz: Proteinprobe aus Fr. 13-15 nach Dialyse und Konzentration

Die finalen Proteinausbeuten mit der hier etablierten Kultivierungs- und Isolationsstrategie sind in
Tabelle 3 beispielhaft zusammengefasst.
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Tabelle 3: Ubersicht der Zell- und Proteinausbeuten fiir Vo PO- Cimit dem in dieser Arbeit etablierten
Expressions- und Isolationsprotokoll
Die angegeben Werte wurden aus drei reprasentativen Kultivierungs- und Isolationsansitzen (biologisches
Triplikat) bestimmt und gemittelt.

Zellmenge pro Liter | Zielproteinmenge Zielproteinmenge Zielproteinmenge
Kultur nach Isolation pro Liter Zellkultur | pro Gramm Zellen

[g- L] [mg] [mg - L] [mg - g7]

13.9 £ 4.33 6.66 £ 3.65 7.37 £ 3.66 0.518 £ 0.178

Die durchschnittlich erhaltene Menge Zielprotein liegt mit ca. 7 mg Protein pro Liter Zellkultur in
guter Ubereinstimmung mit einem vergleichbaren Expressionssystem in E. co/i TOP10 unter Verwen-
dung eines Arabinose-Promotors (ca. 10 mg - 1" Zellkultur).” Die Schwankungen ergeben sich ver-
mutlich tiber die unterschiedlichen Effizienzen beim Aufschluss und der Beladung der Ni-NTA-Sdule
tir die IMAC-Isolation. Im Vergleich zu etablierten Isolationsprotokollen anderer Enzyme bleibt die
B E. coli-basierte Bx-

pressionssysteme scheinen bedingt durch die geringe Loslichkeit der meisten Haloperoxidasen ein

Gesamtausbeute des Zielproteins mit Haloperoxidasen aber weiterhin gering.

vergleichsweise schlechtes System zu bleiben. Ansétze mit Aspergillus niger oder Pichia pastoris wiirden
hier vermutlich wesentlich vielversprechender sein, wie erste Versuche zeigen konnten. Da in diesen
Fallen aber eine Fermentation der Kulturen unabdingbar ist, eignet sich die hier etablierte Kultivie-
rungsmethode fir kleine Ansitze im Labormalistab gut.

Um mit der Charakterisierung des Enzyms fur biokatalytische Ansitze fortzufahren, sollte nun die
Aktivitit des Enzyms bestimmt werden. Hierfiir wurden verschiedene Assaysysteme getestet.
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3.3 Etablierung eines fluoreszenzbasierten Assaysystems fiir Hal-
operoxidasen

3.3.1 Evaluation des Dimedon-Assays

Um einen Biokatalysator auf dessen katalytische Eigenschaften zu untersuchen, werden sogenannte
Assays verwendet. In diesen werden Modellsubstrate vom (Bio-)Katalysator umgesetzt und erzeugen
bei der Umsetzung ein oder mehrere (Neben-)Produkte, die abhingig von der verwendeten Messme-
thode dann direkt oder indirekt ein messbares Signal erzeugen. Fiir die meisten Enzym-Assays werden
photometrische Messungen bevorzugt, da hier tiber den Vergleich der Absorptionswerte bei einer
bestimmten Wellenlinge ein Anstieg des Produktes oder Verringerung des Eduktes sichtbar gemacht
werden kann. Das bekannteste Beispiel bildet hier der NADH-Nachweis, der fiir NADH-abhingige
Enzyme bei einer Wellenlinge von 340 nm photometrisch verfolgt werden kann.*

Fir Haloperoxidasen wird seit Jahrzehnten der Dimedon-Assay verwendet (siche Kapitel 2.4.4).
Hierbei wird Dimedon (23) oder Monochlordimedon 24 (MCD) mit einer Haloperoxidase haloge-
niert, wobei eine Absorptionsinderung bei 290 nm beobachtet werden kann. Trotz der weit verbrei-
teten Anwendung dieses Assays wurden in den letzten Jahren zunehmend Probleme mit dem eindeu-
tigen Nachweis von HPO-Aktivitit festgestellt (siche Kapitel 2.4.4).7*>* Aus diesem Grund sollte
der Dimedon-Assay im Rahmen dieser Arbeit genauer evaluiert werden.

Zur Auswertung der Zuverldssigkeit wurde die Him-eisenabhingige Haloperoxidase aus C. fumago
(CPO-(j) als kommerziell erhiltliches Enzympriparat (zellfreies Lysat) verwendet. Als Substrat wurde
Dimedon (23) eingesetzt, das entweder einmal oder zweimal zum entsprechenden Produkt halogeniert
werden kann (siche Abbildung 24). Parallel zur Absorptionsmessung wurden Proben der Reaktion auf
eine Diinnschichtchromatographie-Platte (DC-Platte) aufgetragen und mit den Ergebnissen der Ab-
sorptionsmessung verglichen.

Im Zuge dieser Experimente wurde mehrfach eine Absorptionsinderung beobachtet, die aber auf
der DC-Platte nicht bestitigt werden konnte. Auch mit weiteren Anpassungen und der Angleichung
der Assay-Bedingungen an literaturbekannte Bedingungen konnte die Diskrepanz zwischen beiden
Methoden nicht tiberwunden werden. Um ein Problem in der Absorptionsmessung auszuschlief3en,
wurden Absorptionsspektren von Dimedon (23), Monochlorodimedon 24 und einer 1:1-Mischung
beider Substanzen aufgenommen (siche Abbildung 40).
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Abbildung 40: Absorptionsspektrum von Dimedon (23), Monochlordimedon 24 (MCD) und einer 1:1-
Mischung beider Verbindungen

Die finale Konzentration beider Verbindungen, auch in der Mischung, lag bei 100 uM in Assaypuffer adaptiert
fir ideale Bedingungen fiir CPO-Cf (HP; 100 mM, pH 3). Die Messung erfolgte in einer Quarzglaskivette, um
Streueffekte bei Wellenldngen unter 300 nm bei Plastikktivetten zu unterbinden. Orange: Dimedon (23); Blau:
Monochlordimedon 24 (MCD); Grau: 1:1-Mischung

Aus dem Vergleich der Spektren wird ersichtlich, dass die Uberlappung der Absorptionsspektren fiir
beide Molekiile sehr grof3 ist. Wird das Differenzspektrum gebildet, ergibt sich eine Wellenlinge von
296 nm mit einer Absorptionsdifferenz von 0.409 als optimale Mess-Wellenlinge. Zudem wird die
Absorptionseigenschaft aromatischer Aminosduren in Proteinen ebenfalls bei Wellenlingen um
280 nm angesprochen, wodurch es auch hier zu stérenden Effekten bei der Aktivitditsmessung kom-
men kann.

In Anbetracht der hier dargestellten Probleme und der literaturbekannten Fehleranfilligkeit und
Kreuzreaktivitit des Dimedon-Assays sollte ein alternativer Assay zur Quantifizierung von HPO-Ak-

tivitaten etabliert werden.
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3.3.2 Etablierung eines kolorimetrischen Assays fiir Haloperoxidasen

Da Absorptionsmessungen durch ihre simple Durchfiihrung eine unkomplizierte Methode zur Be-
stimmung von Enzymaktivitit darstellen, wurden verschiedene Chromophore auf ihre Eigenschaft als
Halogenierungsindikatoren getestet (siche Abbildung 41). Grundlage hierftr sollte eine Verschiebung
des Absorptionsspektrums eines halogenierten Molekiils im Vergleich zu seinem nicht-halogenierten
Pendant sein, die mit den elektronenziechenden Effekten von Halogenen in aromatischen Systemen

hiufig einhergeht.w”
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—_—
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43 46
B HO OH Br Br
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Abbildung 41: Chromophore und deren potenzielle Produkte als Grundlage fiir einen HPO-Aktivitéts-
assay

A: postulierte Reaktion von Resorufin (43) mit einer Haloperoxidase unter Verwendung von Bromid-Ionen
und Wasserstoffperoxid zu Bromresorufin 46. B: postulierte Reaktion von Phenolrot (44) mit einer Haloper-
oxidase unter Verwendung von Bromid-Ionen und Wasserstoffperoxid zu Tetrabromphenolrot (47)
(Bromphenolblau). C: postulierte Reaktion von Indigo (45) mit einer Haloperoxidase unter Verwendung von
Bromid-Ionen und Wasserstoffperoxid zu Dibromindigo (48) (Purpur).

Fir Phenolrot (44) und Indigo (45) sind halogenierte Produkte in Form der Tetrabrom- bzw.
Dibromderivate bekannt und werden auch als pH-Indikatoren verwendet.” Fiir alle drei Molekiile
wurden Absorptionsspektren aufgenommen und Reaktionen mit der kommerziellen CPO-Cf durch-
gefithrt. Der Vergleich der Spektren vor und nach der Reaktion zeigte allerdings im Fall von Resorufin
(43) und Indigo (45) keinen deutlichen Unterschied (sieche Kapitel 5.7.15). Zudem war die Loslichkeit
beider Ausgangsmolekiile im wissrigen Puffer aulerordentlich gering. Fiir Phenolrot (44) wurde da-
gegen ein deutlicher Unterschied im Absorptionsspektrum im Vergleich zum Produkt beobachtet
(siche Abbildung 42).
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Abbildung 42: Differenzspektrum von Bromphenolblau (47) und Phenolrot (44)

Die Messung erfolgte in HP;-Puffer mit einer finalen Konzentration von 100 uM Phenolrot (44) bzw.
Bromphenolblau (47). Die erhaltenen Absorptionswerte fiir Phenolrot wurden anschlieBend von den Werten
des Bromphenolblau subtrahiert.

Im Zuge der Reaktion mit CPO-Cfkonnte eine Steigerung der Absorption im Laufe der Reaktion bei
598 nm beobachtet werden, allerdings muss fiir die erfolgreiche Detektion eine vierfache Bromierung
des Phenolrot (44) erfolgen. Fiir die tatsichliche enzymatische Aktivitit missten die Werte dann auf
eine Halogenierung normiert, also alles mit dem Faktor vier geteilt werden. Da allerdings nicht ge-
wihrtleistet werden kann, dass konsekutive Halogenierungen mit derselben Ratenkonstante enzyma-
tisch erfolgen, entspriche diese Methode lediglich einer Anndherung unter idealen Bedingungen im
katalytischen Zyklus. Da eine ordentliche Quantifizierung somit nur sehr schwer zu realisieren wire,
wurde dieser Assay ebenfalls nicht weiterverfolgt. Vielmehr kann der Phenolrot-Assay fiir Haloper-
oxidasen als qualitativer Assay, beispielsweise als Agarplattennachweis, fir eine schnelle Musterung,
verwendet werden. !

Da sich Absorptionsmessungen mit den meisten Substanzen nur sehr schwach nach einfacher Ha-
logenierung voneinander unterscheiden, wurde der Fokus fir einen Quantifizierungsassay von HPOs

auf Fluorophore gerichtet.

3.3.3 Etablierung eines fluorimetrischen Assays fiir Haloperoxidasen

Fluorimetrische Assays fur die Quantifizierung enzymatischer Aktivitit sind seltener verbreitet, aller-
dings fiir verschiedene Enzymfamilien beschrieben.” Wesentlicher Unterschied sind hier die deut-
lich hohere Sensitivitit von Fluorophoren im Vergleich zu Chromophoren, die eine Detektion selbst
geringer Mengen des Fluorophors moglich machen. Die Fluoreszenzmessungen werden hierbei aber
durch sogenannte guenching-Effekte erschwert. Bei diesen kann der angeregte S1-Zustand der Elekt-
ronen im Fluorophor iiber andere Fluorophor- oder Lésungsmittelmolekile relaxiert werden und da-
bei die Fluoreszenz 16schen. Um zudem die gewtinschte Einzelhalogenierung des Substrats zu ermog-
lichen, wurde ein Substrat ausgewihlt, das Gber sterische und elektronische Effekte eine bevorzugte
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nukleophile Position fiir den Angriff an das Hypohalogenit besitzt. In diesem Fall wurde das Coum-
arin 7-Diethylamino-4-methylcoumarin 49 (MeDAC) als Modellsubstrat gewihlt (siche Abbildung
43).

CHs CHs
X =Br
MezAc BrMeDAC
50

Abbildung 43: Reaktionsschema des MeDAC-Assays

Durch den ausgeprigten +M-Effekt der Lakton-Gruppe im aromatischen System wird die Nukleophilie an 3-
Position stark erhoht. Die von der Haloperoxidase generierte elektrophile Halogenerieungsspezies (bspw. Hy-
pohalogensiure HO-X) kann eine elektrophile aromatische Substitution an dieser Position forcieren. Die Diet-
hylaminogruppe blockiert durch ihre Rotationsfreiheit und Grée die anderen nukleophilen Stellen des aroma-
tischen Systems, wodurch die Regioselektivitit fir die 3-Position weiter erthdht wird.

Da es sich bei MeDAC 49 um ein kommerziell erhiltliches Coumarin handelt, konnte die entspre-
chende Referenz in einem Schritt hergestellt werden. Als Grundlage fiir den Assay sollte hier die Bro-
mierung zu 3-Brom-7-diethylamino-4-methylcoumarin 50 (BrMeDAC) im Fokus stehen.

In einem ersten Schritt wurde die Synthese von BtMeDAC 50 mit NBS nach einer literaturbekann-
ten Prozedur durchgefiihrt. Durch das Auftreten mehrerer Halogenierungsprodukte wurde sdulen-
chromatographisch gearbeitet und dabei das gewiinschte Produkt BrMeDAC 50 in NMR-reiner Form
erhalten (sieche Kapitel 5.6.6).

Das erhaltene Produkt wies eine griin-gelbliche Farbung auf und lag als Feststoff vor. Da Neben-
produkte ebenso chemisch wie enzymatisch auftreten kénnen, sollte das spektrale Verhalten der Rein-
substanzen 49 und 50 untersucht werden. Dafiir wurden Stammlésungen in DMSO beider Substanzen
angesetzt (je 10 mM) und mit einer finalen Konzentration von 100 uM ein dreidimensionales Anre-
gungs-Emissionswellenlingen-Spektrum aufgenommen, um die geeignetsten Wellenlingenpaare fur
Anregung und Emission des jeweiligen Fluorophors zu bestimmen. Die erhaltenen Fluoreszenzwerte
wurden dann voneinander subtrahiert, um ein Differenzspektrum zu erhalten (siche Abbildung 44).
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Abbildung 44: 3D-Differenzspektrum der Anregungs- und Emissionsintensitit von MeDAC 49 und
BrMeDAC 50 in Abhingigkeit von der Wellenlinge

Rot: MeDAC-Uberschussintensitit; blau: BrMeDAC-Uberschussintensitit; Bereiche mit intensiver Firbung
deuten auf einen besonders hohen Unterschied im Fluoreszenzsignal relativ zum Gegenmolekdl hin. Die ein-
gezeichneten Geraden stellen Schnittpunkte im Spektrum dar, an denen bei fester Anregungswellenlinge eine
maximale Differenz im Emissionsspektrum erhalten wurde (hier: Agx=425 nm). Die dabei erhaltenen Emissi-
onswellenldngen fir MeDAC 49 (450 nm) und BrMeDAC 50 (550 nm) wurden als jeweiliges Paar fir weitere
Messungen verwendet.

Da bei der Umsetzung von MeDAC 49 zu BrMeDAC 50 eine Verschiebung im Fluoreszenzspektrum
erwartet wird, wurden die beiden Spektren miteinander verglichen. Um eine Verzerrung der Fluores-
zenzintensititen bei Messungen zu vermeiden, wurde eine Anregungswellenlinge gesucht, bei der es
fir beide Molekiile zwei verschiedene Emissionswellenlingen gibt, die einen signifikanten Fluores-
zenzintensititsunterschied aufweisen. Durch diesen Unterschied kann gewihrleistet werden, dass bei
der Messung der Fluoreszenzabnahme bzw. -zunahme nur die gewiinschte Verbindung einen wesent-
lichen Beitrag zum Fluoreszenzsignal leistet und der Hintergrund minimal bleibt. In dem gewihlten
Puffer [100 mM BTA, pH 6, 4 % (v/#) DMSO] etgab sich fir eine Anregungswellenlinge Aec von
425 nm eine optimale Emission Agm bei 450 nm fiir MeDAC 49 und 550 nm fiir BrtMeDAC. Die feste
Anregungswellenlinge fiir beide Fluorophore wurde gewihlt, um bei der folgenden Kalibrierung bei-
der Molekiile das mathematische Gleichungssystem zu vereinfachen.

Fir die Kalibrierung beider Molekiile wurden verschiedene Konzentrationen von MeDAC 49 bzw.
BrMeDAC 50 bis zu 100 uM eingesetzt. Zusitzlich wurden verschiedene Mischverhiltnisse gemessen,
um potenzielle guenching-Effekte zwischen beiden Molekiilen ebenfalls zu berticksichtigen. Da bei der
enzymatischen Umsetzung beide Molekiile in der Losung vorliegen kénnen und einen Einfluss auf
die Gesamtfluoreszenz der Losung haben, wurde eine dreidimensionale Kalibrierung durchgefiihrt
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(siche Abbildung 45). Um die Unterschiede in absoluten Fluoreszenzeinheiten zwischen verschiede-
nen Messungen und Geriten zu kompensieren, wurden relative Fluoreszenzwerte fur die Kalibrierung
berechnet. Referenzwert war hierbei die Fluoreszenz von MeDAC 49 bzw. BrMeDAC 50 im Assay-
puffer bei einer Konzentration von 40 uM ohne Anwesenheit des jeweils anderen Molekiils. Die Ka-
librierung wurde fir das Wellenlingenpaar fir MeDAC 49 (Aex = 425 nm; Aem = 450 nm) und BrMe-
DAC 50 (Aex = 425 nm; Aem = 550 nm) simultan durchgefiihrt. Die erhaltenen Werte wurden mit einer
2D-Polynom-Funktion zweiten Grades gefittet.

A B
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O a4 a a

o o o o o = =
o N 2 o ® o N B

1140 uM MeDAC)
normalisierte Fluoreszenzintensitét
(40 M BrileDAC)

o
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Abbildung 45: Dreidimensionale Kalibrierung der Fluoreszenzintensitit von MeDAC 49 und BrMe-
DAC 50 abhingig von der Konzentration des jeweiligen Fluorophors in der Lésung

Die Funktionsterme sind in Kapitel 5.7.21 aufgefithrt. Die Messung erfolgte in 100 mM BTA, pH 6. Die Fluo-
reszenzintensititen wurden auf das Fluoreszenzsignal bei 40 uM MeDAC bzw. BtMeDAC normalisiert. A: Ka-
librierung fir das Wellenlingenpaar fiir MeDAC 49 bei Agc = 425 nm; Agm = 450 nm mit einem /least-square-fit,
R>=0.99; B: Kalibrierung fir das Wellenlingenpaar fiir BrMeDAC 50 bei Agx = 425 nm; Agm = 550 nm mit
einem /east-square-fit, R*= 0.96

Wie die Abbildung verdeutlicht, ist eine Abnahme der Fluoreszenz fir BrMeDAC 50 ab ca. 50 pm
sichtbar. Dieser Effekt ist vermutlich auf guenching zurtickzufihren. Daher wurde die Kalibrierung fur
beide Fluorophore nur bis zu einer Konzentration von 40 uM verwendet und die Funktionen ange-
passt (sieche Kapitel 5.7.21). Durch die hohe Ubereinstimmung der Fitfunktionen mit den Messwerten
(R*>0.95) kénnen somit beide Funktionen zur Berechnung der Konzentration der Fluorophore in
einer unbekannten Losung verwendet werden. Hierbei erfolgt die Messung einer Probe bei einer An-
regungswellenlinge und zwei unterschiedlichen Emissionswellenldngen, die auf das jeweilige Fluoro-
phor abgestimmt sind (450 nm fiir MeDAC 49, 550 nm ftir BrMeDAC 50).

Fir die Berechnung der Konzentration muss nun die Gleichung beider Fitfunktionen nach der
Konzentration des jeweiligen Fluorophors aufgelost werden. Um das so erhaltene Gleichungssystem
zu vereinfachen, wurden die beiden Funktionen nach der Konzentration von MeDAC 49 aufgel6st.
Daraus ergaben sich vier Gleichungen mit der zweiten Variable, der BrMeDAC-Konzentration und
der gemessenen Fluoreszenzintensitit I (siehe Gleichung 2 und Gleichung 3). Die vollstindigen Zah-
lenwerte sind der Vollstindigkeit halber aufgefiihrt, wobei die entscheidenden Variablen hervorgeho-

ben sind.
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Intensitat I (425 Ex, 450 Em)
=0.01 + 0.03 x c(MeDAC)[uM] + 0.03 * c(BrMeDAC)[uM] + 1.74
* 1075 x c(MeDAC)?[uM]? — 1.83 * 10~* x c(BrMeDAC)?*[uM]? — 3.07 x 107>
* c(MeDAC)[uM] * c(BrMeDAC)[uM]

& L'(MeDACuszxASOEm) [nM] =

153539*C(BrMeDAC)[uM]i\/1740540000000000*142551,450 Em+341388125821+c(BrMeDAC)?[uM]*~85657169400000+c(BrMeDAC)[1M]+17810971300800000—133500000

174054

Gleichung 2: Kalibrierfunktion der Fluoreszenzintensitit bei einer Anregungswellenlinge von 425 nm
und einer Emissionswellenlinge von 450 nm in Abhingigkeit von der Konzentration von MeDAC 49
und BrMeDAC 50

Die Gleichung wurde nach der Konzentration von MeDAC 49 bei dem gegebenen Wellenlingenpaar aufgelost.
Das hier betrachtete Wellenldngenpaar liefert besonders starke Fluoreszenzsignale, hauptsdchlich durch Me-
DAC-Molekiille generiert. Die Variablen in der Gleichung sind fett hervorgehoben.

Intensitat I (425 Ex, 550 Em)
=3.64%107* +4.34 « 10™* * c(MeDAC)[uM] + 0.04 x c(BrMeDAC)[uM] — 2.85
* 1075 x c(MeDAC)?*[uM]? — 3.32 * 10~* x c(BrMeDAC)?*[uM]?* + 8.6  10~°
* c(MeDAC)[uM] * c(BrMeDAC)[uM]

& C(MeDAC4255x,5505m) [nM] =

sso157*c(BrMeDAc)[pM]iJ11387840000000000*1425“,550 Em—3038512756791+c(BrMeDAC)2[uM]>+526758875600000+c(BrMeDAC)[1M]+1887707029977920+43400000

569392

Gleichung 3: Kalibrierfunktion der Fluoreszenzintensitit bei einer Anregungswellenlinge von 425 nm
und einer Emissionswellenlinge von 550 nm in Abhingigkeit von der Konzentration von MeDAC 49
und BrMeDAC 50

Die Gleichung wurde nach der Konzentration von MeDAC 49 bei dem gegebenen Wellenlingenpaar aufgeldst.
Das hier betrachtete Wellenldngenpaar liefert besonders starke Fluoreszenzsignale, hauptsidchlich durch Me-
DAC-Molekile generiert. Die Variablen in der Gleichung sind fett hervorgehoben.

Pro Wellenlingenpaar ergaben sich damit zwei Losungen fiir die Gleichung, eine mit dem Wurzelterm
als Summanden und eine mit dem Wurzelterm als Subtrahenden. Unter der Annahme, dass die Kon-
zentration von MeDAC 49 fir beide Emissionswellenlingen gleich sein muss, da fiir beide Emissi-
onswellenlingen mit MeDAC 49 kalibriert wurde, muss auch die Differenz dieser beiden Funktions-
terme minimal werden (bzw. im besten Fall Null ergeben). Da je zwei Gleichungen pro Emissions-
wellenlange vorhanden sind, muss somit ein Gleichungssystem mit vier Gleichungen aufgestellt wer-
den. In jeder Gleichung muss eine Differenz aus dem Funktionsterm der Konzentration von MeDAC
49 bei einer Emissionswellenlinge von 450 nm und einem Term bei einer Emissionswellenlinge von
550 nm gebildet werden, die méglichst nah am Wert Null sein muss (siche Gleichung 4).
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I:c(MeDACy35x 450Em,1) — ¢(MeDAC,3255x 550Em,1) = 0
II: C(MeDAC425Ex,450Em,1) - C(MeDAC425Ex,5505m,2) =0

HI:c(MeDACyz5px 450Em,2) — C(MeDACy256x,550Em,1) = 0
IV:c(MeDACsz55x 450Em,2) — C(MeDAC,255x 5505m,2) =0

Gleichung 4: Gleichungssystem fiir die Lésung der Konzentration von MeDAC 49

Fir jeden Funktionsterm der Konzentration von MeDAC 49 bei einer Anregungswellenlinge von 425 nm und
Emissionswellenlinge von 450 nm, c(MeDAC42sx450Em), muss es mindestens einen Term geben, der bei glei-
cher Anregungswellenlinge und Emission bei 550 nm, c(MeDACasgx 5505m), denselben Wert fiir die Konzent-
ration von MeDAC 49 ergibt. Wird eine Differenz in diesem Fall aus beiden Termen gebildet, wird der Wert
minimal bzw. im Idealfall Null ergeben. In den jeweiligen Gleichungen I-IV steht die im Index befindliche
Ziffer fir die Art des Terms fiir das jeweilige Wellenldngenpaar. 1: die Wurzelfunktion liegt als Summand vor;
2: die Wurzelfunktion liegt als Subtrahend vor Die rot hervorgehobene Gleichung lieferte in der empirischen
Auswertung die geringsten Werte nach Differenzbildung und wurde deshalb als Lésungsfunktion fiir die Kon-

zentrationen beider Fluorophore im nichsten Schritt verwendet.

Das dargestellte Gleichungssystem lisst sich analytisch nicht 16sen, weshalb eine numerische Losung
der Gleichungssysteme angestrebt wurde. Aufgrund der vier mathematisch moglichen Losungen fir
das Gleichungssystem ergeben sich zwei Losungen, die negative Konzentrationen vorschlagen. Da
diese physikalisch unsinnig sind, wurden sie fir die Auswertung nicht weiter beachtet. Die iibrigen
zwei Gleichungen ergeben positive Werte fiir die Konzentration, allerdings wird ein Wert im Messbe-
reich liegen, wahrend der andere bei hohen Werten, die auflerhalb des Messbereichs liegen, eine L6-
sung finden wird. Im Zuge der Rechnungen wurde die in Gleichung 4 hervorgehobene Teilglei-
chung III als gewtnschte numerische Loésung identifiziert. Hierbei wurde der kleinstmégliche Wert
tir die gebildete Differenz aller vier Gleichungen gesucht, wobei die Konzentration von BrMeDAC
50 numerisch festgelegt wurde. Sobald ein Minimum erreicht wurde, wurden die Werte fir MeDAC
49 und BrMeDAC 50 als gesuchte Konzentrationen festgelegt.

Zur Validierung der etablierten Methode wurden Mischungen von MeDAC 49 und BrMeDAC 50
bis zu einer aufsummierten Konzentration von 40 uM angesetzt und entsprechend der vorherigen
Schilderung gemessen und ausgewertet. Die so erhaltenen Konzentrationen wurden mit den tatsidch-
lich eingesetzten Mengen jedes Fluorophors verglichen (siche Abbildung 40).
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Abbildung 46: Vergleich der berechneten Konzentrationen von MeDAC 49 und BrMeDAC 50 in Ab-
hingigkeit der tatsidchlichen Konzentrationen beider Fluorophore

Die Punkte markieren die Werte der jeweiligen Konzentrationsmessung in Dreifachbestimmung. Die rote Ge-
rade stellt den Idealfall dar, bei dem eine ideale Korrelation (d.h. eine Steigung von 1 im Geradenterm) zwischen
berechneten und tatsichlichen Werten erreicht wird. Die schwarze Gerade stellt die tatsdchlich erreichte Kor-
relationsfunktion dar. A: Vergleich der errechneten und eingesetzten Konzentrationswerte fiir MeDAC 49. B:

Vergleich der errechneten und eingesetzten Konzentrationswerte fiir BrMeDAC 50.

Lige eine ideale Korrelation zwischen experimentell bestimmten und tatsichlich vorliegenden Kon-
zentrationen vor, wirde der Zusammenhang beider Werte als lineare Funktion mit einer Steigung von
1 beschrieben werden kénnen (siche rote Gerade, Abbildung 46). Je niher somit die experimentell
bestimmte Gerade mit ihrer Steigung an dem Wert 1 ist, desto héher wire die Ubereinstimmung. Im
Fall von MeDAC 49 ist diese Ubereinstimmung sehr groB3, da die Steigung bei einem Wert von 0.9
liegt (siche Abbildung 46 A). Die Berechnung der Konzentration von MeDAC 49 erfolgt mit dieser
Methode also in zufriedenstellender Akkuratesse. Im Fall von BrMeDAC 50 ist allerdings eine syste-
matische Abweichung fiir héhere Konzentrationen sichtbar; die erhaltene Geradenfunktion liegt mit
einer Steigung von etwa 0.5 um die Halfte geringer als erwiinscht, allerdings ist die Funktion mit einem
R>-Wert von 0.99 qualitativ konsistent (siche Abbildung 46 B). Da die systematische Abweichung der
hier erhaltenen Werte fir BrMeDAC 50 so deutlich in ihrer Tendenz ist, wurden die hier erhaltenen
Funktionsterme als Korrekturfaktoren fir die Kalibrierung verwendet. Nach Errechnung der Kon-
zentrationen beider Fluorophore einer Probe wurden die Werte mit der jeweiligen Geradengleichung
des Fluorophors aus Abbildung 46 umgerechnet (Term aus A fur MeDAC 49, B fir BrtMeDAC 50).
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In einem neuen Experiment wurde nun erneut die Vergleichbarkeit der errechneten und tatsichlichen
Werte untersucht (siche Abbildung 47).
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Abbildung 47: Vergleich der berechneten Konzentrationen von MeDAC 49 und BrMeDAC 50 nach
Korrektur mit den Korrekturtermen aus Abbildung 46 in Abhingigkeit der tatsichlichen Konzentrati-
onen beider Fluorophore

Die Punkte markieren die Werte der jeweiligen Konzentrationsmessung in Dreifachbestimmung. Die rote Ge-
rade stellt den Idealfall dar, bei dem eine ideale Korrelation (d.h. eine Steigung von 1 im Geradenterm) zwischen
berechneten und tatsichlichen Werten erreicht wird. Die schwarze Gerade stellt die tatsidchlich erreichte Kot-
relationsfunktion dar. A: Vergleich der errechneten und eingesetzten Konzentrationswerte fir MeDAC 49. B:
Vergleich der errechneten und eingesetzten Konzentrationswerte fiir BrMeDAC 50.

Im Vergleich zu den unkorrigierten Geradengleichungen féllt auf, dass sich die Akkuratesse fiir Me-
DAC 49 marginal gedndert hat (Steigung von 0.93 statt 0.89). Fiir den Fall des bromierten Fluorophors
ergibt sich nun allerdings ein Wert von 0.894 im Vergleich zum unkorrigierten Steigungswert von
0.532. Da auch hier beide Geradenfunktionen einen R*-Wert von tiber 0.99 haben, ist die gewtinschte
Akkuratesse mit diesem Assay gegeben. Unter Verwendung der geschilderten Kalibrierfunktionen und
mathematischen Operationen kann unter Zuhilfenahme von Korrekturtermen in einer unbekannten
Loésung die Konzentration zweier Fluorophore in einer Fluoreszenzmessung quantifiziert werden. Zur
tinalen Validierung der Qualitit dieses neu entwickelten Assays wurden die sogenannten /it of detec-
tion (LOD) und /lmit of quantification (LOQ) unter Verwendung der /Jmit of blank-Methode bestimmt
(sieche Tabelle 4, Kapitel 5.7.3).
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Tabelle 4: Bestimmung der Nachweisgrenzen fiir den MeDAC-Assay

Die Nachweisgrenzen wurden Giber die Methode /Zmit of blank fir beide Verbindugen bestimmt. Aufgrund der
mathematischen Transformation ergeben sich in der Berechnung der Nachweisgrenzen fiir BrMeDAC 50 ne-
gative Werte. Die Prizision wurde anhand des Vertrauensintervalls t = 90 % berechnet.

MeDAC | BtMeDAC
49 50
Limit of Blank 4.00 _6.50
[nM]
LoD
4.11 -6.09
[mM]
LoQ 5.64 2.99
[nM]
Prizision
5.53 7.64
[“o]

Dabei wurde die Prizision des Assays auf tber 90 % geschitzt, mit einem LOD von 4 uM und einem
LOQ von 6 uM. Der in dieser Arbeit etablierte MeDAC-Assay besitzt somit die notwendigen Quali-
taitsanforderungen, um als Haloperoxidaseassay fiir die Quantifizierung der Molekile MeDAC 49 und

BrMeDAC 50 genutzt werden zu konnen.

Um die Anwendbarkeit des Assays fur die Charakterisierung von Haloperoxidasen zu beweisen,

wurde die literaturbekannte HPO aus C. inaequalis, VcPO-Ci, als Katalysator untersucht.
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3.3.4 Evaluation des entwickelten MeDAC-Assays

Zur Evaluation und Untersuchung der Anwendbarkeit des MeDAC-Assays wurde die Aktivitit der
literaturbekannten und zuvor isolierten (siche 3.2.3) VaPO-C7 bestimmt und analog zur Definition im
vorherigen Abschnitt festgelegt. Aufgrund sehr schneller Umsatzraten mussten Proben der Vo PO-C7

um den Faktor 40 verdiinnt werden, um gentigend Datenpunkte zur Bestimmung der Aktivitit zu
erhalten (siche Abbildung 48).

5.0- c(BrMeDAC) = 0,02408* - 4,253
R2=09996 , 3 ! bt
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Abbildung 48: Beispielhafte Aktivititsbestimmung fiir VaPO-Ci mit dem MeDAC-Assay

Fir Aktivititsmessungen wurde primdr die Fluoreszenzinderung fiir BrMeDAC betrachtet. Bedingt durch die
mathematische Losung der Konzentrationswerte starten alle Messungen im negativen Konzentrationsbereich,
da hier nur wenige BrMeDAC-Molekdle in der Losung vorliegen. Da fiir die Aktivititsbestimmung die Kon-
zentrationsinderungstrate der Reaktion, also die Geradensteigung im linearen Bereich der Messung (rot hervor-
gehobene Punkte), benotigt wird, wurden Messungen stets so angepasst, das im linearen Bereich der Funktion
ein maximal hoher R2-Wert (>0.95) bei mehr als drei Datenpunkten erreicht wurde. Der so erhaltene Steigungs-
wert wurde unter Beriicksichtigung simtlicher Verdiinnungsfaktoren und der Proteinlésung in eine enzymati-
sche Aktivitit (U - mL") umgerechnet. Dargestellt ist die Messung biologischer Triplikate als Mittelwerte inklu-
sive Standardabweichungen.

Bei Betrachtung der erhaltenen Datenpunkte fallt auf, dass die Konzentration an BrMeDAC 50 ein
Maximum nach dem linearen Bereich der Funktion erreicht und danach rapide sinkt. Dieser Verlauf
deutet auf eine konsekutive Reaktion des BrtMeDACs 50 hin. Bedingt durch die zusitzlichen nucleo-
philen Positionen im Molekiil, die fiir eine elektrophile aromatische Substitution weniger stark bevor-
zugt werden, ist eine zweite Bromierung des Molekiils dennoch denkbar. Diese Doppelbromierung
konnte eine Loéschung des Fluoreszenzsignals oder eine weitere Verschiebung des Emissionsmaxi-
mums und damit eine Abnahme der BrMeDAC-Konzentration zur Folge haben. Die Aktivititsmes-
sung wurde deshalb bei Beibehaltung der Konzentrationen im gréf3eren Maf3stab wiederholt und das
Reaktionsgemisch zu drei verschiedenen Zeitpunkten iitber HPLC analysiert (siche Abbildung 49). Als
Referenz dienten die Reinsubstanzen MeDAC 49 und BrMeDAC 50. Nach erfolgtem lauf wurden die
Signale den entsprechenden Substanzen zugeordnet (siche Abbildung 49).
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Abbildung 49: HPLC-Analyse der enzymatischen Umsetzung von MeDAC 49 zu BrMeDAC 50 mit
VaPO-Ci

Die Reaktion erfolgte gemill Standardbedingungen fiir den MeDAC-Assay (siehe Kapitel 5.4.6), im 15 mL-
Maf3stab. Die Reaktion wurde unter Beibehaltung der Assay-Konzentrationen zu drei verschiedenen Zeitpunk-
ten abgebrochen (120, 300 und 600 s), mit EtOAc extrahiert, eingedampft, in 150 uL einer 1:1 #-Heptan-Isop-
ropanol-Mischung gel6st und anschlieBend im HPLC-System vermessen. Als Referenz diente eine 5 mM Mi-
schung von MeDAC 49 und BrMeDAC 50. R(MeDAC)=9.3 min; R(BrMeDAC)=10.7 min.

Ein Vergleich der Chromatogramme zeigt eine kontinuierliche Abnahme des Signals bei ca. 9.6 min,
das dem MeDAC-Molekil zugeordnet werden konnte. Das Signal bei ca. 11.2 min entspricht
BrMeDAC 50, das im Laufe der Reaktion erst zunimmt (von 120 zu 300 s) und dann abnimmt (300
zu 600 s). Dabei werden zwei neue Signale bei etwa 9.8 und 10.5 min sichtbar, die auf mehrfach-
halogenierte MeDAC-Molekiile zurtickzufiihren sind. Unter den gegebenen Bedingungen kann somit
bestitigt werden, dass nach einer gewissen Zeit, abhingig von der Menge und Aktivitit des Enzyms,
eine Uberhalogenierung von MeDAC 49 stattfinden kann, die zu einer Fluoreszenzloschung fiihrt.
Aus diesem Grund wurden fiir simtliche Auswertungsschritte nur die Fluoreszenzwerte in den ersten
Minuten der Messung berticksichtigt. Sobald das Signal sinkt, ist nicht mehr von einer reinen
Anwesenheit von BrMeDAC 50 auszugehen, weshalb diese Werte nicht in die Bestimmung von
Aktivititswerten eingeflossen sind. Der in dieser Arbeit etablierte MeDAC-Assay ist in der Lage,
Haloperoxidase-Aktivititen erfolgreich zu quantifizieren und konnte im Nachfolgenden fir die
biochemische Charakterisierung dieser Enzyme eingesetzt werden. Zusitzlich wurde dieser neu
entwickelte MeDAC-Assay 2020 in ChemistryOpen verdffentlicht.””
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3.4 Biochemische Charakterisierung der Haloperoxidase aus C. in-
aequalis

Die biochemische Charakterisierung von Enzymen und die daraus resultierenden Informationen tber
deren Aktivititen, Affinititen zu Substraten, Reaktionsgeschwindigkeiten sowie Toleranzen bzw. Sta-
bilititen gegeniiber Losungsmittel oder hohen Temperaturen sind wichtige Parameter fiir biokatalyti-
sche Anwendungen. Eine derartige Charakterisierung offenbart nicht nur vielversprechende Eigen-
schaften der untersuchten Enzyme auf, sondern kann auch mégliche Limitierungen aufzeigen, die als
wichtige Informationen fiir spitere Anwendungen und experimentelle Durchfithrungen dienen.
Nach der Entwicklung des MeDAC-Assays und der ersten Anwendung auf Haloperoxidasen, sollte
VaPO-Cibiochemisch unter Verwendung dieses Assays charakterisiert und die Ergebnisse mit bereits
bekannten Daten verglichen werden, um so die Anwendbarkeit der neu etablierten Methode zu de-

monstrieren.

3.4.1 Aktivitdtsbestimmung von V¢ PO-Ci

Fir Enzyme und enzymatische Anwendungen ist neben der Menge an Katalysator nach Produktion
und Isolation auch dessen Aktivitit wichtig. Hierfiir wird nach der Reinigung iiblicherweise die Akti-
vitit in Form der volumetrischen oder spezifischen Aktivitit bestimmt und fiir die jeweilige Charge
angegeben. Die Definition der Aktivitdt variiert hierbei von Enzymfamilie zu Enzymfamilie oder auch
zwischen verschiedenen Assay-Systemen. Ublicherweise gibt die Aktivitit einer enzymatischen Probe
die Menge Enzym an, die in der Lage ist, eine definierte Stoffmenge des Substrats (angegeben in pmol)
pro Minute umzusetzen.

Mit den zuvor festgelegten Kriterien fiir die Durchfithrung und Auswertung des MeDAC-Assays
sollte die isolierte Enzyme-Charge von VaPO-C7 in Form enzymatischer Aktivitit quantifiziert wer-
den. Die Aktivititswerte nach mehreren Isolationsprozessen aus dem E. co/i ArcticExpress (DE3)-
System sind nachfolgend zusammengefasst (siche Tabelle 5).

Tabelle 5: Ubersicht der Aktivitit fiir VePO-Ci nach erfolgreicher Isolation mittels IMAC
Aktivititsmessungen erfolgten in Form von biologischen Triplikaten. Die so erhaltenen gemittelten Aktivitéts-
werte wurden fiir drei verschiedene Isolationsversuche final gemittelt

G taktivitit
Volumetrische Aktivitit Spezifische Aktivitit csam ; ]i“ atpro
cuen
U-mL" U - mg" g 1
U-g
15.1 £ 1.86 5.20 = 1.46 241 %0213

Fiir VaPO-Ci wurde nach IMAC-Isolation eine volumetrische Aktivitit von 15.1 U - mL"! im Mittel
erhalten. Dabei lag die spezifische Aktivitit der Probe bei durchschnittlich 5.29 U - mg™". Somit kén-
nen mit der etablierten Isolationsmethode 2.41 U pro Gramm aufgeschlossener Zellen erhalten wer-
den. Die Aktivitit des Enzyms ist trotz geringer Proteinausbeute nach Isolation (6.66 mg, siche Ta-
belle 3) ausreichend fir weitere Charakterisierungsexperimente.
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3.4.2 2D-Michaelis-Menten-Kinetik

Zur Charakterisierung von Katalysatoren, insbesondere Biokatalysatoren, ist die Quantifizierung ki-
netischer Parameter von Bedeutung. Damit lassen sich Werte fur die Affinitit des Enzyms zum ent-
sprechenden Substrat oder die maximale Umsatzzahl des Enzyms definieren. Diese Werte geben eine
Aussage iiber die Art und Qualitit des Biokatalysators an und koénnen im Zuge biosynthetischer An-
sitze zur Anpassung der Reaktionsbedingungen genutzt werden, um Umsatzraten zu maximieren.

Haloperoxidasen bendtigen aus mechanistischer Sicht fir die Generierung eines Mols halogenie-
render Spezies je 1 Aquivalent Wasserstoffperoxid und Halogenid. Die eigentliche Halogenierung des
Zielmolekiils erfolgt dann in einem nicht-geschwindigkeitsbestimmenden Schritt, da diese Spezies du-
Berst reaktiv ist (siche Kapitel 2.4.2).%*7 Zur kinetischen Analyse von HPOs ist also die Interaktion
des Enzyms mit beiden Substraten relevant. Da im Fall von Enzymen mit mehreren Substraten Gbli-
cherweise nur die Konzentration eines Substrats bei konstant gehaltener Konzentration des zweiten
Substrats (und vice versa) variiert wird, werden in solchen kinetischen Experimenten nach Michaelis
und Menten apparente Werte erhalten. Diese Werte sind zwar nicht falsch, spiegeln jedoch nur einen
Teil der Interaktion aller drei Komponenten wider und zeigen damit nicht zwangslaufig die absoluten
Werte fur die Affinitdt der Substrate (K.) oder die maximale Reaktionsgeschwindigkeit (Vinax), aus der
sich die Wechselzahl (k.. berechnen lisst (siche Gleichung 1). Aus diesem Grund sollte fir VoPO-
(i, fir die eine Vielzahl kinetischer Analysen in der Literatur beschrieben wurde, die erste literaturbe-
kannte zweidimensionale Michaelis-Menten-Kinetik aufgenommen werden. Hierbei wurde eine Kine-
tik gemessen, indem die Konzentration beider Substrate, Wasserstoffperoxid und Kaliumbromid,
gleichzeitig variiert wurde. Diese Mischungen wurden mit gereinigter VoPO-C7 mit dem MeDAC-
Assay gemessen und in Aktivititswerte umgerechnet (siche Kapitel 3.2.3). Zur Analyse der Aktivitits-
werte wurde im Programm OriginPro eine Funktion fir eine zweidimensionale Michaelis-Menten-
Kinetik erstellt, die nachfolgender Gleichung entsprach (sieche Gleichung 5).

Vn = Umax
0~ Hi Ky, c(n)
M (1+ 25 )

fur n = 2 mit Substrat A und B:

_ Umax * [A] * [B]
Kya * Kup + Kup * [Al + Ky 4 * [B] + [A] * [B]

v

Gleichung 5: Michaelis-Menten-Gleichung fiir Enzyme mit mehreren Substraten
Fir den Fall, dass das Enzym zwei verschiedene Substrate wihrend der Katalyse umsetzt, wird fiir n der Wert
2 gewihlt. In diesem Fall wird das eine Substrat zu Molekdil ,,A*, das andere zu Molekdl ,,B*.

Da fur HPOs in der Literatur haufiger Inhibitionseffekte beobachtet wurden, die mit einer Substrat-
tberschussinhibition beschrieben werden konnten, wurde die Gleichung von Murray zur Beschrei-

bung der Kinetik von Esterasen verwendet (siche Gleichung 6).>""*"
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v = Umax * [4] _ Umax
KM+<1+%>*[A] 1+%+%

Gleichung 6: Michaelis-Menten-Gleichung fiir ein Enzym mit Substratiiberschussinhibition, definiert
nach Murrayl[?2%8]
Zusitzlich zu den gingigen Affinititsgroflen Ky und der Reaktionsgeschwindigkeit vima, wird hier die Affinitdt

des Substrats als inhibierende Spezies zum Enzym mit dem Parameter K; beschrieben.

Die Gleichung zur Beschreibung einer Substratiiberschussinhibition wurde in die Michaelis-Menten-
Gleichung fiir zwei Substrate inkorporiert und als Fitfunktion in Origin eingetragen (siche Gleichung
7).

vm ax

(1+ T+ ) + (1+ o)

Gleichung 7: Zweidimensionale Michalis-Menten-Gleichung mit Substratiiberschussinhibitionsterm

v =

zur Analyse von Enzymen mit zwei Substraten

Die Funktion liefert nach erfolgter Analyse fir beide Substrate einen eigenstindigen Wert fiir die Affinitit als
Substrat (Ky) und als Inhibitor (Kj). Liegt keine Substratiiberschussinhibition vor, wird der Wert fir K; gegen
unendlich streben und die Teilfunktion auf eine zweidimensionale Michaelis-Menten-Funktion zurtickfallen

lassen.

Die erhaltene Fitfunktion wurde zur Beschreibung der Kinetik-Datensitze fir VaPO-C7 verwendet
(siche Abbildung 50).
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Abbildung 50: Zweidimensionale Michaelis-Menten-Kinetik der Vo PO-C7 mit Substratiiberschussin-
hibitionsterm nach Gleichung 7 (R?>= 0.88)

Dargestellt ist die spezifische Aktivitdt des Enzyms in U - mg! in Abhingigkeit der Konzentration von Was-
serstoffperoxid und Kaliumbromid in mM. Die Kreuze in der Abbildung markieren Datenpunkte, die als bio-
logische Triplikate gemessen wurden. Areale mit roter Farbung symbolisieren besonders hohe Aktivititswerte,
wihrend eine Blaufirbung Areale mit geringer Aktivitdt reprisentiert.

Die erhaltene Fitfunktion zeigt ein globales Maximum der Aktivitit (ca. 5 U - mg"') bei ca. 10 mMm
Kaliumbromid und 3 mM Wasserstoffperoxid. Im Hinblick auf den Verlauf der Aktivitit entlang der
einzelnen Konzentrationsachsen fiir beide Substrate zeigt sich fiir Wasserstoffperoxid ein Verlauf
nach Michaelis-Menten (blau zu gelb bzw. rot, Abbildung 50), d.h. die Aktivitit steigt mit zunechmen-
der Konzentration des Substrats bis zu einem Grenzwert. Fiir Kaliumbromid steigt die Aktivitit ent-
lang der Konzentrationsachse zwar auch bis etwa 10 mM, allerdings fillt sie dann auf Werte herunter,
die teilweise geringer sind als bei den anfinglichen Konzentrationen. In diesem Fall liegt eine Inhibi-
tion vor, bei der das Substrat Kaliumbromid im Uberschuss das Enzym VaPO-Ci inhibiert. Dabei
wird die Inhibition besonders bei hohen Konzentrationen Kaliumbromid deutlich (100 mM und gr6-
Ber). VaPO-Ci wird somit von Kaliumbromid in einer Substratiiberschussinhibition bei hohen Kon-
zentrationen inhibiert, wihrend Wasserstoffperoxid keine Inhibition mit dem Enzym zeigt. Diese Be-
obachtungen decken sich mit bereits publizierten kinetischen Untersuchungen des Enzyms. Da bei
diesen Experimenten aber je eine Substratkonzentration fix gehalten wurde, konnte kein absoluter
Inhibitionswert ermittelt werden. Auch die tibrigen Werte fiir die maximale Reaktionsgeschwindigkeit
Vmae und die Affinititen der Substrate zum Enzym, K., sind in der Literatur als apparente Werte zu
interpretieren, da hier lokale Maxima der Reaktionsgeschwindigkeit als vm. definiert wurden. Die
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erhaltenen Werte aus dem Fit in dieser Arbeit ergeben sich dagegen aus einem globalen Geschwindig-
keitsmaximum und sind damit priziser. Die hier erhaltenen Werte sind mit publizierten Werten ver-
glichen worden (siche Tabelle 6).

Tabelle 6: Vergleich der kinetischen Parameter aus der zweidimensionalen Michaelis-Menten-Kinetik
der Vo PO-Ci mit Werten aus fritheren Veréffentlichungen

Die Werte aus dieser Arbeit (mittels MeDAC-Assay analysiert) wurden bei einem pH-Wert von pH 6 durchge-
fithrt und ergeben sich aus der erhaltenen Fitfunktion mit Origin. Fir den Vergleich des apparenten ke.-Wertes
mit publizierten Daten wurde eine Konzentration von 10 mM fiir beide Substrate gemil3 den angegebenen
Informationen in den jeweiligen Publikationen angenommen.[?0%. 2] Diese Werte wurden in die Michaelis-Men-
ten-Funktion eingesetzt und der resultierende vma-Wert in die apparente Wechselzahl ke, - umgerechnet. Die
Standardfehler wurden gemial3 klassischer Fehlerfortpflanzungsregeln berechnet. n.a.: nicht angegeben; Fur
Wasserstoffperoxid lag die Inhibitionskonstante bei 2 - 1022 mM und wurde daher mit - markiert

Kinetischer | 2D-Kinetik mit MCD-Assay von MCD-Assay von
Parameter MeDAC-Assay Referenz 1 Referenz
0.12 [mM]
Kyu(Br 0.19£0.04 [mMm 0.026 [mM
(Br) [mAM] 0.007 [mM] [maMj
K.(H20») 1.48+0.23 [mM] <0.005 [mM] 0.003 [mM]
Ki(Br) 56.80+6.97 [mM] n.a. n.a.
Ki(H:03) - n.a. n.a.
Effekti
i et 9.80+0.73 [s7] n.a. n.a.
Apparenter | 7.0+8.9 (Br)[s] 37 (Br) [s] 21.3 (Br) [s]
Keat* 8.510.8 (HO)[s™] 33 (H20y) [s] 15.2 (H20») [s7]

Die Michaelis-Menten-Konstante fiir Bromid Ky (Br) wurde tber die zweidimensionale Kinetik mit
190 uM bestimmt. Wasserstoffperoxid zeigte dagegen eine Konzentration von 1.48 mM als Affinitats-
konstante Kyn(H20,). Wihrend fiir Wasserstoffperoxid fiir die Inhibitionskonstante Ki(H.O,) eine
Konzentration im mehrstelligen Bereich festgestellt wurde, lag dieser Wert fir Bromid Ki(Br) bei
56,8 mM. Fir beide Konstanten gilt ein reziproker Zusammenhang, d.h. je héher der Wert, desto
geringer die Affinitit als Substrat bzw. Inhibitor. Fur Bromid zeigte sich somit eine héhere Affinitit
zum Enzym als fir Wasserstoffperoxid (ca. 10-facher Unterschied). Die hohe Inhibitionskonstante
fiir Wasserstoffperoxid strebt gegen unendlich und deutet damit eine fehlende Inhibitionswirkung fiir
dieses Substrat an. Fiir Bromid wurde dagegen ein Wert innerhalb des Konzentrationsbereichs be-
stimmt. Somit liegt fiir Bromid eine Substratiiberschussinhibition vor, die ab ca. 60 mM die maximale
Reaktionsgeschwindigkeit auf 50 % sinken ldsst. Im Vergleich mit Literaturdaten fillt eine groB3e Dis-
krepanz zwischen den Konstanten, auch innerhalb der Veroffentlichungen selbst, auf. Generell liegen
samtliche Werte im mikromolaren Konzentrationsbereich. Die Ausnahme bildet die Michaelis-Men-
ten-Konstante fiir Wasserstoffperoxid Kx(H>O»), die um das 1000-fache hoher liegt als in der Litera-
tur beschrieben (1.48 vs. 0.005 mM). Dieser Unterschied kann auf andere Reaktionsbedingungen wie
verschiedene pH-Werte in den Puffern zuriickzufihren sein. Tendenziell ist Wasserstoffperoxid eine
instabile Substanz, die in Anwesenheit von Ubergangsmetallen zu molekularem Sauerstoff und Wasser
disproportionieren kann. Da in den meisten Veroffentlichungen or#ho-Vanadat in die Losung gegeben
wird, konnte dies die tatsichlich verfiigbare Menge Wasserstoffperoxid fiir die enzymatische Umset-
zung vermindern. Auch die mit dem MCD-Assay bestimmten geringen Werte sollten mit dem
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Detektionslimit des Assays verglichen werden. Aufgrund fehlender experimenteller Informationen
gestaltet sich der direkte Vergleich der Parameter allerdings schwierig.

Fiir die Wechselzahl ke, wurde ein effektiver Wert fiir die gesamte Kinetik von 9.80 s bestimmt.
Da fiir simtliche Parameter globale Werte bestimmt wurden, ist der direkte Vergleich auch hier mit
Literaturdaten schwierig. Um den Vergleich dennoch zu erméglichen, wurden die (insofern angege-
benen) verwendeten Konzentrationen der Literaturquellen in die 2D-Michaelis-Menten-Funktion mit
den erhaltenen Parametern fir Ky, Kiund v eingesetzt und die daraus erhaltenen Reaktionsge-
schwindigkeiten in apparente Wechselzahlen ke.* umgerechnet. Hierbei zeigte sich neben Unterschie-
den in den Literaturwerten dennoch eine gute Ubereinstimmung (ca. 8 s™' vs. ca. 35 s™). Die Wechsel-
zahl des Enzyms Vo PO-Ci liegt damit im niederen s'-Bereich.”’"

Mit der verwendeten zweidimensionalen Interpretation der kinetischen Daten von VaPO-Ci nach
Michaelis-Menten konnte die postulierte Substratiiberschussinhibition durch Halogenide bestitigt
werden. Erstmalig konnte dieser Wert als effektive Inhibitionskonstante fir Bromid auf 57 mM quan-
tifiziert werden. Far Wasserstoffperoxid wurde keine Inhibition beobachtet. Das Enzym verfiigt iiber
eine hohere Affinitit zu Bromid als zum Wasserstoffperoxid. Mit einer Wechselzahl von ca. 10 s™
handelt es sich bei VaPO-C7 um ein verhiltnismiBig langsames Enzym, das im Bereich humaner Al-
dolasen wie der Aldolase B einzuordnen ist.”™ Um eine Inhibition des Enzyms zu vermeiden ist es
notwendig, die Konzentration des Halogenids im niedrigen millimolaren Bereich zu halten.

Die hier etablierte zweidimensionale Auswertung einer Michaelis-Menten-Kinetik lieferte so effek-
tive kinetische Parameter fiir VoPO-C7 und erlaubte es in Zusammenarbeit mit dem MeDAC-Assay
reproduzierbare Daten fiir Haloperoxidase-Kinetiken zu erhalten.

3.4.3 Stabilitat gegeniiber Temperatur und Lésungsmitteln

Um Haloperoxidasen fiir synthetische Applikationen nutzbar zu machen, ist deren Stabilitit von ent-
scheidender Bedeutung. Fir VoPO-Ci wurden solche Stabilititsuntersuchungen bereits durchge-
fiihrt.” Das Enzym zeichnete sich dabei durch eine hohe Stabilitit gegeniiber Wasserstoffperoxid,
organischen Losungsmitteln und hohen Temperaturen aus. Um die Vertriglichkeit des Enzyms mit
konkreten Anwendungen zu gewihrleisten, wurde die Lager-, Temperatur- und Losungsmittelstabili-
tat bestimmt.

Zur Testung der Lagerstabilitit wurde ein Aliquot des Enzyms im Kihlschrank aufbewahrt und in
regelmalBigen Abstinden einem Aktivititstest mit dem MeDAC-Assay unterzogen. Die Daten wurden
fir den Zeitraum als zusammengefasster Datensatz visualisiert (sieche Abbildung 51).
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Abbildung 51: Lagerstabilitit von VgPO-Cibei 4 °C iiber einen Zeitraum von 42 Tagen

Fiir die Analyse wurden sechs biologische Replikate mit dem MeDAC-Assay untersucht, die Enzyme wurden
nach der Isolation in Assay-Puffer bei 4 °C gelagert. Nachdem die Aliquots zentrifugiert wurden, wurde eine
Probe des Uberstands zum Aktivitdtsnachweis verwendet. Die Proteinkonzentration betrug 223 ug - mI! in

den jeweils verwendeten Proben.

Das Enzym zeigte im Verlauf von tber 40 Tagen eine hohe Retention der Aktivitit. Nach 42 Tagen
lag der Aktivititsverlust bei ca. 16 % relativ zum ersten Tag nach Isolation des Enzyms.

Im nichsten Schritt wurde die Losungsmitteltoleranz des Enzyms untersucht. Hierfiir wurde das
Enzym fir 2 h bei 25 °C in verschiedenen Mischungsverhiltnissen von Assaypuffer und Losungsmit-
tel in geschlossenen Mikroreaktionsgefil3en inkubiert und anschlieBend die Aktivitit bestimmt. Als
Referenz diente eine Probe ohne Losungsmittel, die zeitgleich inkubiert wurde. Neben den in Kapitel
3.1.3 bereits ausgewihlten Losungsmittel (DMSO, MeCN, EtOAc und DCM) wurde die L.osungsmit-
teltoleranz hier zusitzlich auch fur Aceton, Methanol und Ethanol untersucht.
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Abbildung 52: Losungsmittelstabilitit von VcPO-Ci bei verschiedenen Lésungsmitteln und Volu-
menverhiltnissen in Assaypuffer

Das Enzym wurde im angegebenen Verhiltnis mit den korrespondierenden Losungsmitteln fiir 2 h bei 25 °C
inkubiert. AnschlieBend wurde, sofern méglich, die wissrige Phase zur Aktivitdtsbestimmung im MeDAC-
Assay verwendet. Alle Werte wurden auf die Aktivitit einer Positivkontrolle ohne Lésungsmittel normiert. Fir
jedes mit Wasser mischbare Lésungsmittel wurde eine Leerprobe als Vergleich mit MeDAC 49 gemessen, um
solvatochromatische Effekte auszuschlieBen. Dargestellt sind biologische Triplikate als Mittelwerte inklusive
Standardabweichungen. EtOAc: Ethylacetat; DCM: Dichlormethan; MeCN: Acetonitril; MeOH: Methanol; E-
tOH: Ethanol

Fir EtOAc, Aceton, Dichlormethan und Ethanol wurde eine Steigerung der Aktivitit bei zunehmen-
dem Anteil Losungsmittel beobachtet. Dabei lag die relative Aktivitit in nahezu allen Fillen iber
100 %. Fir Acetonitril (MeCN), Methanol und DMSO sinkt die Aktivitit bei hoheren Lésungsmittel-
anteilen. Dieser Effekt ist besonders stark im Falle von Acetonitril.

Da fir keines der Losungsmittel auBBer Acetonitril die Aktivitit bei hohen Lésungsmittelanteilen
unter 50 % bleibt, konnte anhand dieses Experiments gezeigt werden, dass Vo PO-Ci eine hohe Tole-
ranz gegen viele verschiedene Losungsmittel besitzt. Acetonitril zeigt dagegen eine deutliche Inakti-
vierung des Enzyms bei Anteilen Giber 20 Volumenprozent. Der generelle Anstieg der relativen Akti-
vitit lasst sich auf eine verbesserte Solubilisierung des Assaysubstrats oder partielle Entfaltung des
Enzyms zuriickfihren. Im letzteren Fall wiirde das aktive Zentrum fir die Cosubstrate leichter zu-
ginglich gemacht werden, wodurch die Halogenierung insgesamt effizienter erfolgen kann. Die hohen
Standardabweichungen bei einigen Losungsmitteln sind auf Verdampfung der Losungsmittel zurtick-
zufiihren. Bei den geringen Volumina, die verwendet wurden, sind insbesondere fliichtige Losungs-
mittel wie Dichlormethan, aber auch Alkohole fehleranfillig und kénnen so zu Schwankungen bei der
Aktivititsmessung fithren. Generell scheint das Enzym gegentiber geringen Mengen von Methanol
und DMSO sowie Ethanol die gro3te Stabilitit aufzuweisen.

Neben der Untersuchung der Losungsmitteltoleranz wurde VaPO-C7 ebenfalls hinsichtlich seiner
Stabilitit gegeniiber hohen Inkubationstemperaturen charakterisiert. Die Temperaturstabilitit wurde
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in der Literatur mit Werten bis zu 90 °C erfolgreich nachgewiesen. Hierbei ist jedoch festzuhalten,
dass die Inkubation fur finf Minuten erfolgte. Gingige Umsetzungen fiir Halogenierung laufen meist
mehrere Stunden. Aus diesem Grund wurde die Temperaturstabilitit der VoPO-C7 bei verschiedenen
Temperaturen fir 2 h bestimmt. Dafiir wurden analog zur Losungsmittelstabilitit Aliquots des En-
zyms bei der angegebenen Temperatur inkubiert, zentrifugiert und die Restaktivitit abschlieBend mit
Hilfe des MeDAC-Assay quantifiziert. AnschlieBend wurde die relative Aktivitit bezogen auf eine
Positivkontrolle bei 25 °C bei verschiedenen Temperaturen verglichen (siche Abbildung 53).

150= )
Bl 5 min

2h
100+

relative Aktivitat
[%]

50
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25 40 50 60 70 80 90
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Abbildung 53: Temperaturstabilitit von VcPO-Ci. Dargestellt ist die relative Aktivitdt der VoPO-Cr
fiir verschiedene Temperaturen, bezogen auf drei Proben, die fiir 5 min bzw. 2 h bei 25 °C inkubiert
wurden

Die Aktivitit wurde mit Hilfe des MeDAC-Assays bestimmt. Alle Proben wurden als biologische Triplikate
behandelt. Gefullte Sdulen: Aktivitat nach Inkubation fur 5 min; Schraffierte Saulen: Aktivitat nach Inkubation
fir 2 h.

Fir beide Zeitriume konnte bei Temperaturen Gber 70 °C keine eindeutige Aktivitit bestimmt wer-
den. Einzige Ausnahme stellte hier die Probe bei 90 °C nach 5 min dar, die allerdings unter 10 %
relativer Aktivitit lag. Tendenziell zeigte sich ein stirkerer Abfall der relativen Aktivitit nach 2 h In-
kubation als nach 5 min. Die grofite Aktivititsverringerung konnte aullerhalb der hohen Temperatur-
bereiche bei 40 °C beobachtet werden, bei dem die Aktivitat um 70 % nach 5 min bzw. um ca. 80 %
nach 2 h gesunken ist. Die Proben bei 50 und 60 °C zeigten keinen so starken Abfall.

Die eingangs aus der Literatur beobachtete Thermostabilitit von VaPO-C7 konnte mit diesem Ex-
periment bestitigt werden, allerdings ist der Grad der Stabilitit stark abhingig von der Inkubations-
dauer. Bei kurzen Inkubationsphasen, die fir biokatalytische Umsetzung eher unwahrscheinlich sind,
zelgt sich eine bessere Vertriglichkeit, die in bisherigen publizierten Analysen nicht niher untersucht
wurde."”! Die postulierte Stabilitit bei 90 °C konnte allerdings fiir keine der Inkubationsdauern be-
statigt werden. VaPO-C7 ist somit ein Enzym mit moderater, jedoch nicht auf3erordentlicher Tempe-
raturstabilitat.
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3.4.4 Halogenidselektivitat von Vc,PO-Ci

Abhingig vom Oxidationspotenzial des Enzyms und des notwendigen Oxidationspotential des Halo-
genids kann eine HPO verschiedene Halogenide oxidieren. Abhingig vom Halogenid mit dem héchs-
ten Oxidationspotenzial wird das Enzym entsprechend als Chlor-, Brom- oder Iodperoxidase bezeich-
net. Die HPO aus C. znaequalis wurde bereits als Chlorperoxidase charakterisiert und kann somit Chlo-
rid, aber auch Bromid und Iodid aufgrund der geringeren Oxidationspotenziale umsetzen, allerdings
unterscheidet sich die Reaktivitit zwischen den Halogeniden.” Um die Selektivitit des Enzyms zu
vergleichen, wurde die Aktivitit des Enzyms in Anwesenheit gleicher Mengen Bromid und Chlorid
mit dem MeDAC-Assay bestimmt. Die Chlorierung kann dabei mit den nicht-optimierten Wellenlan-
gen des urspriinglichen MeDAC-Assays ebenfalls nachvollzogen werden (siehe Kapitel 5.7.22).P"!

Tabelle 7: Halogenidselektivitit von VaPO-Ci

Die Aktivitit fiir alle Halogenide wurde mit demselben Enzymaliquot mit dem MeDAC-Assay in Triplikaten
bestimmt. Mit der Bromierungsaktivitit als Referenzwert wurde die Aktivitit in Form des Selektivititstaktors
berechnet. Das Reduktionspotenzial bezieht sich auf die Reduktion des elementaren Halogens zum Halogenid
bezogen auf die Wasserstofthalbzelle.

Halogenid Bromid Chlorid
Reduktionspotenzial
(V] 1.07 1.36
Vol. Aktivitit
0. At 16.6 + 4.24 1.14 £ 0.208
[UmL7]
Selektivitidtsfaktor 1 0.069

Im Vergleich der Selektivitit zeigt sich eine hohere Aktivitit fiir Bromid als Chlorid, wobei die Akti-
vitit auf unter 10 % der Bromidaktivitit fallt. Die geringere Umsatzrate fiir Chlorid ist auf das hohere
Oxidationspotenzial des Chlorid-Anions zurtiickzufithren (Unterschied von 0.29 V). Im Vergleich zu
Literaturwerten scheint der Selektivititsfaktor geringer zu sein (0.343).””) Diese Abweichungen kénn-
ten allerdings durch den hoheren pH-Wert von 6.3 verursacht werden, der von Tanaka ef a/. fiir die
Aktivititsbestimmung verwendet wurde.

Insgesamt konnte die Robustheit von VoPO-C7 wie in der Literatur angegeben bestitigt werden.
Das Enzym setzt Bromid schneller um als Chlorid und verfigt Gber ausgeprigte Temperatur- und
Losungsmittelstabilitit. Allerdings treffen diese Befunde nicht fiir lingere Inkubationszeitraume bei
hohen Temperaturen und Lésungsmittel wie DMSO und Acetonitril zu. Mit den etablierten Metho-
den zur biochemischen Charakterisierung von Haloperoxidasen, die anhand des literaturbekannten
Enzyms VcPO-Ci beschrieben wurden, sollten im Folgenden bisher unbekannte HPO-Kandidaten
identifiziert und charakterisiert werden.
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3.5 Identifizierung und Charakterisierung neuer Haloperoxidasen

3.5.1 Bioinformatische Suche nach neuen Haloperoxidase-Genen

Die tberwiegende Anzahl Haloperoxidasen stammt aus marinen Pilzen und Algen und zeichnet sich
durch geringe Loslichkeit in Standardexpressionswirten wie E. co/i und geringer Regioselektivitit aus.
Eine der wenigen Ausnahmen ist die Haloperoxidase NapH1 aus Streptomyces sp. CNQ-525 (siehe
Kapitel 2.4.2). Durch die Identifikation von Haloperoxidasegenen in Bakterien, die sich durch eine
hohe Regioselektivitit auszeichnen sollten, sollten Homologe dieses Gens durch eine genetische Ana-

20921 Dabei kénnten neben neuer bisher unbeschriebener

lyse der Sequenzen identifiziert werden.
Aktivitit fir verschiedene Substrate auch die Produktionsprobleme durch dhnliche Produktionswirte
mutmallich leichter umgangen werden.

Fir die Identifikation neuer Gene wurde die Gensequenz von NapH1 (Uniprot-ID A7TKH27) als
Referenz einer BLAST (basic local alignment search tool)-Suche unterzogen.” Hierbei wurde die Suche
auf Organismen bakteriellen Ursprungs limitiert und ein besonderes Augenmerk auf die konservierten
Aminosduren der bisher bekannten Haloperoxidasen gelegt. Das beste Ergebnis wurde fur eine
Gensequenz aus dem terrestrischen Bakterium Luteitalea pratensis erhalten, einem Bakterium aus der
Abteilung der Acidobakterien. Erste Expressionsstudien zu diesem Gen wurden im Kapitel 3.2.1 be-
schrieben. Im Zuge dieser Analyse wurde die Gensequenz von vepo-Ci und vgpo-Co als Vergleich her-

angezogen (siche Abbildung 54).
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Abbildung 54: Ausschnitt aus dem Sequenzalignement der putativen Vanadium-Haloperoxidase aus
L. pratensis mit literaturbekannten V-HPOs

Das Alignement wurde mit dem Clustal Omega-Algorithmus durchgefiihrt und mit dem Programm Jalview
visualisiert.[303 3041 Dunkelblau: Aminosduren (AS) des aktiven Zentrums, rot: katalytisches Histidin, das eine
koordinative Bindung zum Vanadat-Cofaktor ausbildet. Bereiche mit hoher Sequenzidentitit sind blau hinter-
legt.

Das Alignement zeigte fir die ausgewihlten Aminosduren (AS) des aktiven Zentrums eine sehr hohe
Ubereinstimmung fiir die Sequenz aus L. pratensis mit literaturbekannten Vertretern. Im Falle des His-
tidins, das nicht fur die Koordination des Cofaktors zustindig ist, liegt fur VPO-Lp und NapH1 ein
Serin vor. Da NapH1 trotz hoher Sequenzidentitit mit HPOs nicht-bakteriellen Ursprungs deutlich
andere Selektivititen aufweist, konnte diese Aminosaure eine essenzielle Rolle in der Diskriminierung
der Halogenierungsposition spielen. Aufgrund der hohen Ubereinstimmung der katalytisch relevanten
Aminosduren wurde VPO-Lp als Startsequenz fiir die Generierung eines Homologie-Modells verwen-
det.

Neben dieser Sequenz wurden tber einen dhnlichen Ansatz in Kooperation mit der AG Usadel
(Institut fiir Biological Data Science, HHU Disseldorf) weitere Sequenzen teilweise unbekannter Or-

39 Dabei wur-

ganismen in einem genome mining-Ansatz rekonstruiert und bioinformatisch untersucht.!
den Sequenzen a priori gesammelt und einer Qualititsprifung unterzogen, um ferner verwandte Hal-
operoxidase-Sequenzen literaturbekannter Enzyme zu identifizieren. Aus dieser Sequenzbibliothek

sollten anschlieBend 7z silico Modelle Giber Strukturvorhersage und einen structure feature check generiert
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werden, um die Anwesenheit katalytisch relevanter Aminosiuren sicherzustellen und dabei gleichzeitig
nach nennenswerten strukturellen Anderungen im aktiven Zentrum im Vergleich zu literaturbekann-
ten HPOs zu suchen.

Im Zuge dieser Untersuchungen wurden Homologie-Modelle in Kooperation mit der AG Gohlke
(Institut fur Pharmazeutische und Medizinische Chemie, HHU Disseldorf) anhand der Gensequen-
zen mit der TopModel-Software erstellt.””
wertungskriterium fiir die Qualitit der Homologie-Modelle verwendet (siche Abbildung 55 und Ab-
bildung 56).

I Neben der Sequenzidentitit wurde der TopScore als Be-

[Sargassum_fusiforme] 0.0485307
[Sargassum_vulgare] 0.0341328
[Sargassum_muticum] 0.0341328
[Ascophyllum_nodusm] 0.0749551
[Fucus_distichus] 0.0211149

[Fucus_ceranoides] 0.0211149 i

[Laminaria_digitata] 0.211256 .

: [Saccharina_japonica] 0.211256 .

[Luteitalea_pratensis] 0.440853 X

 MNostoc_mnuum] 037094 | o,

— [Rhodoplanes_roseus] 0.25 .
—

[Methylobacterium_sp.] 0.25
[Deltaproteobacteria_bacterium] 0.282541

 0.1962
0.1424

| 0.1852 |
[ 01240 |
| 0.1711 |

0.1711

0.1467 0.1850

| 0.2936 |
"0.2761 |

Abbildung 55: Vergleich der Sequenzen und Modellqualitit neu identifizierter HPOs, entnommen
aus Porta & Fejzagic et al 3"

Links: Cladogramm ausgewihlter Haloperoxidasegene. Die Sequenzen sind entsprechend der Taxonomie
(Mitte) farblich kodiert: Algen in Braun, Bakterien in Magenta, Cyanobakterien in Cyan und Pilze in Grau. Der
Baum wurde auf der Grundlage der Abstandsmatrix berechnet, die aus den paarweisen Bewertungen (Zahlen
in der mittleren Spalte) erstellt wird. Die Qualitit der Strukturmodelle wird durch TopScore- (zweite rechte
Spalte) und TopScoreSingle-Werte (rechte Spalte) ausgedriickt, wobei geringere Werte und blaue Farbe eine
bessere Qualitit anzeigen. 305
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Abbildung 56: Beispiele fiir Strukturmodelle von Haloperoxidasen mit hoher Qualitit, entnommen
aus Porta & Fejzagic¢ et al 3"

Fir jede taxonomische Gruppe wurde ein Beispiel dargestellt: Sargassum fusiforme fur Algen (A), Luteitalea pratensis
fir Bakterien (B) und Exserohilum turcica fir Pilze (C). Die lokale Qualitit der Modelle wird mit TopScore,
bewertet, wobei eine dunklere blaue Farbe eine bessere Qualitit anzeigt (links).3%% Die beste Vorlage, die fir
jedes Beispiel ausgewiahlt wurde, wird zum Vergleich auch als weil3 gefirbte Struktur angezeigt (rechts). Der
Vanadium-Cofaktor ist als Kugel dargestellt, und die < 5 A davon entfernten Reste sind als Stibchen angege-
ben.

Fir Sequenzen aus Algen zeigte sich tendenziell eine geringe Sequenzidentitit von 55 bis 65 % zu
Zielsequenzen. Ausnahmen bildeten hier die Sequenzen aus Fucus ceranoides und Ascophyllum nodosum
mit 85 und 100 %. Der ideale Wert fir A. nodosum ist auf eine vorhandene Zielstruktur mit identischer
Sequenz zurtickzufithren. Da die Modellierungsvorlagen fiir Algen aus multimeren Komplexen beste-
hen, kénnte dies die geringen Identititen fiir Sequenzen aus Algen erkliren. Die Modellierungen zeig-
ten dabei auch potenzielle Dimerisierungsbereiche an den N-Termini, die ebenfalls darauf hindeuten
konnen.

Modelle fiir Sequenzen aus Pilzen zeigten eine generell hohe Ubereinstimmung von ca. 85 %. Auf-
fallig in den Strukturen ist ein konserviertes Biindel Helices in Nachbarschaft zum aktiven Zentrum
sowie eine B-Haarnadel Faltung, die als moglicher Deckel dienen kénnte. Auffillig fir diese

91



Ergebnisse und Diskussion

Deckelstruktur ist der hohe TopScore-Wert von >0.5, der auf eine gute Modellierungsqualitit fur
diese Bereiche hindeutet.’™

Eine dhnliche Struktur konnte fiir Sequenzen bakteriellen Ursprungs erhalten werden, die einen
dhnlichen Aufbau im aktiven Zentrum zeigten. Im Vergleich zu den Varianten aus Algen war hier eine
weniger zugangliche katalytische Tasche sichtbar. Da am Beispiel von NapH1 bakterielle HPOs mit
hohen Selektivititen identifiziert werden konnten, konnte dieser Unterschied im Aufbau des aktiven
Zentrums ein Selektivititsfaktor sein.”™ Insbesondere die Anwesenheit eines potenziellen Deckels
konnte ein Erklirungsansatz fiir hGhere Substratselektivititen sein.

Im Vergleich der katalytischen Zentren konnten mehrere Untergruppen identifiziert werden, die
sich Organismen-iibergreifend anhand ihrer Ahnlichkeit zusammenfassen lassen. Aus diesen Gruppen
wurde jeweils ein Vertreter fiir biochemische Untersuchungen gewihlt. Zusitzlich wurde die HPO
aus L. pratensis untersucht, da hierbei die gréiten Unterschiede im Homologie-Modell zu allen anderen
Modellen beobachtet werden konnten. Die finale Auswahl der putativen HPO-Sequenzen wurde in
Tabelle 8 zusammengefasst (siche Tabelle 8).

Tabelle 8: Ubersicht der putativen HPO-Sequenzen und ihrer Ahnlichkeiten auf Sequenz- und Strukturebene
Um potenziell neue Selektivititen in HPOs zu identifizieren, wurden bevorzugt Sequenzen aus Algen und Bakterien un-
tersucht. Je geringer der Wert fiir die normierte Distanz im Cluster ist, desto ndher verwandt sind die Sequenzen unterei-
nander. Der TopScore-Wert gibt die Qualitit des Homologie-Modells fiir die entsprechende Sequenz wieder, wobei ge-
ringe Werte eine hohe Qualitit des Homologie-Modells widerspiegeln.

Organismus Taxa Normierte Distanz im Cluster TopScore
L. pratensis Bakterium 0.69 0.188
A. nodosum Alge 0.36 0.143

R. rosens Bakterium 0.57 0.305
F. ceranoides Alge 0.36 0.214
S. fusiforme Alge 0.39 0.134

Die Sequenzen wurden mit den zuvor etablierten Produktions- und Isolationsmethoden fir VoPO-C7
gewonnen und anschlieBend mit Hilfe des MeDAC-Assays auf eine Haloperoxidase-Aktivitit unter-
sucht und wenn méglich biochemisch charakterisiert.

3.5.2 Putative V-HPO aus L. pratensis

Die ausgewihlten HPO-Sequenzen wurden in dem gleichen Expressionsvektor wie das Gen fiir das
Enzym aus C. inaequalis synthetisiert. Zunichst wurde das Enzym aus L. pratensis ndher untersucht.
Vorarbeiten wurden hierbei von Daira Mirel Oropeza Benitez durchgefihrt und im Rahmen ihrer
Bachelorarbeit zusammengefasst.”" Abbildungen und sonstige Daten aus dieser Arbeit werden nach-
folgend gesondert erwihnt.

In ersten Experimenten zur Identifikation geeigneter Expressionsbedingungen konnte festgestellt
werden, dass mit dem etablierten Produktionsprotokoll in E. co/i Arctic Express (DE3) in TB-basier-
tem Al-Medium eine geringe Menge l6slichen Proteins gebildet wird. Aus diesem Grund wurde ein
detaillierteres Screening angesetzt, um die Proteinausbeute bei der Kultivierung zu erhéhen (siche

Abbildung 57).
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Abbildung 57: Expressionsscreening fiir das putative HPO-Gen aus L. pratensis in E. coli ArcticEx-
press (DE3) in TB-AI-Medium

Daten erhoben von D. Oropeza.’% Alle Proben wurden auf eine apparente ODgoo von 1 normiert und zu
gleichen Mengen aufgetragen. Ethanol wurde vor Beginn der Induktion mit 2 % (»/2) als Induktor fiir Chape-
ron-Produktion in der Hilfte der Proben dazugesetzt. Die Hohe der erwarteten Zielbande ist als roter Pfeil
markiert. S: Standard; LV: Leervektorprobe; 1: zellfreier Uberstand, 48 h , 18 °C; 2: Lysat, EtOH-Zugabe, 48 h,
18 °C; 3: zellfreier Uberstand, EtOH-Zugabe, 48 h, 18 °C; 4: zellfreier Uberstand, 72 h, 18 °C; 5: Lysat, EtOH-
Zugabe, 72 h, 18 °C; 6: zellfreier Uberstand, EtOH-Zugabe, 72 h, 18 °C; 7: zellfreier Uberstand, 48 h, 13 °C;
8: Lysat, EtOH-Zugabe, 48 h, 13 °C; 9: zellfreier Uberstand, EtOH-Zugabe, 48 h, 13 °C; 10: zellfreier Ubet-
stand, 72 h, 13 °C; 11: Lysat, EtOH-Zugabe, 72 h, 13 °C; 12: zellfreier Uberstand, EtOH-Zugabe, 72 h, 13 °C.

Im Vergleich der Banden zeigt sich eine generell geringe Bandenintensitit fiir das Zielprotein (ca.
55 kDa, roter Pfeil). Die héchste Intensitit in der 16slichen Fraktion war dabei bei einer Kultivierungs-
temperatur von 13 °C fir 48 h sichtbar (siche Abbildung 57, Bande 9). Bei identischer Temperatur
wurde nach 72 h keine Bande entdeckt (siche Abbildung 57, Bande 12). Méglicherweise ist das Ziel-
protein iiber lingere Zeitriume nicht stabil, weshalb der Expressionszeitraum genauer reguliert wer-
den misste. Die besten Bedingungen (13 °C, 48 h, mit Ethanolzugabe) wurden fir die Anzucht in
grofBerem Mal3stab verwendet und das Zielprotein mittels IMAC isoliert (siche Abbildung 58).
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Abbildung 58: UV/VIS-Chromatogramm und SDS-PAGE der Isolation von VPO-Lp mit einem line-
aren Elutionsgradienten

Daten erhoben von D. Oropeza.306 Im Chromatogramm der Proteinisolation via AKTA (A) ist die Absorption
bei 280 nm gegen das Elutionsvolumen der jeweiligen Fraktionen (als Sdulen nummeriert) aufgetragen. Die

-
3
Iww]
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[mAU]
(jozepiw))o
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Konzentration von Imidazol bei den entsprechenden Elutionsvolumen ist als grine Kurve dargestellt. Die
dazugehorige SDS-PAGE (B) zeigt normierte Proben nach jedem Reinigungsschritt. Die Hohe der zu erwar-
tenden Proteinbande (hier ca. 55 kDa) ist als Pfeil hervorgehoben. S: Standard; US: Lysat nach Ultraschallauf-
schluss; CFE: zellfreier Uberstand; FT: Durchfluss nach Siulenauftragung; Pool: Fr. 6-12 Als Vergleich diente
die Leervektor-Probe (LV). Fiir die Fraktionen 18-22 konnte weder eine Proteinkonzentration noch Haloper-
oxidase-Aktivitit nachgewiesen werden. In den vereinten Fraktionen waren ebenfalls keine Bande im SDS-Gel

sichtbar.

Die SDS-PAGE offenbarte einen hohen Grad an Verunreinigungen in der Elutionsprobe, sowie einen
insgesamt geringen Anteil des Zielproteins am Gesamtproteingehalt der Zellen. Neben dem deutli-
chen Peak bei Fraktion 10 konnte eine minimale Schulter um Fraktion 20 beobachtet werden. Trotz
Auftragung einer konzentrierten Probe konnte keine Zielbande detektiert werden. Der Nachweis von
Haloperoxidase-Aktivitit sowie eine Proteinkonzentrationsbestimmung fiir Fraktionen 18-22 blieben
ebenfalls erfolglos.

Auch nach Optimierung der IMAC mit Stufengradienten (sieche Kapitel 5.4.2) konnte im Eluat nur
wenig Zielprotein mit Verunreinigungen erhalten werden. Aktivititstest mit dem MeDAC-Assay und
den Elutionsproben zeigten zwar eine Abnahme des Startmaterials aber keine lineare Zunahme des
bromierten Produkts (sieche Kapitel 5.7.16). Aus diesem Grund wurde eine HPLC-Probe des Eluats
wihrend einer Aktivititsmessung vorbereitet und auf BrMeDAC-Signale untersucht (siche Abbildung
59).
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Abbildung 59: HPLC-Chromatogramm der Umsetzung von MeDAC zu BrMeDAC durch eine Probe
isolierter VPO-Lp nach 120 s Reaktionszeit

Die Reaktion erfolgte gemil3 Standardbedingungen fiir den MeDAC-Assay (sieche Kapitel 5.4.6), im 15 mL-
Maf3stab. Nach 120 s wurde die Probe vollstindig mit EtOAc extrahiert, eingedampft und in 150 pL einer 1:1
n-Heptan-Isopropanol-Mischung geldst (siche Kapitel 5.6.5). Die beiden sichtbaren Signale sind MeDAC bzw.
BrMeDAC zuzuordnen (R(MeDAC)=9.3 min; R(BrMeDAC)=10.7 min, siche Abbildung 49).

Bei der HPLC-Analyse konnte das Signal fiir das monobromierte Coumarin bei etwa 10.7 min detek-
tiert werden. Bei dem vorliegenden Protein scheint es sich also tatsichlich um eine Haloperoxidase
bakteriellen Ursprungs zu handeln. Die Probleme in der Aktivititsbestimmung kénnten ihren Utr-
sprung in der Anwesenheit anderer E. co/i-eigener Proteine haben, die das Coumarin womoglich oxi-
dieren und damit die Fluoreszenzmessung beeintrichtigen.

Weitere Optimierungsversuche der Reinigung zur biochemischen Charakterisierung erwiesen sich
als fruchtlos. Aus diesem Grund wurde der Fokus der Suche nach neuen Haloperoxidasen auf die

anderen vier ausgewihlten Vertreter gerichtet.
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3.5.3 Putative V-HPO aus R. roseus

Zur Untersuchung der vier weiteren putativen V-HPO-Gene wurde ebenfalls ein initiales Expressi-
onsscreening mit den finalen Bedingungen fiir die Produktion der literaturbekannten Vo PO-C7 aus
C. inaequalis durchgefiithrt. Uber den Vergleich der 16slichen mit der unléslichen Fraktion sollte ein
besonderes Augenmerk auf der Produktion l6slicher Proteine liegen. Die Ergebnisse fiir die vier Kon-
strukte aus R. roseus, F. ceranoides, A. nodosum und S. fusiforme sind nachfolgend zusammengefasst (siche

Abbildung 60).
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Abbildung 60: Vergleich der 16slichen und unléslichen Fraktionen nach Zellaufschluss der vier puta-
tiven Haloperoxidase-Gene mittels SDS-PAGE

Alle Proben wurden auf eine apparente ODgoo von 1 normiert. Aufgrund eines Fehlers in der Probenauftragung
wurde fiir die F. ceranoides-Probe eine neue Probe zusitzlich aufgetragen. S: Standard, R putative V-HPO aus
R. roseus; Sf. putative V-HPO aus S. fusiforme; An: putative V-HPO aus _A. nodosum; Fe. putative V-HPO aus
F. ceranoides; LV: Leervektorkontrolle. Das theoretische Molekulargewicht des jeweiligen Proteins ist durch ei-
nen Rahmen symbolisiert.

Im Vergleich der vier Gene konnte eine signifikante Proteinbande fiir VPO-Rrin der 16slichen Frak-
tion beobachtet werden (ca. 70 kDa). Fir die anderen Konstrukte liegt die Molekularmasse des Ziel-
proteins bei ca. 60 kDa und tberlagert damit mit den coproduzierten Chaperonen des E. co/i Arc-
ticExpress (DE3) Stamms. Im Vergleich mit dem Leervektor zeigt sich allerdings nur eine sehr schwa-
che Bande bei 60 kDa. Ob die Menge produzierter Chaperone von der Anwesenheit eines induzier-
baren Zielgens abhingt oder in den vorliegenden Konstrukten ein hoher Zielproteinanteil enthalten
ist, ldsst sich nicht genauer differenzieren. Aus diesem Grund wurde ein Aktivititstest mit den zell-
freien Lysaten der Proben durchgefithrt. Dabei zeigte lediglich VPO-Rr Aktivitit (siche Kapitel
5.7.17), fir welches die Isolation und Reinigung dieses Proteins optimiert wurde (siche Abbildung 61).
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Abbildung 61: UV/VIS-Chromatogramm und SDS-PAGE der Isolation von VPO-Rr mit einem linea-
ren Elutionsgradienten

Im Chromatogramm der Proteinisolation via AKTA (links) ist die Absorption bei 280 nm gegen das Elutions-
volumen der jeweiligen Fraktionen (als Sdulen nummeriert) aufgetragen. Die Konzentration von Imidazol bei
den entsprechenden Elutionsvolumen ist als griine Kurve dargestellt. Die dazugehorige SDS-PAGE (rechts)
zeigt normierte Proben nach jedem Reinigungsschritt. Die Héhe der zu erwartenden Proteinbande (hier ca.
70 kDa) ist als Pfeil hervorgehoben. S: Standard; US: Lysat nach Ultraschallaufschluss; CFE: zellfreier Uber-
stand; D: Durchfluss nach Siulenauftragung; LV: Leervektorprobe.

Die Fraktion 19 zeigte dhnlich wie fiir die literaturbekannte Vo PO-Ci eine Elution bei einer Imidazol-
konzentration von etwa 60 mM. Fraktionen dieses Elutionspeaks wurden konzentriert und fir die
Bestimmung der kinetischen Parameter des Enzyms sowie weiterer biochemischer Charakterisie-
rungsexperimente verwendet.

Fir die kinetische Betrachtung des Enzyms wurde erneut eine 2D-Michaelis-Menten-Funktion mit
Substratiiberschussinhibitionsterm zur Auswertung verwendet (siche 3.4.2). Das Ergebnis dieser ki-
netischen Analyse ist in Abbildung 62 zusammengefasst (siche Abbildung 62).

97



Ergebnisse und Diskussion

1.0']
0.9
0.8 1
0.9
>0.T' %
x 08 <
<. 067 o
: iy
— 057 =
c 06 .
. 4 3
3 0 o5
— i
= 0.3
0.4
0.2°
0.1

Abbildung 62: Zweidimensionale Michaelis-Menten-Kinetik (siehe Kapitel 3.4.2) der VPO-Rr mit
Substratiiberschussinhibitionsterm nach Gleichung 7 (R*= 0.8), adaptiert nach Porta & Fejzagic¢ et
ali301]

Dargestellt ist die volumetrische Aktivitit des Enzyms in U - mL-! in Abhingigkeit der Konzentration von
Wasserstoffperoxid und Kaliumbromid in mM. Die Punkte in der Abbildung markieren Datenpunkte, die als
biologische Triplikate gemessen wurden. Areale mit roter Firbung symbolisieren besonders hohe Aktivitits-

werte, wihrend eine Blaufirbung Areale mit geringer Aktivitit reprisentiert.

Die Fitfunktion fiir die Kinetik zeigte mit einem R*-Wert von ca. 0.8 eine ausreichend hohe Korrela-
tion zu den Messwerten, um eine Bestimmung der kinetischen Parameter zu erlauben. Die erhaltenen
Werte wurden tabellarisch mit denen der VaPO-Ci verglichen (siche Tabelle 9).

Tabelle 9: Vergleich der kinetischen Parameter von VPO-Rr mit VaPO-Crf
Die Werte fiir vmay, Ky und Ki wurden nach erfolgreichem Fit mit der zweidimensionalen Michaelis-Menten-
Gleichung mit Substratiiberschussinhibition erhalten. Der Wert fiir die Wechselzahl ke, wurde aus dem globa-

len vimax-Wert der Funktion und der eingesetzten Masse des Proteins sowie dem Molekulargewicht des Proteins
(ca. 70 kDa) errechnet.

Enzym ‘ Vimax ‘ Ku(Br) ‘ Ki(Br) ‘ Ku(H202) ‘ Ki(H20) ‘ Keat ‘
[U mL"] [mM] [mMm] [mM] [mM] [s1

VPO-Rr 1.14 + 0.051 0.872 £ 0.112 405 £ 55.1 0.433 £ 0.116 178 + 46.6 1304 £ 58.33

VaPO-C7 | 0.003+0.0002 | 0.19 + 0.046 56.8 + 6.97 1.48 £ 0.238 - 9.8 +0.778
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Fir VPO-Rrkonnten erfolgreich globale kinetische Parameter bestimmt werden. Diese lagen im Falle
der Affinititskonstante Ky fir Kaliumbromid [Kw(Br)] mit 0.872 mM um das Vierfache héher als
beim Homologen Enzym VqPO-Ci Fir die Michalis-Menten-Konstante fiir Wasserstoffperoxid
[Kn(H20,)] konnte dagegen ein geringerer Wert fiir das Enzym aus R. rosexs bestimmt werden
(0.433 mM). Im Vergleich zum Referenzenzym war dieser somit ca. dreifach geringer (1.48 mMm). Da
ein hoherer Wert fur die Affinititskonstante einhergeht mit einer geringeren Affinitit des Substrats
zum Enzym und damit eine schwichere Wechselwirkung aufzeigt, besitzt VPO-Rr eine geringere Af-
finitat fir das Halogenid als VaPO-, dafiir aber eine h6here Affinitit zu Wasserstoffperoxid. Wih-
rend fiir VaPO-C7 keine Inhibition durch Wasserstoffperoxid festgestellt werden konnte, zeigte VPO-
Rreine Inhibitionskonstante Ki(H2O») von 178 mM auf, wodurch das Enzym bei dieser Konzentration
nur noch eine halbmaximale Reaktionsgeschwindigkeit aufweisen kénnte. Ob diese Inhibition auf ei-
nen molekularen Mechanismus oder eine geringe Toleranz des Enzyms gegen das starke Oxidations-
mittel zurtickzufithren ist, kann innerhalb dieses Experiments nicht differenziert werden. Fiir das Ha-
logenid konnte fiir beide Enzyme eine Inhibitionskonstante [Ki(Br)] bestimmt werden. Diese lag fir
VPO-Rr mit 405 mM um etwa das Siebenfache héher als fir VaPO-C7 (56.8 mM). Somit wird VPO-
Rr weniger stark durch Kaliumbromid in einer Substratiiberschussinhibition inaktiviert. Der groB3te
Unterschied in den Parametern wird bei der Wechselzahl ke, deutlich. Hier zeigt VPO-Rr mit 1304 5™
einen ca. hundertfach héheren Wert als die literaturbekannte VaPO-Ci.

Im direkten Vergleich der Enzyme als Katalysatoren fallt auf, dass die in dieser Arbeit erstmalig
charakterisierte vanadiumabhingige Haloperoxidase aus R. rosexs weniger starke Substratiiberschuss-
inhibition als literaturbekannte Enzyme aufweist und mit einem hundertfach héheren ke.-Wert viel-
versprechende Eigenschaften zur Nutzung in synthetischen Applikationen bietet. Der Inhibitionsef-
fekt des Wasserstoffperoxids lasst jedoch Fragen zur Stabilitit des Enzyms offen. Zur genaueren Ein-
ordnung der Stabilitit sollte exemplarisch ein wichtiger Faktor bei Synthesen, die Thermostabilitit,
des Enzyms untersucht werden (siche Abbildung 63).
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Abbildung 63: Temperaturstabilitit der VPO-Rr

Nach einer Inkubation von 2 h bei den angegebenen Temperaturen wurde 1 pL der Enzymlésung nach Zent-
rifugation mit Hilfe des MeDAC-Assay auf HPO-Aktivitit untersucht. Die so erhaltenen Aktivititen wurden
auf die Aktivitit einer Probe aus derselben Enzym-Chatge, inkubiert bei 25 °C fiir 2 h, normiert. Die Messun-
gen erfolgten als biologische Triplikate
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Fir VPO-Rr konnte eine konstante Beibehaltung der Aktivitit bis zu einer Inkubationstemperatur
von 85 °C beobachtet werden. Hierbei sank die Aktivitit um etwa 25 bis 50 %. Auffillig sind allerdings
einzelne Aktivititswerte im Bereich um die 40 °C. Hierbei wurde bei mehrfacher Wiederholung der
Messungen und Inkubationen ein starker Aktivititsverlust bei 40 °C beobachtet werden, der fir die
Proben bei 45 °C nicht so stark ausfiel (ca. 60 % Verlust im Vergleich zu ca. 10 % Verlust). Ein dhn-
licher, wenn auch nicht so stark ausgeprigter Effekt ist bei 70 und 85 °C sichtbar. Auch wenn die
Standardabweichungen fiir diese Werte etwas hoher liegen, scheint hier eine systematische Abwei-
chung vorzuliegen. Eine mogliche Erklirung kénnte eine besondere Fehlfaltung des Proteins in die-
sem Temperaturbereich sein. Bei einer Temperatur um 40 °C kénnte das Protein eine Konformation
einnehmen, die irreversibel zu einem Aktivititsverlust des Enzyms fihrt, beispielsweise durch einge-
schrinkte Flexibilitit des aktiven Zentrums. Bei hoheren Temperaturen (ab 45 °C) konnte diese Fehl-
faltung energetisch so ungunstig sein, dass sie seltener auftritt und somit weniger Aktivititsverlust
beobachtet werden kann. Generell konnte fiir das Enzym aber eine hohe Temperaturstabilitit gezeigt
werden, die vergleichbar mit der des literaturbekannten Enzyms, VaPO-(, ist (siche Abbildung 53).

AbschlieBend sollte die Halogenidselektivitit des Enzyms untersucht werden. Hierzu wurde Kali-
umchlorid und Kaliumbromid als Halogenidquelle im MeDAC-Assay als Substrat eingesetzt und die
Aktivititen miteinander verglichen. Hierbei konnte jedoch keinerlei Aktivitit fir die Chlorierungsre-
aktion detektiert werden, unabhingig von Enzym- oder Halogenidmenge (siche Kapitel 5.7.22). Somit
kann vorerst fiir VPO-Rr nur von einer Bromoperoxidase gesprochen und diese im Nachfolgenden
als VpPO-Rrbezeichnet werden.

Die in diesem Kapitel vorgestellten Ergebnisse konnten im Rahmen einer Publikation zusammenge-
stellt werden.P"!

Im Laufe weiterer Untersuchungen stellte sich heraus, dass das Enzym aus R. roseus trotz hoher
Temperaturstabilitit eine geringe Lagerstabilitit aufwies. Sowohl bei 4 °C als auch bei Raumtempera-
tur (ca. 20 °C) konnte bereits nach 2 Tagen keinerlei Aktivitit mehr fiir das entsprechende Aliquot
nachgewiesen werden. Hierbei wurde auch nach Zentrifugation der Proben Prizipitit in der Losung
sichtbar, das vermutlich auf aggregiertes Protein zuriickzufithren ist. Daher wurde fiir die Etablierung
von Testreaktionen mit der literaturbekannten VaPO-C7 weitergearbeitet.
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3.6 Etablierung eines Testreaktionssystems fiur HPOs

3.6.1 2,6-Dimethylphenol (51) als Testreaktionssystem

Auch wenn die biochemischen Eigenschaften eines Enzyms unter isolierten Bedingungen vielverspre-
chend klingen, kénnen diese aber stark von anderen Prozessparametern beeinflusst werden. Insbe-
sondere im Hinblick auf komplexere Synthesen ist es notwendig, den Katalysator unter realititsnahen
Prozessbedingungen zu betrachten und potenzielle Probleme im Prozess zu identifizieren. Aus diesem
Grund sollte ein Testreaktionssystem etabliert werden, um die Effizienz von Haloperoxidasen als Bi-
okatalysatoren zu evaluieren.

Da Haloperoxidasen meist keine Regioselektivitit in der Halogenierung aufzeigen, ist die Ermitt-
lung der Halogenierungseffizienz des Katalysators schwierig, da auch mehrfache Substitutionsreakti-
onen stattfinden kénnen. Aus diesem Grund wurde ein Molekiil ausgesucht, das aufgrund seiner elekt-
ronischen Figenschaften nur eine aktivierte nucleophile Position fiir die elektrophile aromatische Sub-
stitution aufweist. Bei diesem Molekiil handelt es sich um das kommerziell erhiltliche 2,6-Dimethyl-
phenol (51) (DMP, siche Abbildung 64).

on OH
HaC CH
HsC CH, VePO-CI_ T :
H2C)2y KBr
Br
DMP BrDMP
51 52
OH
oH HsC CH
HsC CH3 V¢iPO-CI s 3
H,0, KCI
Cl
DMP CIDMP
51 53

Abbildung 64: Reaktionsschema des DMP-Testsystems

2,6-Dimethylphenol (51) (DMP) kann bei einer elektrophilen aromatischen Substitution lediglich in para-Stel-
lung ein Halogenid substituieren, da die ortho-Positionen durch die Methylgruppen nicht zur Verfiigung stehen
und die meta-Position desaktivierend wirkt. Abhingig vom eingesetzten Halogenid kann so 4-Brom-2,6-dime-
thylphenol (BrDMP) 52 oder 4-Chlor-2,6-dimethylphenol 53 (CIDMP) erhalten werden.

Im Zuge der Reaktion mit einer HPO kann DMP (51) durch Bromierung oder Chlorierung zu B-DMP
52 bzw. CIDMP 53 umgesetzt werden. Da das Substrat nur einmal halogeniert werden kann, ldsst sich
somit die Halogenierungseffizienz des Enzyms unter Prozessparametern bestimmen. Um den Umsatz
der Reaktion zu bestimmen, wurde die Reaktionslésung mit organischem Losungsmittel (Essigsau-
reethylester) extrahiert und mit einem internen Standard (7-Chlortoluol) an einer GC-MS vermessen
(siehe Abbildung 65 und Kapitel 5.7.4). Um den Umsatz der Reaktion zu bestimmen, wurden die
Referenzsubstanzen bestellt und fiir die Reaktionsbedingungen kalibriert.
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Abbildung 65: Kalibrierung verschiedener Stoffkonzentrationen an der GC-MS, hier am Beispiel von
DMP (51)

Fir jede Konzentration wurde ein Duplikat am Gerit unter identischen Bedingungen gemessen. Die Signalfli-
che des DMP-Signals wurde auf die Signalfliche des 5 mM internen Standards (IS) normiert und gegen die
eingesetzte Konzentration DMP (51) aufgetragen. Die Datenpunkte wurden anschlieBend mit einer linearen
Funktion gefittet (R2=0.99). Die Messungen erfolgten als biologische Triplikate mit zugehdrigen Standardab-

weichungen.

Die erhaltene Kalibrierfunktion zeigte eine sehr gute Ubereinstimmung um den angestrebten Kon-
zentrationsbereich von 10 mM und zeigte Abweichungen fiir Konzentrationen tiber 30 mM. Die er-
haltene Funktion wurde mit den restlichen Kalibrierfunktionen fir B-DMP 52 bzw. CIDMP 53 ver-
wendet, um die Konzentrationen und damit die Umsitze der jeweiligen Reaktion zu quantifizieren.

Da der Umsatz der Reaktion von verschiedenen Parametern abhingig ist, die zum Teil auch selbst
in Abhingigkeit zueinanderstehen kénnen, wurde ein systematischer Ansatz verfolgt, um die Reakti-
onsbedingungen zu optimieren. Hierfur wurde ein design of excperiment (DoE) etabliert, um den Einfluss
der vier Reaktionsparameter (Konzentration der beiden Substrate, pH-Wert und Reaktionszeit) zu
charakterisieren. Der generelle Ablauf des DoE-Ansatzes ist schematisch zusammengefasst (siche Ab-
bildung 60).

102



Etablierung eines Testreaktionssystems fiir HPOs

vor DoE nach DoE

Reaktionszeit Reaktionszeit

c(KBr) C(KBF).

pH pH
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Y

Abbildung 66: Schematische Ubersicht zum DoE-Ansatz zur Reaktionsoptimierung

Die vier Reaktionsparameter (Konzentration der beiden Substrate, pH-Wert und Reaktionszeit), symbolisiert
durch die einzelnen Kugeln, spannen eine Ebene, die den Umsatz der Reaktion widerspiegelt (grau). Nach
Durchfiihrung der notwendigen Experimente fiir das DoE kann diese Ebene im Idealfall durch die Identifizie-
rung besserer Parameter fiir die Reaktion bis zum maximalen Wert getrieben werden.

Fir die Analyse wurde ein surface-response-Ansatz gewihlt, wobei die vier gewihlten Parameter beliebig
kombiniert werden sollten. Fir den pH-Bereich wurden Werte zwischen 4 und 6.5 getestet, um die
Aktivitit des Enzyms zu gewihrleisten (sieche Kapitel 5.7.9). Die eingesetzte Konzentration des Sub-
strats DMP (51) entsprach 10 mM (0.01 mmol). Die Versuche erfolgten in einem Mal3stab von 1 mL
und wurden analog zu den Kalibrierproben extrahiert. Die anschlieBend ermittelten Umsitze wurden
in die Software DesignExpert12 eingetragen und daraus Fitfunktionen fir den Umsatz von DMP (51)
sowie den Umsatz zum bromierten Produkt BrDMP 52 erhalten (siche Abbildung 67 und Abbildung
68).
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Abbildung 67: Predictedvs. Actual Plot des DoE-Ansatzes fiir DMP (51)

Die erhaltene Fitfunktion (Diagonale) ist aufgetragen gegen die tatsdchlich gemessenen Umsitze aus den 46
Experimenten, inklusive Mehrfachbestimmungen. Im Idealfall sollten alle Messpunkte gleichmiBig entlang der
Diagonale verteilt sein. Die Werte wurden einem quadratischen Fit unterzogen. Werte iiber den vorhergesagten
Werten der Funktion sind, relativ zur Differenz, blau, Werte darunter rot dargestellt. R*= 0.41
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Abbildung 68: Predictedvs. Actual Plot des DoE-Ansatzes fiir BrDMP 52
Die erhaltene Fitfunktion (Diagonale) ist aufgetragen gegen die tatsdchlich gemessenen Umsitze aus den 46
Experimenten, inklusive Mehrfachbestimmungen. Im Idealfall sollten alle Messpunkte gleichmiBig entlang der

Diagonale verteilt sein. Die Werte wurden einem quadratischen Fit unterzogen. Werte tiber den vorhergesagten
Werten der Funktion sind, relativ zur Differenz, blau, Werte darunter rot dargestellt. R?>= 0.85
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Im Vergleich beider Fitfunktionen fillt eine systematische Abweichung fiir DMP (51) auf. Hier zeigten
sich groB3e Diskrepanzen zwischen vorhergesagten Umsitzen des Fits und tatsichlich ermittelten.
Tendenziell lag der Umsatz fiir nahezu alle Versuchsreithen recht hoch, konnte aber nicht in Einklang
mit dem Umsatz zum BrDMP 52 gebracht werden. Hier wurde ein Fit mit guter Qualitit erhalten
(R? = 0.85), allerdings lagen die Umsitze bei etwa 50 % bei nahezu allen Bedingungen. Somit scheint
ein Parameter nicht betrachtet worden zu sein, der den Umsatz zu BrDMP 52 mal3geblich beeinflusst.

Bei der Analyse der Chromatogramme fiel auf, dass sich ein minimal verschobenes Signal neben
dem Eduktsignal von DMP (51) im Laufe der Reaktionen bildete (siche Abbildung 69). Das Masse-
zu-Ladungs-Verhiltnis dieses Signals konnte weder dem Edukt noch dem Produkt zugeordnet wer-
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Abbildung 69: GC-MS-Chromatogramm einer Messung der DoE-Versuchsreihe

Dargestellt ist die Messung mit 16 mM KBr, 55 mM H>O: bei einem pH-Wert von 5.5 nach einer Stunde Re-
aktionszeit. Oben: Chromatogramm der extrahierten Probe nach GC-Lauf. Unten: Massenspektrum des Signals
bei einer Retentionszeit von 6.08 min.

Fur das Signal bei etwa 6.08 min konnte ein Molekulpeak von 138 m/z beobachtet werden. Im Vet-
gleich zum Startmaterial und moglichen Produkten wurde eine Hypothese aufgestellt, um welche Ne-
benprodukte es sich generell hierbei handeln kénnte (siche Abbildung 70).
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Abbildung 70: Vermutete Strukturen fiir die Nebenproduktsignale mit Retentionszeiten bei ca.
6.08 min und 8.82 min

Bei den beiden vorgeschlagenen Strukturen handelt es sich um 2,6-Dimethyl-1,4-chinon (54) (DMC) und 2,6-
Dimethyl-hydrochinon 55 (DMHC).

Um die Identitit der Strukturen zu bestitigen, wurden die Referenzsubstanzen an der GC-MS gemes-
sen und mit den Retentionssignalen sowie Massenspektren einer enzymatischen Umsetzung von DMP
(51) in Anwesenheit von Kaliumbromid verglichen (siche Tabelle 10).

Tabelle 10: Vergleich der Retentionszeiten von DMP (51), BrDMP 52, DMC (54) und DMHC 55 mit
den erhaltenen Signalen der enzymatischen Bromierung von DMP (51) mit V¢ PO-Cif
Die Referenzen wurden unter gleichen Bedingungen gemessen wie die enzymatische Probe.

Probe Retentl.onszelt m/z
[min]
DMP-Referenz 6.021 122.1
200.01
BrDMP-Ref .01
rDMP-Referenz 9.010 202.01
DMC-Referenz 6.075 136.06
DMHC-Referenz 8.824 138.1
6.034 122.0
Enzymatische 6.070 136.08
Umsetzung 200.01
981
8.98 202.01

Im Vergleich der Signale lassen sich alle Signale der enzymatischen Bromierung von DMP (51) den
entsprechenden Referenzsubstanzen zuordnen. Lediglich das Signal fir DMHC 55 taucht in der en-
zymatischen Umsetzung nicht auf. Somit scheint es sich bei den Nebenprodukten um DMC(54), das
sich womoglich aus DMHC 55 bilden kann, zu handeln. Der Mechanismus der dahinterliegenden
Oxidation von DMP (51) ist allerdings unklar. Fur diese Konzentration kénnte entweder die Anwe-
senheit von Wasserstoffperoxid selbst reichen oder in einer Enzym-abhingigen Reaktion stattfinden.
Um den Mechanismus der Nebenproduktbildung zu untersuchen, wurden verschiedene Kontrollex-
perimente durchgefthrt. Hierbei lag ein Augenmerk auf der Identifizierung der Oxidationsquelle (mo-
lekularer Sauerstoff oder Wasserstoffperoxid) und der Bedeutung des Enzyms fur die Bildung (en-
zymabhingig oder —unabhingig). Hierbei wurde nicht auf Umsitze, sondern auf die Anwesenheit der
Signale fiir DMC (54) und DMHC 55 geachtet. Die mechanistische Studie ist in einem Reaktions-
schema zusammengefasst (siche Abbildung 71).
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Abbildung 71: Mechanistische Vorschlige zur Bildung von DMC (54) (blau) aus DMP (51)

Zur Bildung von DMC (54) (blau) konnten drei mechanistische Routen formuliert werden. Nach Bromierung
von DMP (51) ergeben sich drei mogliche Reaktionswege: In einer Substitutionsreaktion kénnte Brom durch
eine Hydroxylgruppe substituiert werden, um DMHC 55 zu bilden. Durch anschlieBende Oxidation durch
molekularen Sauerstoff kann DMC (54) gebildet werden. Alternativ kann iiber einen (enzymabhingigen) single
electron transfer SET) ein DMP-Radikal 52-1 am Sauerstoff gebildet werden. Nach Radikalwanderung tiber eine
mesomere Grenzstruktur zum para-Kohlenstoff 52-2 kénnte mit Wasserstoffperoxid ein OH-Radikal addiert
werden 52-3, wodurch nach Abspaltung von Bromwasserstoff DMC (54) gebildet wird. Als letzte Alternative
konnte eine oxidative Addition von Sauerstoff an BrDMP 52 stattfinden. Hierbei kénnte die enzymatisch ge-
bildete hypobromige Siure, Wasserstoffperoxid oder molekularer Sauerstoff als Oxidationsmittel und Sauer-
stoffdonor dienen. Durch anschlieBende Eliminierung von Brom an 52-4 wird Bromwasserstoff und DMC
(54) gebildet. Zur Identifizierung des méglichen Mechanismus sind Kontrollexperimente nétig, um das Oxida-
tionsmittel oder die Art der Oxidation zu bestimmen. Fiir diese Experimente wurden die entscheidenden Mo-
lekiile und Bedingungen (bspw. entgaster Puffer, kein Bromid) rot hervorgehoben.
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Fir alle postulierten Mechanismen muss BrDMP 52 gebildet werden, da kein DMC-Signal mit DMP
(51) detektiert werden konnte. Die Bildung von DMC (54) kann daher im gezeigten Vorschlag entwe-
der durch eine Substitutionsreaktion zwischen Brom und Wasserstoffperoxid, einem single electron trans-
fer- (SET) Radikalmechanismus oder einer oxidativen Addition von Sauerstoff an den Aromaten statt-
finden (siche Abbildung 71, von links nach rechts). Die hervorgehobenen Experimente wurden durch
vollstindige Entgasung des Puffers und Flutung mit Argon sowie Auslassen von Kaliumbromid, Was-
serstoffperoxid oder Enzym durchgefiihrt. Dabei wurden die Bedingungen aus vorherigen Experi-
menten gleichbehalten (siche Tabelle 11).

Tabelle 11: Mechanistische Studie zur Bildung von DMC (54) aus DMP (51)

Abhingig vom Mechanismus wurden mit verschiedenen Startmaterialen bestimmte Komponenten geindert,
um deren Einfluss auf die Bildung von DMC(54) zu bestimmen. Die mechanistischen Vorschlidge sind in Ab-
bildung 71 dargestellt.

Mechanismus Startmaterial Komponente DMC-Signal
Enzym-abhingig DMP (51) ohne Enzym nein
o BrDMP 52 ohne Enzym nein
Substitution y
DMHC 55 entgaster Puffer ja
o BrDMP 52 ohne Bromid nein
Radikalisch - :
BrDMP 52 ohne Wasserstoffperoxid nein
ohne Bromid
BrDMP 52 ’ j
Addition-Eliminierung § entgaster Puffer Ja
BrDMP 52 entgaster Puffer ja

Um die Rolle des Enzyms bei der Bildung von DMC (54) zu kliren, wurde unter den gleichen Bedin-
gungen ein Ansatz mit DMP (51) ohne Enzym angesetzt. Hierbei konnte kein DMC-Signal detektiert
werden. Die Nebenproduktbildung ist somit Enzym-abhingig. Fir die Substitutionsreaktion musste
eine Oxidation des DMHC 55, das sich aus BrDMP 52 bildet, mit molekularem Sauerstoff stattfinden.
Da kein DMC-Signal detektiert wurde, sobald kein Enzym in der Lésung vorhanden ist, kann die
Substitution nicht enzymabhingig stattfinden. DMHC zeigte jedoch auch ein DMC-Signal mit ent-
gastem Puffer und wiirde fiir diesen finalen Teilschritt sprechen. Da in einer Kontrollprobe mit reinem
DMHC aber bereits DMC (54) sichtbar ist, scheint die Oxidation mit Luftsauerstoff besonders schnell
stattzufinden, wodurch das Signal in dem mechanistischen Kontrollexperiment auf Oxidation wih-
rend der Einwaage zurtickfihrbar sein konnte.

Im Falle eines radikalischen Mechanismus miisste ein SET stattfinden, der enzymabhingig ablduft.
In diesem Fall wiirde ein Hydroxyl-Radikal, gebildet aus Wasserstoffperoxid, addiert (siche Struktur
52-3) und nach Eliminierung von Bromwasserstoff zu DMC (54) oxidiert werden. Da sowohl in Ab-
wesenheit von Kaliumbromid als auch Wasserstoffperoxid kein Signal detektiert werden konnte, ist
dieser radikalische, enzymabhingige Mechanismus ausgeschlossen.

Fir den Additions-Eliminierungs-Mechanismus musste enzymvermittelt ein Sauerstoffatom an
BrDMP 52 addiert werden. Das gebildete Epoxid 52-4 wiirde durch eine intramolekulare Ring6ftnung
in der Eliminierung von Bromwasserstoff und Bildung von DMC (54) resultieren. In diesem Fall
wirde der Sauerstoff von Wasserstoffperoxid kommen und enzymabhingig addiert werden. Durch
eine Abwesenheit von Bromid und die Nutzung von entgastem Puffer wire somit die Quelle des
Sauerstoffs am wahrscheinlichsten auf Wasserstoffperoxid zuriickzufithren. Da in diesem Fall ein Sig-
nal detektiert wurde, scheint der Additions-Eliminierungs-Mechanismus die plausibelste Erklirung fir
die enzymabhingige Bildung von DMC (54) zu sein. Phenole wie DMP (51) kénnen somit von
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Haloperoxidasen zu Chinonen weiter oxidiert werden. Inwiefern der Vanadat-Cofaktor die Ubertra-
gung eines Sauerstoffs vom Wasserstoffperoxid zum Zielmolekil dirigiert, konnte allerdings nicht
final bewiesen werden. Hierfiir bieten sich detailliertere Studien wie EPR-Analysen oder Kristallisati-
onsexperimente zur Konstitution des Vanadats im aktiven Zentrum in Anwesenheit von Substraten
wie DMP (51) an. Vanadium-Katalysatoren sind zumindest fiir allylische Systeme sowie Olefine als
Epoxidierungskatalysatoren weitgehend bekannt und kénnten diese Art der Haloperoxidase-Neben-
aktivitit erkliren.P'>"!

Im weiteren Verlauf der Versuche mit Kaliumchlorid als Halogenierungsquelle konnte ebenfalls die
Bildung von DMC (54) beobachtet werden. Die beobachteten Diskrepanzen zwischen Umsatz von
DMP (51) und Umsitzen zu BtDMP 52 bzw. CIDMP 53 lassen sich mit dem stochiometrischen Ver-
brauch des Halogenierungsprodukts fiir die Bildung von DMC (54) erldutern. In einer DoE-Analyse
wurden gute Ubereinstimmungen zum Fit erhalten, die ebenfalls auf einen linearen Zusammenhang
hindeuteten. Der anhand der Untersuchungen innerhalb dieser Arbeit postulierte Mechanismus ist
nachfolgend dargestellt (siche Abbildung 72).

HJ Ho o
o © Addition- _o)
H3C CHj Eliminierung HsC CH, H3C CHj
H30\©/CH3 . - e >
o}

(6]

Br (Br

DMP BrDMP DMC
51 52 52-4 54

Abbildung 72: Postulierter Additions-Eliminierungs-Mechanismus zur enzymvermittelten Bildung
von DMC (54) aus DMP (51)

Da die Bestimmung und Optimierung der Halogenierungseffizienz durch diese Nebenproduktbildun-
gen aber wesentlich erschwert werden, wurde das DMP-System als Haloperoxidase-Testsystem ver-
worfen. Stattdessen wurde eine literaturbekannte Alternative gesucht, um die Haloperoxidase-Reak-
tion zu optimieren.
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3.6.2 Thymol (56) als Testreaktionssystem

Wie Fernandez-Fueyo ef al. zeigen konnten, ist die Haloperoxidase aus C. inaequalis in der Lage Thymol
(56), ein weiteres Phenolderivat, zu verschiedenen Produkten zu bromieren und chlorieren.” Im
Rahmen jener Arbeit konnten semi-priparative sowie praparative Umsetzungen erreicht werden. Da
die Verbindungen chromatographisch ebenfalls gut unterscheidbar sind, wurde analog zum DMP-
System eine Testreaktion mit Thymol (56) etabliert, deren Umsitze tiber GC-MS quantifiziert werden
sollten (siche Abbildung 73 und Kapitel 5.7.5).

OH CHs; OH CHj;
OH CHs OH CHs Br
VePO-Ci CHs Br CHs
CH3 + CH3 +
G HzOz’ KBr ch e H3C
3 Br 3 Br
Thymol 4BrThymol 6BrThymol DiBrThymol
56 57 58 59
OH CH OH CH
OH CHs ® OH CHs . *
Vg PO-Ci CH CH
CHy —————» 3 4 d CH, * 3
H,0, KCI
H-C ' HsC H5;C
3 Ci HsC Ci
Thymol 4CIThymol 6CIThymol DiCIThymol
56 60 61 62

Abbildung 73: Reaktionsschema des Thymol-Testsystems

2 -Isopropyl-5-methyl-phenol (56) (Thymol) kann bei einer elektrophilen aromatischen Substitution in para-
und ortho-Stellung ein Halogenid substituieren, wodurch drei Produkte gebildet werden kénnen: para-Halo-
Thymol, ortho-Halo-Thymol oder Dihalothymol. Abhingig vom eingesetzten Halogenid kann so 4-Bromo-2-
isopropyl-5-methyl-phenol (4BrThymol 57), 6-Bromo-2-isopropyl-5-methyl-phenol (6BrThymol 58) oder 4,6-
Bromo-2 -isopropyl-5-methyl-phenol (DiBrThymol 59) erhalten werden (und analog dazu die chlorierten Va-
rianten, 4ClThymol 60, 6CIThymol 61 und DiClThymol 62).

Aufgrund der héheren Bromierungsrate des Enzyms VaPO-C7 wurde die Bromierung primir fir die
Etablierung des Testsystems mit Thymol (56) betrachtet. Hierfiir wurden kommerziell erhiltliche Re-
ferenzen von Thymol und 4BrThymol 57 an der GC-MS kalibriert (siche Kapitel 5.7.5).

Aufgrund der geringen Loslichkeit von 4BrThymol 57 zeigte die Kalibrierfunktion bei ersten Ver-
suchen bei der Quantifizierung erhebliche Abweichungen im geringen Konzentrationsbereich,
wodurch die ermittelten Umsitze nicht mit denen des eingesetzten Substrats, Thymol (56), in Einklang
zu bringen waren. Aus diesem Grund wurde fir die weiteren Experimente lediglich der Umsatz von
Thymol (56) bestimmt und auf die Anwesenheit der Signale von 4BrThymol 57, 6BrThymol 58 und
DiBrThymol 59 geachtet.

Nach ersten Ansitzen lag der Umsatz der Reaktion ebenfalls bei etwa 50 %. Analog zum DMP-System
wurde daher ein DoE-Ansatz zur Charakterisierung der Parameter und Optimierung der Reaktions-
bedingungen durchgefithrt. Auch hier wurde ein surface response fit und die durch die erhaltene Fitfunk-
tion vorhergesagten Werte des Thymolumsatzes mit den tatsiachlich experimentell erhaltenen Werten
verglichen (siche Abbildung 74 und
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Tabelle 44).

70—

60

50—

Predicted

40—

30—

20—

10—

Actual

Abbildung 74: Predictedvs. Actual Plot des DoE-Ansatzes fiir Thymol (56)

Die erhaltene Fitfunktion (Diagonale) ist aufgetragen gegen die tatsiachlich gemessenen Umsitze aus 46 Expe-
rimenten, inklusive Mehrfachbestimmungen. Im Idealfall sollten alle Messpunkte gleichmiBig entlang der Dia-
gonale verteilt sein. Die Werte wurden einem quadratischen Fit unterzogen. Werte iiber den vorhergesagten
Werten der Funktion sind, relativ zur Differenz, blau, Werte darunter rot dargestellt. R*= 0.235.

Der Vergleich der vorhergesagten und tatsichlich ermittelten Umsitze fiir Thymol bestitigt die vor-
hergegangene Beobachtung. Fir geringe und hohe Umsitze zeigen sich groBBere Abweichungen zwi-
schen Fitfunktion und ermittelten Daten, der Umsatz bleibt in etwa im Bereich von 50 % meist limi-
tiert. Da im Gegensatz zu DMP keine neuen Signale beobachtet werden konnten, wurde nicht von
einer Nebenproduktbildung ausgegangen. Stattdessen deuteten die Diskrepanzen auf eine systemati-
sche Limitation im Reaktionsansatz hin. Zwei mégliche Faktoren wurden fiir diese Hypothese identi-
fiziert. Zum einen kénnte die Stabilitit des Wasserstoffperoxids wihrend der Reaktion problematisch
werden, da eine Disproportionierung die enzymatische Bildung der halogenierenden Spezies beein-
trichtigen wiirde. Zum anderen konnte das Enzym selbst, trotz hoher Stabilitit unter isolierten Be-
dingungen, unter diesen Reaktionsbedingungen inaktiviert werden.!'” "2

Zur Identifikation der vorliegenden Limitierung wurde ein Ansatz unter Standardbedingungen mit
einem Ansatz, dem zusitzlich Wasserstoffperoxid bzw. Enzym in gleicher Menge nach der Hilfte der
angestrebten Reaktionszeit zugesetzt wurde, verglichen. Die erhaltenen Umsitze wurden auf den Um-
satz der Probe unter Standardbedingungen (15 mM Wasserstoffperoxid und Kaliumbromid, 0.05 U
VaPO-C7 10 mM Thymol (56) in BT A-Puffer 100 mM pH 6 fur 3h 20 min) normiert (siche Abbildung
75).
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Abbildung 75: Untersuchung der limitierenden Faktoren fiir den Umsatz von Thymol (56) mit VcPO-
Ci

Der Umsatz einer Kontrollprobe wurde als Referenzwert auf 100 % gesetzt und als Normierungsfaktor fir die
Probe mit zusitzlichem Wasserstoffperoxid (+ H20z) und Enzym (+ Enzym) verwendet. Die Proben wurden
mit 15 mM Wasserstoffperoxid und Kaliumbromid, 0.05 U VaPO-C7 10 mM Thymol (56) in BT'A-Puffer
100 mM pH 6 angesetzt und fiir 3 h 20 min bei 25 °C und 700 rpm inkubiert. Fir die Zugabe von Wasserstoff-
peroxid oder Enzym wurde nach der Hilfte der Reaktionszeit, also 1h 40 min, dieselbe Menge dazugegeben
und weiter inkubiert. Die Bestimmung der Umsitze erfolgte per Auswertung der Signalflichen im GC-MS-
Chromatogramm fir Thymol (56) relativ zum verwendeten 5 mM Standard, »-Chlortoluol.

Durch Zugabe von Wasserstoffperoxid und Enzym nach der Hilfte der angestrebten Reaktionszeit
konnte in beiden Fillen eine signifikante Zunahme des Umsatzes von Thymol (56) beobachtet wer-
den. Im Falle von Wasserstoffperoxid wurde der Umsatz etwa verdoppelt, wahrend bei der Probe mit
zusitzlichem Enzym eine 2.5-fache Steigerung erreicht wurde. Beide Faktoren scheinen somit limitie-
rend auf den Gesamtumsatz der Reaktion zu wirken, wobei der Effekt der Enzymzugabe besonders
auffallig ist. Da das Enzym in dieser Arbeit wie auch in anderen publizierten Daten eine hohe Stabilitat
gegeniiber harschen Bedingungen aufweist, scheint dies nicht unter Prozessbedingungen zu gelten.
Das als Wasserstoffperoxid-resistent bezeichnete Enzym Vo PO-C7 kénnte unter realen Bedingungen
womoglich selbst halogeniert werden und dadurch einen Aktivititsverlust erleiden. Aus diesem Grund
wurde die Menge des Enzyms von 0.05 U pro Reaktion (0.004 mol-%) auf 1 U erhoht (0.072 mol-%).
Um die ideale Konzentration der Cosubstrate zu identifizieren, wurde ein sereening mit verschiedenen
Aquivalenten Cosubstrate durchgefiihrt (siche Abbildung 76).
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Abbildung 76: Screening verschiedener Aquivalente der Cosubstrate Wasserstoffperoxid und Kalium-
bromid zur enzymatischen Umsetzung von Thymol (56) mit Vo PO-Ci

Alle Messungen wurden mit einer Enzymmenge von 1 U (0.072 mol-%) und 10 mM Thymol (56) in 100 mM
BTA-Puffer pH 6 durchgefithrt. Die Proben wurden fir 3 h 20 min bei 25 °C und 700 rpm inkubiert. Die
Bestimmung der Umsitze erfolgte per Auswertung der Signalflichen im GC-MS-Chromatogramm fiir Thymol
(56) relativ zum verwendeten 5 mM Standard, 7-Chlortoluol.

Fir eine Menge von bis zu 3 Stoffmengeniquivalenten Wasserstoffperoxid und Kaliumbromid lagen
die Umsitze bei ca. 60 %. Ab vier Aquivalenten wurde ein Umsatz von etwa 70, fiir fiinf Aquivalente
ein Umsatz von etwa 90 % erreicht. Somit konnte durch eine Optimierung der Cosubstrat- und En-
zymbeladung in der Reaktionslésung der Umsatz auf 90 % gesteigert werden.

Mit diesen optimierten Bedingungen wurde die Bromierung von Thymol (56) mit der Chlorierung
verglichen, um den Zugang zu chlorierten Derivaten zu erméglichen. Fur die Auswertung der Chlo-
rierungsreaktionen wurde analog zur Bromierung der Umsatz von Thymol (56) mit Hilfe der eingangs
gezeigten Kalibrierfunktion bestimmt. Der Umsatz der enzymatischen Chlorierung von Thymol (56)
wurde mit einer Bromierungsprobe verglichen (siche Tabelle 12).

Tabelle 12: Vergleich der enzymatischen Bromierung und Chlorierung von Thymol (56) mit VcPO-
Ci

Alle Messungen wurden mit einer Enzymmenge von 1 U (0.072 mol%) und 10 mM Thymol (56) in 100 mM
BTA-Puffer pH 6 durchgefihrt. Die Proben wurden fur 3 h 20 min bei 25 °C und 700 tpm inkubiert. Die
Bestimmung der Umsitze erfolgte per Auswertung der Signalflichen im GC-MS-Chromatogramm fiir Thymol
(56) relativ zum verwendeten 5 mM Standard, 7-Chlortoluol. Fiir Umsitze, die jenseits von 87 % liegen liefert
die Kalibrierfunktion keine zuverlissigen Werte, weshalb solche Werte als ,,>90 % angegeben wurden.

| Bromierung Chlorierung

Umsatz Thymol
[“o] >90 80

Die Chlorierung von Thymol (56) in Anwesenheit von Kaliumchlorid zeigte ebenfalls die Bildung der
drei erwarteten Chlorierungsprodukte. Mit 80 % lag diese aber unter dem Umsatz der enzymatischen
Bromierungsreaktion (>90 %). Auffillig war zudem die identische Regioselektivitit zwischen beiden
Halogenierungen. Die bevorzugten Produkte waren die 4-Halo-Thymole 57 und 60, gefolgt von den
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6-Halo-Thymolen 58 und 61 und Di-Halo-Thymolen 59 und 62. Bei lingeren Inkubationszeiten
wurde auch die vermehrte Bildung der Di-Halo-Thymole 59 und 62 beobachtet. Damit scheint die
Halogenierung mit Haloperoxidasen den Regeln der chemischen Halogenierung mit elektrophilen
Spezies wie NBS/NCS zu folgen. Dies steht in Einklang zu dem postulierten Mechanismus der Bil-
dung elektrophiler Halogenierungsagenzien wie hypohalogeniger Siure durch die Enzyme, welche die
eigentliche Halogenierung des aromatischen Substrats durchfithren (sieche Kapitel 2.4.2).

3.6.3 HPO-vermittelte O-Methylierung von Thymol

Zur weiteren Optimierung der Reaktivitit von HPOs wurde der Einsatz von Detergenzien untersucht.
Hier konnte von Naapuri ez a/. gezeigt werden, dass der Einsatz des Detergens Cetyltrimethylammo-

niumbromid (CTAB) als Phasentransferkatalysator zu hohen Ausbeuten aufgrund der Léslichkeitser-

[238

hohung der eher wasserunloslichen Substrate fithrt. 1 Aus diesem Grund wurde der Umsatz von

Thymol (56) in Anwesenheit des Detergens CTAB untersucht. Unter Beibehaltung der optimierten
Reaktionsbedingungen (siche Kapitel 3.6.2) wurde dabei ein neues Signal im GC-MS Chromatogramm
beobachtet (siche Abbildung 77).
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Abbildung 77: GC-MS-Chromatogramm der Vo PO-Cikatalysierten Umsetzung von Thymol (56) in
Anwesenheit von 10 mM CTAB

Von oben nach unten: Roh-Chromatogramm,; isoliertes Chromatogramm des IS; isoliertes Chromatogramm
der unbekannten Verbindung mit einer Masse von 242.03; Massenspur des Signals bei 10.415 min.

Das Massenspektrum des beobachteten Signals bei 10.4 min warf dabei Fragen beztglich des Ur-
sprungs dieses Signals auf. Fur die detektierte Molekiilmasse von 242.03 m/z konnten ausgehend von
Thymol (56) zwei potenzielle Strukturen formuliert werden. Mithilfe der m/z-Vorhersage in
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ChemDraw (PerkinElmer Informatics) wurden die Massensignale mit den experimentell bestimmten
verglichen (siche Abbildung 78).

) HsCo
OH CHj V¢PO-Ci N0 CH,4 : OH CHj
5 Aq H>0,, KBr I
CHg > CHs oder CHs
100 mM BTA pH 6 HAC
H3C 10 mM CTAB HsC S
3h 20 min, 25 °C Br
0.01 mmol 700 rpm
Thymol 4BrTME
56 63 64
m/z: 242.03 (100.0 %), m/z: 244.01 (100.0 %)
244.03 (97.5 %), 246.01 (97.7 %),
243.03 (11.9 %), 245.01 (10.9 %),
245.03 (11.8 %) 247.01 (10.7 %)

Abbildung 78: Potenzielle Molekiile, die dem GC-MS-Signal bei 10.4 min zugrunde liegen kénnen
Die vorhergesagten m/z-Signale wurden mit Hilfe des integtierten Werkzeugs in ChemDraw (PerkinElmer
Informatics) bestimmt. Die detektierte Masse von 242 m/z korrespondiert mit dem monobromierten Produkt
4-Br-Thymol 63 und einer zusitzlichen Methylgruppe, die als Methoxygruppe votliegen kénnte, oder mit dem
6-Br-Thymol 64, das an der 4-Position hydroxyliert wurde.

Die erhaltene Masse von 242 m/z kann prinzipiell fiir die Anwesenheit eines O-methylierten und ein-
fach bromierten Produktes oder eines doppelt hydroxylierten monobromierten Produktes sprechen.
Im Vergleich der vorhergesagten m/z-Signale mit den experimentell bestimmten wird deutlich, dass
das vorhergesagte Intensititsmuster des O-methylierten Produktes nahezu vollstindig mit dem expe-
rimentellen Datensatz tibereinstimmt. Nach Messung der kommerziellen Referenz dieses 4-Bromthy-
molmethylether (4BfTME 63) konnte die Identitit des Molekiils per GC-MS und "H-NMR-Analyse
bestitigt werden (siche Kapitel 5.7.18). Somit scheint unter den gegebenen Bedingungen eine O-Me-
thylierung von 4BrThymol 57 zu erfolgen. Bisher gibt es allerdings keine Erkenntnisse dafiir, dass
Haloperoxidasen Methylierungsreaktionen vermitteln kénnen. Aus diesem Grund wurden Kontroll-
experimente in An- und Abwesenheit des Enzyms mit CTAB als Detergens durchgefiihrt. Lediglich
in Anwesenheit des Enzyms Vo PO-C7 konnte die Bildung von 4BfTME 63 beobachtet werden.

Mechanistisch betrachtet kénnte die Bildung von 4BrTME 63 tiber zwei Wege ablaufen: Ein zwei-
tes Thymol-Molekil kénnte in einer Umlagerungsreaktion eine der Methylgruppen der Isopropylein-
heit wandern lassen und den Ubertrag auf die OH-Gruppe des 4BrThymol 57 vermitteln. Dabei wiirde
der apparente Umsatz des Thymols in der Reaktion steigen, da pro Molekiil 4BrTME 63 zwei Thymol-
Molekiile bené6tigt wiirden. Die Alternative wire eine Methylgruppentibertragung durch Essigsiure,
die als Gegenion im BT A-Puffer verwendet wird. Durch die hohe Abundanz des Molekiils wire hier
keine Limitation fir die Methylierung gegeben. Ein Vergleich mit publizierten Synthesen fiir die Ge-
nerierung von 4BfTME 63 aus 4BrThymol 57 offenbarte die Nutzung von elementarem Brom, Es-
sigsaure und Natriumethylat oder die Nutzung von mefa-Vanadat, Wasserstoffperoxid, Kaliumbromid
und Perchlorsiure.P'" " Fiir beide Synthesen zeigen sich gleiche oder dhnliche Reagenzien wie die
tir die biokatalytische Halogenierung verwendeten.

Zur Untersuchung des Mechanismus sollte der Ursprung der Methylgruppe identifiziert werden.
Hierftr wurden verschiedene Puffer bei verschiedenen pH-Werten und verschiedenen Substraten in
An- und Abwesenheit von CTAB getestet. Neben Thymol (56) sollte 2,5-Dimethylphenol 64 getestet
werden, um den Ursprung der Methylgruppe auf die Isopropyleinheit des Thymols zurtickzuftihren.
Als weiteres Substrat wurde der Thymolmethylether 65 (TME) verwendet, um eine Positivkontrolle
einzufiihren. Zur Validierung der Hypothese beztliglich der Rolle der Essigsdure als potenzieller
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Methylgruppendonor wurden MES-Puffer und Citratpuffer als Reaktionspuffer verwendet. Fiir die
Auswertung der Versuche wurden die Reaktionsansitze (gemil3 optimierter Bedingungen aus Kapitel
3.6.2) per GC-MS analysiert. Das Hauptaugenmerk lag dabei auf der Detektion des 4BfTME 63-Sig-
nals bei 10.4 min. Die Ergebnisse wurden in einer Ubersicht zusammengefasst (siche Tabelle 13).

Tabelle 13: Ubersicht der getesteten Bedingungen zur Identifizierung des Ursprungs der O-Methyl-
ierung fiir 4BrThymol 57

Alle Reaktionen wurden in einem Milliliter mit 50 mM Wasserstoffperoxid und Kaliumbromid mit 1 U Vg PO-
Ci fiar 3h 20 min bei 700 rpm und 25 °C inkubiert. Die Extraktion erfolgte analog zu vorherigen Experimenten
mit EtOAc in Anwesenheit des Kalibrierstandards z-Chlortoluol (5 mM). In den Chromatogrammen wurde
nach dem Signal fiir 4BrTME 63 (10.4 min) bzw. dem analogen Signal fiir 2,5-DMP 64 gesucht und unabhingig
von der Signalintensitit notiert. Ausschlaggebend war ein Vergleich der Spektren mit der Probe bei pH 6 in
BTA-Puffer ohne Zusatz von CTAB.

Substrat Puff CTAB
[;:) ;;Z‘] 1 03 n:;d] pH o] O-Methylierung am bromierten Produkt
Citrat 5 - Nein
Citrat 5 10 Ja
Thymol (56) :
BTA 5 - Nein
OH CHs
BTA 5 10 Ja
CH;
e BTA 6 - Ja
’ . BTA 6 10 Ja
MES 6 - Nein
MES 6 10 Ja
2,5-DMP 64 BTA 6 - Ja
OH BTA 6 10 Ja
CH3
MES 6 - Ja
HsC
MES 6 10 Ja
64
TME 65 BTA 6 - Ja
HiCso CH,
ol BTA | 6 10 Ja
H3C
65

Fir einige Ansitze zeigte sich eine Abhangigkeit von CTAB fur die Bildung von 4BfTME 63. Aus-
nahmen bildeten die Umsetzung in BTA (pH 6) bei Thymol (56) und 2,5-DMP 64 als Substrat, bei
denen ein Signal fiir das O-methylierte Produkt in Abwesenheit von CTAB detektiert wurde. Neben
Thymol (56) zeigte damit auch 2,5-DMP 64 das entsprechende O-methylierte Nebenprodukt der Bro-
mierungsreaktion durch VoPO-C7, wihrend fur TME 65 als Substrat 4BrTME 63 nachgewiesen wer-
den konnte. Somit scheint die Methylgruppe nicht von einem weiteren Thymol-Molekiil zu stammen,
sondern einen anderen Ursprung zu besitzen. Im Vergleich der Puffersysteme konnte sowohl in MES
als auch in Citrat ebenfalls die Bildung von 4BfTME 63 beobachtet werden. Somit schien Essigsdure
nicht als Methylgruppendonor relevant zu sein. Da das Enzym jedoch in Assaypuffer gelagert wurde,
ist in jedem der hier gezeigten Ansitze Hssigsiure vorhanden. Im Rahmen dieses Experimentes kann
daher die Rolle der Essigsiure nicht eindeutig geklirt werden. Die Rolle von CTAB scheint sich aber
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mit der Hypothese als Loslichkeitshelfer zu bestitigen. Auch wenn es nicht zwingend notwendig ist,
um 4BrTME 63 zu bilden, wurde das Nebenprodukt mehrheitlich in Ansitzen mit CTAB beobachtet,
und diesen Fillen meist auch als stirkeres Signal im Vergleich zu Proben ohne Detergens (siche Ka-
pitel 5.7.18).

Um die Rolle der Essigsdure fiir die Reaktion eindeutig zu kliren, wurde ein Deuterierungsexperi-
ment mit vollstindig deuterierter Essigsiure (d6-Essigsiure) durchgefiihrt. Uber einen Vergleich der
"H-NMR-Spektren sollte so der Ursprung der Methylgruppe bestimmt werden. Falls diese von Essig-
sdure stammt, wirde im Vergleich der Spektren des deuterierten und nicht-deuterierten Ansatzes das
Signal der Methoxygruppe nicht bzw. kaum sichtbar sein.

Es wurde vollstindig deuterierter BT A-Puffer (DO und d6-Essigsaure), inklusive aller Stammlo-
sungen, in einem Ansatz mit nicht-deuteriertem BTA-Puffer verwendet und analog zu vorherigen
Liufen analysiert. Trotz Verwendung gleicher Ausgangslésungen konnte lediglich fir den nicht-deu-
terierten Ansatz ein Signal fir 4BfTME 63 detektiert werden. Eine Analyse per GC-MS zeigte, dass
der deuterierte Ansatz mit Thymol (56) zu keinem messbaren Umsatz fithrte. Erst bei Inkubationen
tber 6 h konnten minimale Signale fir die Bromierungsprodukte 4BrThymol 57 und 6BrThymol 58
detektiert werden, jedoch nicht fir 4BrTME 63. Die Nutzung deuterierter Puffer scheint somit die
Aktivitit von VaPO-C7 massiv zu beeinflussen. Nach Einsatz der dreifachen Enzymmenge (3 U,
0.216 mol%) unter Beibehaltung aller sonstigen Parameter konnte ein Signal fiir 4BrTME 63 detektiert
werden. Nach Aufbereitung der Probe fiir eine NMR-Analyse zeigte sich kein Signal fir die Methyl-
gruppe der Methoxygruppe (siche Abbildung 79, vergleiche mit NR-Daten aus Kapitel 5.7.18).

117



Ergebnisse und Diskussion

A

7.0x107
8.5x10"
8.0%10™
5.5x10"
5.0x10™-
4.5%107
4.0x10
3.5%10™
3.0x10™
2.5%10™
2.0%10™
1.5x10™-
10210, o

5.0x10%

5.0x10%

1b
HyC_ 1a 22
3¥~0° CH,
1 2a
6 5 CH
5a 2a"
HiC5NF °
r
4a

5347

1228

10422

12000 12507

1 (5) 2 (hept w49
T 3.20 232 1.15
JL M, JIL AL
& g g 8
1b -3 Sa

i e

a0 35 40 45 50 55 8.0 85 70 75 a0

Abbildung 79: Deuterierungsversuch zur Identifikation des Methylgruppendonors von 4BrTME 63

A: GC-MS-Chromatogramm der Umsetzung von Thymol (56) mit VaPO-C7 in Anwesenheit von CTAB in deuteriertem BT A-Puffer. B: TH-NMR-Spektrum der kom-
merziellen Referenz fir 4BrTME 63. C: IH-NMR-Spektrum des deuterierten Ansatzes aus A. Die Kohlenstoffatome wurden durchnummeriert und fiir die Zuweisung
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Etablierung eines Testreaktionssystems fiir HPOs

Durch die Anwesenheit der anderen Produkte, 4BrThymol 57 und DiBrThymol 59, sind die nicht-
deuterierten Gruppen wie 2a‘ und 2a“ nur knapp iiber dem Hintergrundsignal sichtbar, da die Signal-
intensitit der beiden reinen Halogenierungsprodukte zu dominieren scheint. Dennoch sind die Signale
der Isopropylgruppe im 'H-Spektrum sichtbar, wihrend das Signal der Methoxygruppe zu fehlen
scheint. Das "C-Spektrum des Ansatzes zeigte aufgrund der geringen Mengen und fehlenden Isolation
des Produktes keine klaren Signale (siche Kapitel 5.7.18, Abbildung 111). Allerdings stimmte das Mas-
senspektrum fir die deuterierte Methoxygruppe des 4BrTME 63 mit der Vorhersage iiberein (siche
Kapitel 5.7.18, Abbildung 110). Somit scheint die Methylgruppe von der Essigsdure tbertragen zu
werden. Da die gingigsten Methylierungsreaktionen tiber radikale Mechanismen verlaufen, wurde ein
moglicher Mechanismus, basierend auf einer radikalischen Reaktion, fir die HPO-vermittelte O-Me-
thylierung von 4BrThymol 57 postuliert (siche Abbildung 80).
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Abbildung 80: Mechanistischer Vorschlag fiir die Haloperoxidase-vermittelte O-Methylierung von
4BtThymol 57

Der Mechanismus verlduft in diesem Beispiel radikalisch und ist an die Hunsdieker- bzw. Kochi-Reaktion an-
gelehnt.B12 Im ersten Schritt findet eine heterolytische Spaltung von elementarem Brom statt. Das Brom
stammt dabei von der Haloperoxidase, die neben hypohalogenigen Sduren in geringen Mengen auch elementare
Halogene erzeugen kann.[?3+29] Das Bromidion addiert wie tblich an das Cycloperoxo-Intermediat des Vana-
dats im aktiven Zentrum der Haloperoxidase und fithrt zur bekannten Oxidation des Bromids zu hypobromiger
Sdure (siche Kapitel 2.4.2). Das positiv geladene Bromonium wird nukleophil von deprotonierter Essigsaure
angegriffen, sodass Bromessigsdure entsteht. Diese kann dann durch eine Radikalisierung, vermittelt durch das
Enzym oder Licht, zu Kohlenstoffdioxid und je einem Brom- und Methylradikal zerfallen. Das Bromradikal
konnte in einem Folgeschritt die freie OH-Gruppe des 4BrThymol 57 angreifen und dabei ein Sauerstoffradikal
erzeugen, wihrend Bromwasserstoff gebildet wird. Im letzten Schritt wiirde das Methylradikal mit dem Sauer-
stoffradikal kombiniert und zum beobachteten Endprodukt, 4BrTME 63, umgesetzt werden.

Der Methylgruppentransfer konnte dabei tiber die Bildung von Bromessigsidure laufen, die dann in
einer radikalischen Reaktion decarboxyliert wird und 4BfThymol 57 zu 4BrTME 63 und
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Bromwasserstoff umsetzt. Der hier vorgeschlagene Mechanismus lisst dennoch einige Fragen offen.
Zentraler Schritt wire in diesem Fall die Radikalbildung der Bromessigsaure, die hier enzymabhangig
eventuell durch das Vanadat oder lichtabhingig stattfinden konnte. Da die Reaktionen zwar innerhalb
eines Reaktionsgefif3schiittlers lichtgeschiitzt inkubiert wurden, aber fir die Pipettierschritte mit Licht
in Kontakt kommen, kann Lichtenergie als Radikalstarter nicht ausgeschlossen werden. Fiir Vanadium
sind bisher lediglich Radikalmechanismen bekannt, bei denen freie OH-Radikale gebildet werden kon-
nen.P" Fiir vanadiumabhingige Haloperoxidasen konnte eine Radikalbildung mit VaPO-C fiir 2,2'-
Azino-bis(3-ethylbenzthiazolin)-6-sulfonsiure (ABTS) beobachtet werden.”'* Diese Indizien zeigen,
dass die Bildung von 4BrTME 63 tatsiachlich eine radikalische Nebenreaktion des Vanadat-Coenzyms
sein konnten. Falls zutreffend, konnte hier auch ein OH-Radikal Bromessigsaure zu Kohlenstoffdi-
oxid, hypobromiger Sdure und einem Methylradikal zerfallen lassen. Fiir beide Fille wiirde aber eine
strikte Konzentrationsabhingigkeit der Radikalrekombination gelten, die tiber entsprechende Kon-
zentrationsvariationen innerhalb einer Reaktionskinetik nachweisbar sein sollten.

Eine Alternative zum radikalischen Mechanismus stellt die Generierung eines Methylkations dar.
Methylkationen lassen sich allerdings nur unter Verwendung stark polarisierter Verbindungen wie
SAM generieren und scheinen im Rahmen dieser Reaktionszusammensetzung besonders unwahr-
scheinlich. Eine dhnliche Reaktion mit einem solchem Mechanismus ist fiir VaPO-C7 beschrieben.
Dabei wurden jedoch Zimtsiure und Derivate einer decarboxylierenden Bromierung in einer Huns-
diecker-dhnlichen Reaktion unterzogen.”" Da im Fall von Thymol (56) keine o, B-ungesittigte Bin-
dung vorliegt, kann dieser Mechanismus nicht berticksichtigt werden. Vielmehr sprechen die Arbeiten
von Li ez al. fur die Generierung der intermedidren Bromessigsiure, die dann eine Decarboxylierung
erfahrt und zu den postulierten Radikalen zerfallt.

Im hier gezeigten mechanistischen Vorschlag wire die eingesetzte Sdure austauschbar, da die Me-
thylierung tber das entsprechende Radikal nach der Decarboxylierung erfolgen wiirde.

Als zusitzliches Experiment wurde deshalb statt Essigsdure Propionsaure als Sdure im Bis-TRIS-
Puffer verwendet (BTP). Bei diesem Versuch konnte allerdings kein entsprechendes ethyliertes (oder
methyliertes) BrThymol-Signal detektiert werden. Ob der Transfer von Kohlenwasserstoffgruppen
nur auf Methylgruppen beschrinkt ist oder Propionsdure im Gegensatz zu Essigsdure keine radikali-
sche Reaktion unter diesen Bedingungen eingehen kann, bleibt unklar. Vorerst kann die O-Methylie-
rungsaktivitit von VaPO-C7 lediglich auf Essigsdure zuriickgefiihrt werden.

Bei der Suche nach geeigneten Testreaktionssystemen fiir vanadatabhingige Haloperoxidasen
konnte ein Thymol-basiertes System fiir Vo PO-C7 adaptiert und optimiert werden. Zusitzlich konn-
ten durch Untersuchung verschiedener Testreaktionssysteme (basierend auf DMP (51) oder Thymol
(56) verschiedene Nebenaktivititen von VaPO-C7 beobachtet werden. Durch systematische, experi-
mentelle Studien konnten die zugrundeliegenden Mechanismen der beobachteten Oxidations- bzw.
O-Methylierungsreaktionen postuliert werden.
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3.7 Modifikation der Regioselektivitit von Vc/PO-Ci

In den bisher beschriebenen Experimenten konnte keine Regioselektivitit der Halogenierung abseits
der chemischen Vorhersage durch Vo PO-Ci festgestellt werden. Da die Regioselektivitit der Haloge-
nierung fixiert zu sein scheint, wurden zwei Hypothesen untersucht, mit denen die Regioselektivitat
des Enzyms adaptiert werden sollte. Diese Methoden umfassen ein rationales Design des aktiven
Zentrums der VaqPO-Ci und die Verwendung alternativer Ubergangsmetalle als Coenzyme. Hierfiir
wurde zuerst eine mogliche Substratbindetasche in Vo PO-C7 mittels docking-Studien gesucht.

3.7.1 Molekulare docking-Studie zur Suche nach Substratbindetaschen in Vc/PO-Ci

Docking beschreibt die bioinformatische Analyse moglicher Bindungsstellen eines Liganden an eine
Zielstruktur, in den meisten Fillen an ein Protein. Mit Hilfe dieser Analysen kann die Wirksamkeit
eines Wirkstoffs oder die Affinitit eines Substrats zum Enzym abgeschitzt und fir detailliertere An-
passungen verwendet werden.”'”" Als Grundlage fiir ein mégliches Design einer regioselektiven
HPO wurde eine docking-Studie mit dem HADDOCK (High Awmbiguity Driven protein-protein DOCKing)-

t.P1% 3 Dafiir wurden verschiedene Modellsubstrate verwendet, die an belie-

Webserver durchgefiihr
bigen Positionen im Enzym gebunden werden sollten. Die besten Ergebnisse des jeweiligen dockings

wurden zwischen allen Substraten verglichen (siche Abbildung 81).

A B

Q220 o~ 9}

Substrate

Abbildung 81: Ergebnisse des molekularen dockings von DMP (51), Thymol (56) und BrDMP 52 mit
HADDOCK

Das docking wurde mit Hilfe des Webservers der docking-Software HADDOCK durchgefiihrt.138, 320) Hierbei
wurden Parameter zur Bindung niedermolekularer Liganden an Proteinstrukturen verwendet (siche Kapitel
5.5.2). Als Vorlage fiir die Proteinstruktur diente die Kristallstruktur der VaPO-Ci (PDB-Code: 1VNC) mit
Vanadat-Cofaktor (Kugelmodell). Die erhaltenen Strukturen mit Substrat wurden anhand ihres Z- und HAD-
DOCK-scores gewertet. Fir die Substrate DMP (51) (A), Thymol (56) (B) und BrDMP 52 (C) wurde das Cluster
mit dem jeweiligen besten Wert als Vergleichsstruktur verwendet. Alle drei Substrate wurden in einer iiberla-
gerten Ansicht (D) innerhalb der putativen Bindungstasche dargestellt.

121



Ergebnisse und Diskussion

Um falsch-positive Ergebnisse im docking zu identifizieren, wurden zwei im Vergleich gré3ere Verbin-
dungen, der Indolalkaloid-Naturstoff Physostigmin und das Tripyrrol-Alkaloid Prodigiosin, die im
Arbeitskreis Ziel verschiedener chemischer und enzymatischer Umsetzungen sind, als Kontrollsub-
strate verwendet. Im Vergleich zeigte sich die Bindung kleinerer Substrate wie DMP (51) und Thymol
(56) an derselben Stelle im Enzym, wihrend die Bindung groler Substrate wie Physostigmin oder
Prodigiosin auf3erhalb des Enzyminneren erfolgte. Die Bindung an die Au3enseite des Enzyms sollte
hierbei eher als Signal fiir eine schlechte oder keine Bindung an das Enzym zu deuten sein. Die Bin-
dung fir DMP (51), Thymol (56) und BrDMP 52 erfolgte in allen Fallen in einer /op-Region (D195-
V201, R219-Y221, P395-P396), bei der alle Substrate in etwa einen Abstand von 14 bis 16 A zum
aktiven Zentrum des Enzyms besitzen. Auffillig war hierbei die unterschiedliche Orientierung der
OH-Gruppe von DMP und BrDMP 52 im Vergleich zu Thymol. Wahrend fiir Thymol (56) die OH-
Gruppe in Richtung des Vanadat-Ions zeigt, liegt sie auf der gegentiberliegenden Seite fiir DMP (51)
und BrDMP 52. Mit Hilfe von ChimeraX wurden Wasserstoffbriickenbindungen (H-Briicke) und van
der Waals (vdW)-Wechselwirkungen zwischen Substrat und Enzym mit Hilfe der integrierten Werk-
zeuge untersucht. Die Ergebnisse dieser Analyse sind in Tabelle 14 zusammengefasst.

Tabelle 14: Ubersicht der ermittelten docking-Parameter und Wechselwirkungen zwischen den Subs-
traten DMP (51), BrDMP 52 und Thymol (56) und VaPO-Ci aus dem molekularen docking mit HAD-
DOCK

Der HADDOCK-score ist ein grobes Mal3 fur die Qualitdt des dockings, wobei negative Werte flr ein gutes
Ergebnis sprechen. Wasserstoffbriickenbindungen und vdW-Kontakte wurden mit den integrierten Algorith-
men unter Standardbedingungen von ChimeraX identifiziert.

Substrat HADDOCK-score H-Brucke vdW-Kontakte
DMP -22.6 Q220-NH und OH-DMP 91
BrDMP
t . 257 keine 95
Thymol 241 keine 113

Der HADDOCK-score korreliert dabei mit der freien Bindungsenergie AG und kann somit eine grobe
Einordnung tiber die potenzielle Bindungsaffinitit zwischen Protein und Ligand liefern.P*!! Mit Wer-
ten im Bereich von -20 deuten diese Ergebnisse auf eine eher schwichere Bindungsaffinitit hin. Ob-
wobhl alle Substrate in derselben Bindungstasche liegen, wurde nur eine schwache Wasserstoffbriicken-
bindung fir DMP (51) gefunden. Diese wird zwischen dem Amidproton von Q220 und dem Hydro-
xylsauerstoff von DMP (51) ausgebildet und hat einen Abstand von etwa 2.25 A. Damit ist diese
Bindung in die Gruppe der schwicheren Wasserstoffbriickenbindungen einzuordnen. Fiir BrDMP 52
und Thymol konnten keine potenziellen H-Briicken ermittelt werden. Bei der Anzahl der vdW-Kon-
takte lagen DMP (51) und BrDMP 52 ungefihr gleich (91 bzw. 95), wahrend Thymol (56) mit 113
potenziellen Kontakten deutlich mehr Wechselwirkungen aufwies.

Die ermittelten Vorhersagen deuten auf eine entscheidende Rolle von vdW-Wechselwirkungen bei
der moglichen Substratbindung an VaPO-C7 hin. Da diese bei der Bindung grofler Substrate zu gro-
Beren AbstoBungen und damit einer stirkeren konformationellen Anderung des Enzyms fithren kon-
nen, binden deshalb auch Substrate wie Physostigmin und Prodigiosin nicht in dieser putativen Ta-
sche, sondern lediglich an der AuBlenseite des Enzyms. Mit einem Abstand von 13 A der moglichen
Halogenierungsstelle fiir DMP (51) und ca. 14 und 16 A fiir die Halogenierungsstellen fiir Thymol
(56) liegen die Substrate allerdings weit entfernt vom aktiven Zentrum, um mogliche Selektivititen zu
beobachten. Hier wire die Rotationsfreiheit der Substrate innerhalb der Bindungstasche entscheidend,
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da eine Arretierung des Substrats eine Regioselektivitit herbeirufen kénnte. Da im Fall von Thymol
allerdings keine ausgeprigten Regioselektivititen beobachtet werden konnten, scheint die mégliche
Bindung der Substrate lediglich auf einer leichten Interaktion zu beruhen. Fir BrDMP 52, das eine
enzymspezifische Nebenproduktbildung erfahren kann, wurden dhnliche Bindungen beobachtet wie
bei DMP. Dies konnte die Ursache fir die beobachtete Oxidation zu DMC (54) sein. Da fir die do-
cking-Studie der Vanadat-Cofaktor aus der Analyse ausgeschlossen werden musste, wire eine Studie
zur Bindung der Substrate direkt an Vanadat aufschlussreich. Erste Versuche mit dem Peroxo-Inter-
mediat von VgPO-C7 (PDB-Code 11IDQ) zeigten mégliche Bindungen direkt am Cofaktor, wiesen
allerdings auch Kollisionen auf, die mit angepassten docking-Parametern iberwunden werden kénnten.
Diese detaillierteren docking-Studien wurden in Zusammenarbeit mit Nicola Porta (AG Gohlke, HHU
Dasseldorf) begonnen.

Die putative Bindetasche fiir kleinere Substrate wie Phenolderivate (DMP (51), Thymol (56)) er-
laubt ein rationales Design des Enzyms, um regioselektive Halogenierungen zu ermdéglichen. Hierfiir
wurden zwel verschiedene Hypothesen aufgestellt und experimentell iiberpriift.

3.7.2 Mutagenese von VcPO-Ci zur Anderung der Regioselektivitét

Ein wesentlicher Vorteil in der Halogenierung von Molekilen mit Haloperoxidasen koénnte die Regi-
oselektivitit des Enzyms sein. Die meisten HPOs pilzlicher oder maritimer Herkunft weisen allerdings
keine Regioselektivititen auf, die tber die elektrophiler Halogenierungsagenzien wie NCS/NBS hin-
ausgehen. Eine Ausnahme scheinen wie eingangs beschrieben einige HPOs bakteriellen Ursprungs zu
bilden 2.4.2). Mit Hilfe eines rationalen Proteindesigns sollte eine bestehende V-HPO mit fehlender
ausgeprigter Regioselektivitit kreiert werden. Hierfiir wurde VaPO-C7 als molekulare Vorlage ver-
wendet. Andere halogenierende Enzyme mit ausgeprigter Regioselektivitit sind die flavinabhingigen
Halogenasen (FAHs). Diese FMN/FAD-abhingigen Enzyme besitzen neben einer Bindestelle fir das
Coenzym eine weitere designierte Bindestelle fiir das Zielsubstrat (sieche Kapitel 2.3.3). Als entschei-
dender Faktor fiir die Regioselektivitit wurde ein katalytisches Lysin identifiziert, das zwischen beiden
Bindungsstellen liegt und als Halogenierungsagens dient.!"*” Dabei wird hypohalogenige Siure vom
FMN/FAD auf die terminale Aminogruppe des Lysins Ubertragen. Dieses halogenierte Lysin kann
dann wiederum regioselektiv aromatische Systeme wie Tryptophane halogenieren (sieche Kapitel 2.3.3).

In einem ersten Schritt wurden die aktiven Zentren von VaPO-C7 und PrnA, einer FAD-abhingi-
gen Halogenase, verglichen. Als Hauptkriterium wurde der Abstand des Lysins zum FAD-Cofaktor
und Substrat in ChimeraX bestimmt (siche Abbildung 82).
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W455

Abbildung 82: Darstellung des aktiven Zentrums der FAD-abhingigen Halogenase PrnA aus Pseu-
domonas fluorescens

FAD (orange) oxidiert wihrend der Katalyse ein Chloridion mit molekularem Sauerstoff zu hypochloriger
Sdure. Diese wird vom katalytischen Lysin 79 (lila) abstrahiert, um Chlor-Lysin zu formen, welches im An-
schluss regioselektiv Tryptophan 650 (tiirkis) an der 7-Position chloriert. A: Ubersicht des aktiven Zentrums
von PrnA (PDB-Code: 2AR8). B: Aktives Zentrum von PrnA nach Chlorierung von Tryptophan. Braun: Ami-
nosduren der Substratbindetasche. Der Abstand vom katalytischen Lysin 79 zur reaktiven Stelle von FAD be-
trigt 8.7 A, und fiir die 7-Position von Tryptophan 650 4.3 A.

Der Abstand zwischen der reaktiven Stelle des FAD und der terminalen Aminogruppe des Lysin79
betrigt etwa 8.7 A. Fiir die 7-Position des Tryptophans 650 wurde eine Distanz von etwa 4.3 A zur
Aminogruppe des Lysins ermittelt.

AnschlieBend wurden Alanine in VaPO-C7 ausgesucht, die in etwa diesen Abstand zum Vanadat-
Cofaktor und zur putativen Bindungstasche besitzen. Hierbei lag der Fokus auf Alanin, da diese Ami-
nosdure haufig keine katalytische Relevanz besitzt und nur wenig strukturelle Wechselwirkung mit
anderen Residuen eingeht. Mit Hilfe des Werkzeugs HozSpot Wizard wurden alle Alanine in unmittel-

322l Dabei wurde keine vorhergesagte An-

barer Nihe zum aktiven Zentrum der VaPO-C7 untersucht.!
derung in der Katalyse festgestellt. Zur Identifikation geeigneter Positionen wurden mehrere Alanine
in der Nihe zum Vanadat-Cofaktor zu Lysinen mit Hilfe von ChimeraX in silico mutiert.?™ > Dabei
wurden Rotamere des Lysins gewihlt, die wenige Kollisionen mit umliegenden Aminosiuren aufwei-
sen und in etwa den gewunschten Abstand zum Vanadat-Cofaktor aufzeigen. Hierbei wurden Ala-
nin51 und Alanin383 als potenzielle Mutagenese-Kandidaten identifiziert. Nach der Auswahl geeig-
neter Lysin-Rotamere wurden alle Kollisionen mit anderen Aminosduren bestimmt und anschlieBend
mit dem minimize-Werkzeug auf ein Minimum reduziert (siche Kapitel 5.5.3). Ziel war hierbei die An-
zahl der Kollisionen auf 0 zu reduzieren, um zu prifen, dass die Mutante nicht zu einem vollstindigen
Aktivititsverlust durch strukturelle Fehlfaltung des Enzyms fithrt. Die Ergebnisse dieser 7 silico-Mu-

tagenese sind in Tabelle 15 zusammengefasst (siche Tabelle 15).
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Tabelle 15: Ubersicht der relevanten Parameter bei der in silico-Mutagenese von Alanin51 und Ala-
nin383 zu Lysin

Alle Schritte wurden mit den implementierten Chimera-Werkzeugen ,,Rotamers®, ,,Contacts & Clashes®, ,,Dis-
tances” und ,,Minimize“ durchgefithrt. Ausfiihtliche Beschreibungen zur Durchfithrung sind dem Experimen-
talteil zu entnehmen (siche Kapitel 5.5.3). Fir die Mutagenese wurde die Kristallstruktur 1VNC fir VaPO-Ci
und 2ARD und 2ARS fiir PrnA ohne und mit Chlortryptophan verwendet.

Kollisionen | Benotigte Mi- | Distanz zum | Distanz zur putativen

R
Mutante . otarfler . vor Energie- nimierungs- Vanadat Substratbindestelle*
[Winkel Chi 1-4 in °] .. .
minimierung schritte [A] [A]
A51K 67.01175.9|70.7|173.4 14 100 9.3 16.8
A383K -64.1]176.1|77.6|-73.6 10 40 6.9 13.1

“siche Kapitel 3.7.1

Zusitzlich wurden die finalen Strukturen mit ChimeraX visualisiert und miteinander verglichen (siche

Abbildung 83).

A

Abbildung 83: Darstellung der generierten Mutanten A51K (A & B) und A383K (C & D) von VcPO-
Ci

Die Strukturen wurden als PDB-Datei nach der Optimierung der Struktur durch das ,,minimize“-Werkzeug von
ChimeraX generiert. Lila: mutiertes Lysin. Braun: putative Substratbindetasche. A & C: Darstellung der Terti-
drstruktur des Proteins in der Cartoon-Darstellung. B & D: relevante Aminoséuren fir die Katalyse und puta-
tive Bindung des Substrats. Der Abstand zur Substratbindetasche wurde anhand des C-a-Atoms von Q220
bestimmt.

Fiir die Mutante A51K konnte ein Abstand von ca. 9,3 A zum Vanadat-Cofaktor festgestellt werden.
Fir A383K lag dieser bei etwa 6,9 A. Fiir beide Mutanten konnte eine Struktur nach Energieminimie-
rung des Gesamtproteins erhalten werden, in dem keine Kollisionen ermittelt werden konnten. Im
Vergleich zu PrnA mit einem Abstand von 8,7 A zwischen den katalytisch aktiven Resten liegt die
Mutante A51K nur um 0.6 A weiter entfernt, wihrend bei K383 die Reste 1.8 A niher zusammen
liegen. Fiir die putative Bindetasche in VPO-Ci liegen beide Mutanten mit etwa 17 und 13 A weit
tiber dem Abstand von K79 und Tryptophan in PrnA (4.3 A). Inwieweit eine konformationelle An-
derung von VoPO-C; wihrend der Katalyse diesen Abstand verringern kann, bleibt mit diesen
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Untersuchungen ungeklirt. Beide Mutanten weisen aber keine grundlegenden Probleme hinsichtlich
der Konformation des Proteins im Vergleich zur Wildtyp-Struktur auf, sodass die Mutagenese expe-
rimentell durchgefiithrt wurde.

Hierfiir wurde eine QuikChange-artige PCR als zielgerichtete Mutagenesestrategie verwendet.P!
Dabei wurde die gewtinschte Mutation in das Zentrum der verwendeten Primer eingesetzt und mit
einer definierten Anzahl flankierender Basen ausgestattet (siche Kapitel 5.2.5). Das jeweilige Kon-
strukt wurde verwendet, um E. coli DH50 zu transformieren. Zur Uberpriifung der neuen Konstrukte
wurden zehn Klone pro Mutante als Flussigkulturen angezogen und die daraus isolierten Plasmide
sequenziert und auf die gewtinschte Mutante untersucht. Hierbei wurde fiir beide Mutanten eine Er-
folgsrate von 30 % bestimmt. Die erfolgreich getesteten Konstrukte wurden analog zum Wildtyp-
Enzym im groBeren MafB3stab (500 mL) kultiviert und das Protein isoliert. Aus den isolierten Proben
wurden die Proteinkonzentration und HPO-Aktivitat bestimmt, nachdem eine Inkubation mit Nat-
rium-ortho-Vanadat erfolgte. Nach der Aktivititsbestimmung wurde die Bromierung von Thymol (56)
unter angepassten Bedingungen (3.6.2) vergleichend zwischen Wildtyp, K51 (K70 im finalen Kon-
strukt, bedingt durch 6xHis-Strep-1I-Tag) und K383 (K402 im finalen Konstrukt, bedingt durch
0xHis-Strep-11-Tag) durchgefithrt. Besonderes Augenmerk lag dabei auf der Signalverteilung der ein-
zelnen Bromierungsprodukte. Die Bromierung von DMP wurde aufgrund der Nebenproduktbildun-
gen vernachlissigt (siche Kapitel 3.6.1). Die Werte sind nachfolgend im Vergleich aufgezeigt (siche
Tabelle 16).

Tabelle 16: Vergleich der spezifischen Aktivitit, des Umsatzes von Thymol (56) und Regioselektivitit
der Bromierung von Vg PO-Crund der beiden Mutanten A51K und A383K

Wildtyp A51K A383K
Spezifische Aktivitit
peatusciie A xtvita 6.30 0.08 0.18
[U - mg]
U tz Th 1
msatz -~ hymo 455 52.5 477
[“]
Regioselektivitit keine keine keine

Im Zuge der Aktivititsbestimmungen konnte ein deutlicher Aktivititsverlust im Vergleich zum Wild-
typ-Enzym festgestellt werden (Faktor 30 bis 100). Auch die Proteinausbeute lag fiir beide Mutanten
weit unter den gewohnlichen Ausbeuten far Wildtyp VaPO-C7 (siche Kapitel 5.7.19). Im Zuge der
Isolation und weiteren Lagerung konnte zudem eine starke Prazipitation des Proteins beobachtet wer-
den. Die Mutanten scheinen die Stabilitit des Enzyms mal3geblich beeinflusst zu haben. Fur die Bro-
mierung von Thymol (56) wurden annihernd gleiche Umsitze detektiert, allerdings zeigte sich keine
Anderung in der Regioselektivitit des Enzyms, alle drei Bromierungsprodukte wurden in etwa glei-
chen Verhaltnissen gebildet wie zuvor beobachtet. Inwieweit die eingefihrten Lysine zu einer Stérung
des Wasserstoftbriickenbindungsnetzwerkes innerhalb des Proteins fiihren, musste mit einer ausfithr-
lichen Analyse der Interaktionspartner untersucht werden. FEine Erklirung fir den Aktivititsverlust
konnte auch eine Ladungsverschiebung in der Nahe zum Vanadat-Cofaktor geben. Da Lysin mit des-
sen terminaler Aminogruppe unter physiologischen Bedingungen eine positive Ladung im Protein
einfithrt, kdnnte eine Repulsion oder verinderte Ladungsverschiebung am aktiven Zentrum die Ka-
talyse behindern. Alternativ kénnte auch die Gré3e des Lysins bei der Katalyse hinderlich sein, da mit
Chlorid und Bromid recht gro3e Ionen ihren Weg zum Vanadat im aktiven Zentrum des Enzyms
finden miissen. Eine weitere sperrigere Aminosiure konnte die Bindung des Halogenids oder sogar
des Cofaktors selbst wihrend der Beladung behindern.
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Ein rationales Design einer regioselektiven HPO war somit nicht erfolgreich. Hier wiirde sich eine
intensivere Mutagenesestudie anbieten, die fur bestimmte Positionen im Enzym bereits publiziert
wurde.”Ein rationales Design einer regioselektiven HPO war somit nicht erfolgreich. Hier wiirde
sich eine intensivere Mutagenesestudie anbieten, die fir bestimmte Positionen im Enzym bereits pu-

bliziert wurde.?"!

Verwendung alternativer Coenzyme fiir Vo PO-Cr

Neben der zielgerichteten Mutagenese des Enzyms sollten zur Steigerung der Regioselektivitit alter-
nativ auch andere Oxometallsiurespezies als Cofaktoren getestet werden. Hierfiir wurden die Ele-
mente innerhalb der gleichen Nebengruppe des Vanadiums, Niob und Tantal, ausgewihlt. Diese wur-
den im Zuge einer Computer-gestiitzten Berechnung der Energiebarrieren wihrend der Katalyse von
VaPO-Ci als mégliche Coenzyme mit hoherer Umsatzzahl identifiziert.””!

Proben unbeladener VaPO-C7 wurden mit einer Spatelspitze Niobat und Tantalat aufgrund ihrer
geringen Wasserloslichkeit iiber Nacht inkubiert und mit einer gleichartigen Enzymprobe mit Vanadat

verglichen. Auch hier diente die Bromierung von Thymol (56) als Referenzreaktion (sieche Tabelle 17).

Tabelle 17: Vergleich der drei Oxometallsduren Vanadat, Niobat und Tantalat als Cofaktoren fiir
VaPO-Ci

Drei Aliquots unbeladener VaPO-C7 wurden mit je einer Spatelspitze des jeweiligen Cofaktors iiber Nacht
inkubiert. Der zentrifugierte Uberstand wurde dann fiir eine Aktivititsbestimmung sowie Umsetzung von Thy-
mol (56) in Anwesenheit von Bromid verwendet. Zur Bestimmung der Regioselektivitit wurden die Flichen
der jeweiligen Produktsignale miteinander verglichen.

e Umsatz Thymol Umsatz Thymol
Vol. Aktivitit . ‘e
Metall [U m11] 11U VgPO-C) (0.1U VoPO-C)) Regioselektivitit
mi-
[%] [“]
A\ 50.0 >90 56.2 keine
Nb 35.8 >90 70.7 keine
Ta 31.1 >90 60.1 keine

Fir alle drei inkubierten Proben konnte eine HPO-Aktivitit detektiert werden. Dabei lag die volumet-
rische Aktivitit der Probe mit Vanadat mit 50 U - mL"" am héchsten, gefolgt von der Niobat- und
Tantalat-inkubierten Proben. Fir alle drei Cofaktoren wurde bei einer eingesetzten Menge von 1 U
pro Ansatz ein nahezu vollstindiger Umsatz von Thymol (56) beobachtet. Leerproben mit der jewei-
ligen Oxometallsdure ohne Enzym zeigten weder Aktivitit im Assay noch detektierbare Umsitze fur
Thymol (56). Bei einer Menge von 0.1 U Enzym pro Ansatz wies die Niobat-haltige Probe den hochs-
ten Umsatz mit 71 % auf, gefolgt von Tantalat mit 60 und Vanadat mit 56 %. In beiden Ansitzen
konnte kein verindertes Produkt-Muster und damit keine Steigerung der Regioselektivitit festgestellt
werden.

VaPO-Ci scheint somit auch in Anwesenheit anderer Cofaktoren als Vanadat HPO-Aktivitit zu
besitzen. Das aktive Zentrum des Enzyms scheint somit nicht so selektiv fiir Vanadat zu sein, um
keine anderen Metallspezies koordinieren zu kénnen. Die hohere Umsatzrate bei geringen Enzym-
mengen fiir Niobat und Tantalat knnte auf andere Oxidationspotenziale der Metalle zurtickzuftihren
sein.* Bei der Aktivititsbestimmung im MeDAC-Assay wird vermutlich die Loslichkeit der Cofakto-
ren eine entscheidende Rolle gespielt haben. Da das eingesetzte Natrium-orho-Vanadat eine sehr gute
Loslichkeit im Wasser besitzt, erfolgt hier vermutlich eine wesentlich effizientere Beladung des En-
zyms als bei den schwerl6slichen Lithium-Salzen des Niobats und Tantalats.
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Zusammenfassend konnte die Regioselektivitit der HPO aus C. inaequalis weder durch Mutagen-
esstudien noch durch Verwendung anderer Cofaktoren verindert werden. Die Erkenntnisse aus der
Mutagenese des Enzyms lassen aber Moglichkeiten offen, tiber eine gerichtete Evolution nach mogli-
chen Selektivititsfaktoren zu mustern. Die Akzeptanz des Enzyms gegentiber alternativen Cofaktoren
eroffnet zudem Moglichkeiten, VaPO-C7 als Chassis zu verwenden, um eventuell auch die Chemose-

lektivitit des Enzyms zu verandern.
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3.8 Vergleich der enzymatischen und chemischen Halogenierung

Die Optimierung der batch-Bedingungen fur die enzymatische Halogenierung von Thymol lieferte na-
hezu vollstindige Umsitze von Thymol (56) innerhalb von 3 h 20 min unter Verwendung von 5 Aqui-
valenten Wasserstoffperoxid und Kaliumbromid. Die Regioselektivitit des Enzyms stimmte dabei mit
den erwarteten Selektivititsmustern einer klassischen chemischen Halogenierung mit elektrophilen
Spezies tiberein (siche 3.6.2). Das Enzym VaPO-Ci verfiigt somit tiber keine ausgeprigte Regioselek-
tivitit, diese wird stattdessen mehrheitlich tiber die Nukleophilie des Substrats und die Zuginglichkeit
der aromatischen Substitutionspositionen diktiert. Ein wichtiger Faktor fur die Anwendbarkeit der
Haloperoxidasen im synthetischen Kontext ist jedoch die Effizienz im Vergleich zur chemischen Ha-
logenierung. Da Halogenierungsagenzien wie Chlorgas oder NCS/NBS glinstig und weit verbreitet
sind, kénnen so die Negativargumente wie Toxizitit und energieintensive Produktion kompensiert
werden (siche Kapitel 2.2.4). Aus diesem Grund sollte in diesem Versuchsteil abschlieBend die Halo-
genierungseffizienz von Thymol mit VoPO-C7 und NBS bzw. NCS vergleichend untersucht werden.

Hierfir wurde unter Beibehaltung der optimierten Bedingungen des enzymatischen Ansatzes die
Bromierung und Chlorierung von Thymol (56) enzymatisch und chemisch durchgefithrt. Fur die che-
mische Halogenierung wurden tibliche Bedingungen gewihlt, dabei aber sowohl das Reaktionsvolu-
men als auch die eingesetzte Stoffmenge Thymol (56) beibehalten, um einen direkten Vergleich der
beiden Halogenierungsmethoden zu erméglichen. Aufgrund der geringen Mengen wurde auf eine
Aufarbeitung und Isolation der einzelnen Produkte verzichtet und stattdessen der Umsatz der Reak-
tion bestimmt, da die Verhaltnisse der chemischen Halogenierung (ortho- vs. para- vs. di-) mit denen
der enzymatischen iibereinstimmen. Die Synthesen sind in der nachfolgenden Abbildung dargestellt
(siche Abbildung 84).

129



Ergebnisse und Diskussion
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Abbildung 84: Reaktionsschemata der enzymatischen und chemischen Halogenierung von Thymol
(56)

A: enzymatische Bromierung von Thymol (56) mit VaPO-C7 B: enzymatische Chlorierung von Thymol (56)
mit VaPO-Ci; C: chemische Bromierung von Thymol (56) mit NBS; D: chemische Chlorierung von Thymol
mit NCS Alle Reaktionen wurden in einem Maf3stab von 1 mL durchgefithrt. Die Extraktion der Proben er-

folgte wie eingangs beschrieben mit Essigsdureethylester (mit 5 mM »-Chlortoluol als internem Standard).

Fir alle Reaktionen wurde nach Extraktion mit Essigsdureethylester (inklusive 5 mM z-Chlortoluol
als internem Standard) der Umsatz des Startmaterials Thymol (56) per GC-MS gemil3 Kapitel 3.6.2
bestimmt. Neben dem Umsatz sollte zudem ein wirtschaftlicher Faktor betrachtet werden, um die
Halogenierungseffizienz der beiden Methoden besser vergleichen zu kénnen. Zu diesem Zweck
wurde der sogenannte E*-Faktor berechnet (sieche Gleichung 8).
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kg(CO
. _ Im(Abfille) kg] w-ci |kWh - %

m(Produkte) kg m(Produkte) kg

Gleichung 8: Formel zur Berechnung des E+-Faktors nach Tieves er al.[32]

Fiir die Berechnung werden die Massen aller Abfall- bzw. unerwiinschter Nebenprodukte summiert und durch
die Masse des gewiinschten Produktes (oder Produkte) geteilt. Dieser E-Faktor wird dann um das Produkt der
elektrischen Arbeit W und der Kohlendioxidintensitit CI, geteilt durch die Masse des gewlinschten Produktes
(oder der Produkte), erweitert. Die Kohlendioxidintensitit ist ein Referenzwert fir den durchschnittlichen
CO»-Ausstol3 pro generierter elektrischer Arbeit W des lokalen Stromnetzes. Fir die in dieser Arbeit gezeigten
Werte wurde ein Wert von 0.366 kg CO2 kWh! verwendet.’2l Die elektrische Arbeit W stellt die Summe der
elektrischen Arbeit der verwendeten elektrischen Gerite dar, die fiir die jeweilige Synthese verwendet wurden.
Die detaillierten Werte sind dem Anhang zu entnehmen (siche Kapitel 5.7.6).

Der mit dieser Formel erhaltene Wert ist dimensionslos und soll die Effizienz und den Energiebedarf
einer Reaktion im Kontext der CO»-Belastung der Umwelt vergleichbar machen. Fir den Vergleich
der chemischen und enzymatischen Halogenierung wurde zuerst der E™-Faktor der Katalysatorpro-
duktion von VaPO-C7 berechnet. Hierfiir wurden alle Schritte ab Kultivierung der entsprechenden
Zellen miteinbezogen. AnschlieBend wurde fiir die Umsetzung von Thymol (56) mit dem Enzym der
E"-Faktor der Katalysatorproduktion anteilig an der eingesetzten Menge Enzym als Summand in die
Berechnung des E™-Faktors des gesamten Prozesses mit einbezogen. Zur besseren Vergleichbarkeit
wurden auch die E*-Faktoren der Reaktion selbst gesondert gelistet. Fur die chemische Halogenierung
konnte lediglich der E*-Faktor der Reaktion berechnet werden. Da die Herstellung der elektrophilen
Halogenierungsagenzien NBS und NCS mit der industriellen Chloralkalielektrolyse gekoppelt ist,
konnten hier nur Anniherungen bestimmt werden, weshalb die E*-Faktoren der NBS/NCS-Produk-
tion hier ausgelassen wurden. Die erhaltenen E'-Faktoren wurden tabellarisch zusammengefasst
(siche Tabelle 18).

Tabelle 18: E+-Faktor-Analyse der enzymatischen und chemischen Halogenierung von Thymol (56)
Die einzelnen Beitrige zu den jeweiligen E*-Faktoren sind Kapitel 5.7.6 zu entnehmen. TON: turnover number,
Umsatzzahl der Reaktion; TF: turnover frequency, Umsatzfrequenz; - : nicht definiert

Umsatz E*-Faktor Katalysa- E+-Faktor TON TF
Reaktionstyp Thymol torproduktion Reaktion
1 rodukt * 1 atalysa or'l TON - h
%] [ 109 gg] [ 103 gy | [mOlPoae” Molaano] | 1 ]
E tisch:
AYMATISERE 1 > 90 4207 117 12557 3771
Bromierung
Cherr.lische 100 i 132 i i
Bromierung
Enzymatische
. 80.3 4207 130 11204 3362
Chlorierung
Cherr'lische 747 i 10 i i
Chlorierung

Fir alle dargestellten Reaktionen konnten hohe Umsitze erreicht werden. Bei der Bromierung zeigte
NBS cinen vollstindigen Reaktionsumsatz von Thymol (56) und wies einen E-Faktor von 132 auf.
Die enzymatische Bromierung erreichte einen Umsatz von tiber 90 % und konnte mit einem E*-Fak-
tor von 117 eine geringfiigig bessere Energiebilanz vorweisen. Bei der Chlorierung von Thymol (56)
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wurde im enzymatischen Ansatz ein Umsatz von 80.3 % erreicht, wihrend die dquivalente Reaktion
mit NCS einen Umsatz von etwa 74.7 % lieferte. Der E'-Faktor der HPO-vermittelten Chlotierung
lag mit 130 dabei wesentlich geringer als das chemische Pendant mit 210. Fir beide Halogenierungs-
reaktionen konnte somit eine bessere Energiebilanz und damit Halogenierungseffizienz unter Ver-
wendung des Biokatalysators erzielt werden. Im Hinblick auf die isolierte Reaktion steht die biokata-
lytische Halogenierung der traditionellen chemischen somit in nichts nach. Allerdings muss fiir eine
praparative Anwendung von Haloperoxidasen die Produktisolation in die Kalkulierung miteinbezogen
werden, da sich diese aufgrund der Anwesenheit des Enzyms oder méglicher Zellreste bei Verwen-
dung von Lysaten oder Ganzzellkatalysatoren drastisch unterscheiden kénnen." 'l Diese Isolations-
beitrige zum E’-Faktor wurden im Rahmen dieses Versuchs aufgrund der eingesetzten analytischen
Mengen von Thymol nicht berticksichtigt.

Die bessere Energiebilanz andett sich allerdings drastisch, wenn der E*-Faktor der Katalysatorpro-
duktion miteinbezogen wird. Hierbei wird ein Wert von 4207 erzielt, der beide enzymatischen Halo-
genierungsreaktionen als weitaus ineffizientere Syntheserouten charakterisiert. An dieser Stelle erweist
sich der direkte Vergleich der Halogenierungsarten als schwierig, da NBS bzw. NCS als Halogenie-
rungsagenzien nahezu dquimolar eingesetzt werden mussen, um die Halogenierung von Thymol (56)
zu ermoglichen. VaPO-(7 als Katalysator kann dagegen mehrfach fiir eine Halogenierung eingesetzt
werden, ohne verbraucht zu werden. Die berechneten Werte fir die TON mit 12557 fur die Bromie-
rung und 11204 fiir die Chlorierung, sowie die TF von 3771 h™ fiir die Bromierung und 3362 h™' fiir
die Chlorierung, verdeutlichen diesen Sachverhalt. Allerdings wird in dem hier gezeigten modus operandi
der Katalysator nicht als solcher eingesetzt. Im Rahmen der bazch-Reaktion kann der Katalysator nicht
neu isoliert werden, sondern geht als Abfallprodukt in die Gegenrechnung des E*-Faktors. Chemisch
gesehen handelt es sich bei NBS und NCS allerdings auch um gingige Produkte der Chlor-Alkali-
Elektrolyse, die in grolen Mengen kommerziell erhiltlich sind. Eine Recherche der daftir aufzuwen-
denden Produktionskosten ergab keine detaillierten Kostenaufstellungen, sondern lediglich verschie-
dene Gesamtprozessbilanzen, die eine adiquate Berechnung des E*-Faktors fiir den hier gezeigten
chemischen Prozess unmdoglich machen. Da zudem die Produktion sowie Isolation und Lieferung
dieser Halogenierungsreagenzien (inklusive Succinimidgewinnung) bereits mehrere Jahrzehnte etab-
liert ist, ist auch fir den Fall einer enzymatisch tiberlegenen Halogenierung die chemische Variante
bezogen auf den Gesamtprozess wahrscheinlich 6konomischer und 6kologischer. Die ermittelten
Werte fiir Umsatzzahl und Umsatzfrequenz von VoPO-C7 konnten allerdings als Indiz dienen, dass
der Einfluss der Katalysatorproduktion auf die Gesamtbilanz der Reaktion durch Wiederverwendung
des Katalysators kompensiert werden konnte. Fur diesen Fall konnte ein kompetitiverer Halogenie-
rungsprozess im grofleren Maf3stab formuliert werden.

Da zudem im Laufe der Optimierungen der enzymatischen Halogenierung mit VoPO-C7 und
VPO-Rr Stabilititsprobleme festgestellt wurden, konnte die Immobilisierung der Haloperoxidasen ei-
nen wichtigen Schritt in der Optimierung der Energiebilanz der enzymatischen Halogenierung liefern.

Die Verwendung von Haloperoxidasen als Biokatalysatoren konnte durch die in dieser Arbeit geschil-
derten Ergebnisse gezeigt werden. Die Nutzung dieser Enzymfamilie ist jedoch mit einigen techni-
schen wie wissenschaftlichen Problemen verbunden, die fiir eine sinnvollere Nutzung als Halogenie-
rungsquelle erst behoben werden mussen. Durch die Implementierung dieser Enzymklasse im Rah-
men der kontinuierlichen Durchflusschemie als immobilisierte Biokatalysatoren, der Identifizierung
neuer Enzyme mit ausgepragter Selektivitit oder intensiverer Mutagenesestudien zur Adaption der
Reaktivitit und Selektivitit konnten Haloperoxidasen in komplexeren Systemen Anwendung finden
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und damit eine energieeffizientere Alternative zu klassischen Halogenierungsreagenzien bieten. Einige
dieser Aspekte sollen abschlieBend im nichsten Kapitel diskutiert werden.
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4 AUSBLICK

4.1 Schlussfolgerung

Die Halogenierung organischer Verbindungen stellt eine wesentliche Modifikation von Stoffen in der
Wirkstoffsynthese dar. Sie erméglicht gezielte Wechselwirkungen zwischen Ligand und Rezeptor auf-
zubauen oder zu behindern und 6ffnet die Tir fiir eine Fille an C-C-Bindungskntpfungsreaktionen
in der Synthese von Bausteinen und Vorlaufermolekiilen. Die hohen Prozesskosten in der Herstellung
halogenierender Reagenzien und deren Toxizitit und schwierige Aufarbeitung wecken den Bedarf an
alternativen, umwelt- wie kostenfreundlicheren Prozessen. Zu diesem Zweck wurden im Rahmen die-
ser Arbeit Haloperoxidasen als halogenierende Biokatalysatoren untersucht.

Zu Beginn der Arbeit standen generelle Etablierungsprozesse im Vordergrund, wie etwa die Kul-
tivierung entsprechender Produktionswirte und die Isolierung der Enzyme selbst. AnschlieBend wur-
den Methoden und Abldufe entwickelt, mit denen bekannte wie unbekannte Enzyme biochemisch
charakterisiert werden sollten. Ankniipfend an die Charakterisierung stand die Etablierung von Hal-
operoxidasen als synthetische Werkzeuge im Vordergrund. Aus diesem Anlass wurden Analysen
durchgefiihrt, um die Limitationen und Parameter Haloperoxidase-vermittelter Halogenierungen ken-
nen zu lernen und die Enzymfamilie prozesstauglich zu machen. Diese Arbeit umfasste neben Reak-
tionen im batch auch Reaktionen im kontinuietlichen Durchfluss, sowie das rationale Design und die
Erweiterung der Reaktivitit von Haloperoxidasen. Im Rahmen dieser Untersuchungen konnte eine
Optimierung des Reaktionsumsatzes im batch auf tber 90 % erreicht werden, die nicht auf Versuche
im Durchfluss tubertragbar war. Mit ahnlichen E"-Faktoren war damit die Halogenierung mit VaPO-
Ciim batch auf Augenhéhe mit der chemischen Halogenierung mit NBS und NCS. Die Katalysator-
kosten stellten sich allerdings als mal3gebliches Problem fiir eine industrielle Nutzung heraus. Die
Uberwindung der Katalysatorkosten durch wiederholte Nutzung und Immobilisierung wurde gezeigt,
erfordert aber intensivere Optimierungsansitze, um die Enzymfamilie der Haloperoxidasen wirt-
schaftlich wie umwelttechnisch nutzbar zu machen.

In den folgenden Abschnitten sollen mégliche Ankntupfungspunkte sowie Perspektiven fir Hal-
operoxidasen als Biokatalysatoren zu den jeweiligen Befunden aus dieser Arbeit im Detail diskutiert

werden.

4.2 Selektivitat von Haloperoxidasen

4.2.1 Rationales Design

Von allen halogenierenden Enzymen sind Haloperoxidasen diejenigen mit der héchsten Umsatz-
zahl (siche Kapitel 2.4). Der grofite Kritikpunkt an dieser Klasse bleibt jedoch die fehlende Selektivitat
der Enzyme fir Halogenierungen. Die bekanntesten Vertreter der vanadiumabhingigen Haloperoxi-
dasen weisen nur in seltenen Fillen gewisse Selektivititen vor. Die physiologische Rolle dieser Enzyme
und damit verbunden der Ursprung der geringen Selektivitit bleibt bisher ungeklart. Im Rahmen die-
ser Arbeit konnte zudem die geringe Stabilitit der Enzyme wihrend der Katalyse nachgewiesen wer-
den, was auf eine geringe Toleranz der gebildeten Halogenierungsreagenzien wie etwa hypobromiger
Sdure schlielen lassen kann (sieche Kapitel 3.6.2). Im physiologischen Kontext kénnten damit Schiaden
am Wirtsorganismus Uber lingere Zeitriume vermieden werden. Bei dieser Hypothese konnte die
Selbstinaktivierung des Enzyms dabei dann kein Zufall sein, sondern einer Art Schutzmechanismus
entsprechen (siche Abbildung 85).
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Abbildung 85: Hypothese zur biologischen Rolle nicht-bakterieller Haloperoxidasen am Beispiel von
C. inaequalis

Fir VaPO-Ci wurde die Teilnahme am pathogenen Befall des pflanzlichen Wirts vermutet. Dabei soll die
sekretierte VaPO-Ci hypohalogenige Siuren produzieren, die die Zellwand des Wirtes beschidigen und so
anderen Pathogenititsfaktoren die Penetration der Zellwand erméglichen. Um Schiden am Pilz zu vermeiden,

koénnte VaPO-Ci selbst durch iiberschissige hypohalogenige Sduren sukzessive deaktiviert werden.

Im Rahmen des 3.7.2 wurde das rationale Design der Haloperoxidase Vo PO-C7 beschrieben. Grund-
lage fiir dieses Experiment sollte die Hypothese sein, dass durch das Einbringen eines Lysins, in An-
lehnung an FAHs, die halogenierende Spezies, wie hypohalogenige Siuren, abgefangen werden und
Lysin als intermedidres Halogenierungsagens dient. Lysin kénnte dabei durch mégliche Bindungstas-
chen im Enzym eine regioselektive Halogenierung durchfithren. Die Suche nach méglichen Bindungs-
taschen wurde in Kapitel 3.7.1 beschrieben. Die Ergebnisse der Mutagenese zweier Alanin-Residuen
offenbarten einen deutlichen Aktivititsverlust von VcPO-C7 ohne messbare Zunahme der Regiose-
lektivitat. Da Lysin katalytisch relevant aufgrund der Koordination des or#ho-Vanadat-Coenzyms ist,
konnte ein weiteres Lysin in unmittelbarer Nihe zum aktiven Zentrum fiir unvorhergesehen Wech-
selwirkungen sorgen. Da bekannt ist, dass Vanadat in der apo-Form des Enzyms ebenfalls im Enzym
binden kann, ist auch eine Diffusion des Vanadats nach lingeren Zeitriumen nicht ausgeschlossen.!"”
*!l Ein weiteres Lysin konnte hier die Ausbildung der koordinativen Bindung im aktiven Zentrum
behindern und somit die geringe Aktivitit der beiden Mutanten erkliren. Ein Ansatzpunkt fir weitere
Mutagenesestudien stellt eine tiefergehende bioinformatische Analyse der Bindungen und konforma-
tionellen Anderungen wihrend der Katalyse von VoPO-Ci dar. Kristallstrukturen der Peroxo-Spezies
wie des Enzyms im Ruhezustand sind vorhanden und kénnten durch Verwendung entsprechender

Werkzeuge wie Caver odet molecular operating environment (MOE) untersucht werden.’**** Prakinee ¢# a/.
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konnten fir die flavinabhingige Halogenase Thal zeigen, dass tiber die Analyse moglicher Tunnel
zum aktiven Zentrum des Enzyms und Verstindnis des Reaktionsmechanismus durch eine Punktmu-
tation (Valin zu Isoleucin) die katalytische Effizienz und Stabilitit des Enzyms massiv gesteigert wer-

P Kumar ef al. zeigten ebenfalls einen semi-rationalen An-

den kann (Steigerung um den Faktor 4).
satz, mit dem die Effizienz einer reduktiven Aminase tiber bioinformatische Analysen in einem drrected
evolution Ansatz optimiert werden konnte, ohne ein klassisches sereening jeder Aminosdureinheit durch-
fiihren zu miissen.!" Vorarbeiten zu VoPO-Ci konnten von Nicola Porta (AG Gohlke, HHU Diis-
seldorf) bereits auf bioinformatischer Seite gestartet werden und zeigten mégliche Bindungen von
kleinen Substraten wie Thymol (56) und DMP (51) am aktiven Zentrum. Kiristallisationsexperimente
wie beispielsweise soaking mit den entsprechenden Substraten kénnte zu Kristallstrukturen fithren, die
mehr Aufschluss tber einen potenziellen Bindungsmodus liefern. Die Kombination aus Bindung von
Substraten wie bei FAHs und Katalyse wie bei HPOs kénnte zu potenten chimiren Enzymen fithren,

die die jeweiligen Vorteile beider Klassen miteinander kombinieren.

4.2.2 Charakterisierung neuer Haloperoxidasen

Neben Haloperoxidasen aus (marinen) Algen und Pilzen, die tberwiegend keine Selektivitit zeigen,
wurden im letzten Jahrzehnt Haloperoxidasen bakteriellen Ursprungs mit sehr hohen Selektivititen
und Nebenreaktivititen identifiziert (siche Kapitel 2.4.2). Die meisten sind Teil komplexer Biosynthe-
secluster in NRPS- oder PKS-Wegen und deshalb bisher nicht fiir biokatalytische Anwendung aul3er-
halb des nattrlichen Kontextes beschrieben. Die hohen Selektivititen und der bakterielle Ursprung
waren Grundlage fir die Hypothese in dieser Arbeit, neue bakterielle HPOs zu identifizieren, um zwei
der groBten Schwachpunkte dieser Enzymfamilie in Angriff zu nehmen. Die eingangs beschriebene
mangelnde Selektivitit wird hdufig von schlechten Produktionsraten in gingigen heterologen Wirts-
organismen wie E. coli, S. cerevisae oder P. pastoris begleitet. Dieser Umstand kénnte auf den teilweise
deutlichen Unterschied nativer Bedingungen in den entsprechenden homologen Wirten zuriickzufiith-
ren sein, da diese meist marinen Ursprungs sind. Mit bakteriellen Enzymen sollten die Expressions-
bedingungen dhnlich genug sein, um hohe Proteintiter in heterologen Wirten wie E. ¢o/z zu erreichen.
Die in dieser Arbeit untersuchten Gene aus L. pratensis und R. roseus konnten diese Hypothese aller-
dings nicht bestitigen. Die Haloperoxidasen aus beiden Organismen zeigten wie die literaturbekannte
VaPO-Ci geringe Loslichkeiten und schlechte Proteinausbeuten. Mit der in dieser Arbeit etablierten
Kultivierungs- und Expressionsmethode konnte der Titer zwar fir Labormal3stibe maximiert werden,
grenzt die Anwendung in praparativen Umsetzungen allerdings massiv ein. Dem gegeniiber steht al-
lerdings die im Vergleich sehr hohe Wechselzahl von VPO-Ry, die damit die geringen Ausbeuten des
Proteins nach Kultivierung teilweise abfedern kénnte. Da weitere Experimente zeigten, dass das En-
zym aber unter Stabilititsproblemen leidet, ist eine Anwendung im batch wenig erfolgsversprechend.
Hier wiirde die Immobilisierung der VPO-Rr zwei Vorteile kombinieren: Die Stabilitit des Enzyms
konnte erhoht werden, wobei die Aktivitit durch die hohe native Wechselzahl immer noch zu hohen
Umsatzraten in immobilisierter Form fithren sollte, und durch Wiederverwendung des Katalysators
im Rahmen der Durchflusschemie kénnte der Verbrauch des Katalysators minimiert werden, um héiu-
fige Kultivierungen zu vermeiden. Das in dieser Arbeit etablierte Immobilisationsprotokoll liefert eine
tir VaPO-C7 aufgezeigte robuste und schnelle Methode der Immobilisierung, die auch fiir Reaktionen
in einem flow chemistry Apparat fahig ist (siche Kapitel 4.3.3).

VPO-Lp konnte iiber einen HPLC-Nachweis als Haloperoxidase identifiziert werden, jedoch ge-
staltete sich die Isolation des Enzyms genauso schwierig wie die Pendants aus F. ceranoides, S. fusiforme
und A. nodosum. Trotz verschiedener Adaptionen des etablierten Isolationsprozesses konnte das
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Protein entweder nicht in reiner Form oder lediglich als Prizipitat nach Dialyse gewonnen werden.
Eine Alternative zur halogenidfreien Reinigung ist der Zusatz von Natriumchlorid in den Lyse- und
Elutionspuffern. Die in dieser Arbeit verwendeten Puffer und Reinigungsschritte wurden mit Absicht
Halogenid-frei gehalten, um spitere Nebenreaktionen in Biokatalyse-Ansitzen zu unterbinden. Durch
eine intensive Dialyse nach Isolation oder Anpassung der Konzentrationen bzw. Reaktionsbedingun-
gen kann die Isolation aber mit Natriumchlorid adaptiert werden. Sollten diese Versuche ebenfalls
nicht erfolgreich sein, kann auch eine Anwendung als catalytically active inclusion bodies (CatlBs) denkbar
sein. Hier konnten Gruppen wie Krauss und Mitarbeiter bereits erfolgreiche Anwendung in biokata-
lytischen Kontexten aufzeigen.””> "% Die Methode bietet dabei den Vorteil, Carrier-freie Immobi-
lisationen zu ermoglichen, wobei die verwendeten Enzyme nicht in 16slicher, sondern unl6slicher
Form eingesetzt werden. Die beobachtete Unlslichkeit der meisten Haloperoxidasen scheint somit
ein ideales Ziel fur diese Art der Biokatalysator-Aufbereitung zu sein. Zudem konnte die Anwendung
im kontinuerlichen Durchfluss ebenfalls gezeigt werden und wiirde eine direkte Verbindung beider
thematischer Aspekte dieser Arbeit aufgreifen.””!

Neben klassischen Haloperoxidasen konnten unspezifische Peroxygenasen in den letzten Jahren
als halogenierende Enzyme identifiziert werden (siche Kapitel 2.4). Die Enzymfamilie konnte beson-
ders in den vergangenen Jahren an Bedeutung fiir eine Vielzahl selektiver und unselektiver Oxygenie-
rungsreaktionen gewinnen und das immer breiter werdende Portfolio an UPOs wird mittlerweile auch
als kommerzielles Kit angeboten."*****! Eine grole Hiirde bleibt die heterologe Produktion dieser
meist pilzlichen Enzyme, weshalb gingiger Weise der Expressionswirt Pichia pastoris fir Fermentatio-
nen verwendet wird."" Auch die Erweiterung der Reaktivitit und Stabilitit dieser Enzyme durch
Mutagenese ist zum Zeitpunkt des Verfassens dieser Arbeit ein beliebtes Ziel verschiedener For-

33 Aus diesem Grund wurde im Rahmen dieser Arbeit das Gen der bekanntesten

schungsprojekte.
UPO aus Agrocybe aegerita in dem P. pastoris-kompatiblen pPICZ-B-Vektor als synthetisches Gen be-

stellt und steht fiir mogliche Untersuchungen in der Arbeitsgruppe bereit.

4.2.3 VciPO-Ci als chassis fiir neue Redox-Enzyme

In Kapitel 0 wurde die Beladung von VaPO-C7 mit alternativen Oxometallsidure-Spezies, wie Tantalat
und Niobat, beschrieben. Ziel dieser Untersuchungen war, die Hypothese zu verifizieren, dass durch
andere Coenzyme die Regioselektivitit des Enzyms verindert werden kann. Obwohl die Ergebnisse
diese Hypothese falsifiziert haben, konnte in diesem Experiment die Fahigkeit von VoPO-C7 erstmals
beschrieben werden, andere Coenzyme zu binden und fiir katalytische Zyklen zu nutzen. Bisherige
Befunde haben sich auf die inhibierende Wirkung von Phosphaten als Alternative zu Vanadaten be-
schrinkt. Mit dieser Fahigkeit ist eine andere Anwendung von VaPO-C7 denkbar. Das Enzym besitzt
markante Stabilitit und Resistenz gegeniiber vielen organischen Lésungsmitteln, Oxidationsmitteln
und Temperaturen. Diese Eigenschaften sind vermutlich der Gesamtheit der Proteinstruktur und
nicht allein des aktiven Zentrums geschuldet. Durch Einsatz anderer Ubergangsmetalle kann das En-
zym womoglich als chassis verwendet werden, um andere Redoxreaktionen zu katalysieren. Eine Ge-
nerierung artifizieller Metalloenzyme de novo konnte in Kombination mit Lanthanoiden und anderen
Metallen gezeigt werden.?’

Fir die Etablierung eines solchen chassis missten genauere Studien zur Bindung und zum Mecha-
nismus von VPO-C7 durchgefiihrt werden. Auch wenn die Mechanismen fir Haloperoxidasen seit
Jahrzehnten postuliert sind, fehlt es immer noch an experimentellen Belegen fiir einige Schlissel-
schritte der Katalyse. Computer-gestiitzte Berechnungen zeigten so beispielsweise die Méglichkeit ei-
ner intermediiren Halogenierung eines Histidins in der Nihe zum Vanadat-Coenzym.”™ ** Im
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Rahmen dieser Publikationen wurden auch die so getesteten Oxometallate von Niob und Tantal als
mogliche Surrogate postuliert und im Rahmen dieser Arbeit getestet. Durch Kiristallisationsstudien
mit den entsprechenden alternativen Coenzymen kénnte hier der Bindungsmodus des Coenzyms bes-
ser verstanden werden und daraus womoglich geeignete Mutationen zur Inkorporation anderer Me-
talle deduziert werden. Ein solches Metall konnte beispielsweise Chrom darstellen. Chrom(VI) wird
als zentraler Teil des Phillips-Katalysators 66 fiir die Synthese von Polyethylen eingesetzt, und deckt
dabei schitzungsweise die Hilfte des weltweiten Bedarfs.” Die Implementierung einer solchen
Chrom-Spezies, auch unter Verwendung solcher mit geringerer Oxidationsstufe, konnte Zugang zu
weiteren enzymatischen Halogenierungsreaktionen oder einem ginzlich neuen Metalloenzym fir ver-
schiedene Oxidationsreaktionen liefern, die bisher nur mit hochtoxischen oder schwer zuginglichen

[339-341]

Chromverbindungen méglich sind (siche Abbildung 86).

66

Abbildung 86: Vorgeschlagene Struktur des Phillips-Katalysators 66 mit der reaktiven Chrom(VI)-
Spezies

Aufgrund der hohen Toxizitit von Chrom(VI) ist die Handhabung und Entsorgung chromhaltiger Substanzen
problematisch, weshalb Syntheserouten hiufig umgestaltet werden, um die Verwendung von Chromaten zu
vermeiden.B* Die Generierung eines Chrom(VI)-abhingigen Enzyms, das entsprechende Oxidationen kataly-
sieren kann, wiirde somit eine leichter handhabbare Alternative zu Chromaten und Chromat-haltigen Kataly-
satoren darstellen, da Proteine durch verschiedene Methoden aus Reaktionslésungen entfernt werden kénnen,
wie Dialyse, Ausfillung, Immobilisierung etc. Zudem koénnten womdoglich selektive Redoxreaktionen mit so
einem Katalysator verwirklicht werden.

Die Verwendung eines solchen chassis wie VaPO-C7 konnte daher einen einfacheren Zugang zu arti-
fiziellen Metalloproteinen liefern, die bereits tber ausgeprigte Stabilitit gegentiber harschen Bedin-
gungen verfiigen. Ein vollstindiges e novo-Design eines Biokatalysators konnte so umgangen werden.
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4.3 Haloperoxidasen als synthetische Werkzeuge

4.3.1 Halogenierungen im batch

Haloperoxidasen katalysieren formal die Oxidation von Halogeniden zu entsprechenden Hypohalo-
geniten oder Halogenen. Nicht-bakterielle HPOs treten daher hiufig nicht in direkten Kontakt mit
dem eigentlichen Ziel der Halogenierung. Dieser Umstand fithrt in den meisten Fillen zur freien Dif-
fusion eines sehr reaktiven halogenierenden Agens. Da es sich bei den generierten Verbindungen um
starke Elektrophile handelt, kann in den meisten Fallen eine elektrophile aromatische Substitution
stattfinden. Analog zu NBS bzw. NCS wird die Regioselektivitit dieser Reaktion ausschliefllich durch
die Nukleophilie des Substrats gesteuert. Aus diesem Grund wurde in den letzten Jahren HPOs ver-
mehrt zur Bereitstellung dieser elektrophilen Spezies verwendet. In den meisten Fallen folgte eine
spontane Reaktion, wie etwa eine Zyklisierung, zur finalen Verbindung. In dieser Form bilden HPOs
lediglich die gleiche Art der Halogenierung wie gingige Reagenzien an. Ein mdglicher Vorteil gegen-
Uber der Verwendung klassischer Verbindungen wie NBS und NCS liegt in der Dosierbarkeit. Als
Vorbereitung fiir Kreuzkupplungsreaktionen ist die selektive Halogenierung entscheidend. Ein Uber-
schuss an halogenierendem Agens fiihrt hdufig zu ungewiinschten Nebenprodukten, die die Kreuz-
kupplungsreaktion behindern konnen. Statt solche Losung tber lingere Perioden tropfenweise zuzu-
geben konnte die Verwendung von HPOs durch stetige Generierung kleiner Mengen hypohalogeniger
Sduren zu besseren Ausbeuten fithren.

Insbesondere im Hinblick auf die beobachtete O-Methylierungsaktivitit aus Kapitel 3.6.3 kénnten
HPOs Halogenierung und Schiitzung von Hydroxygruppen in einem Schritt katalysieren. Ein Beispiel
fir ein solches Substrat stellt Orcinol (67) dar. Als mogliches Ausgangsmaterial fiir die Synthese des
axial-chiralen Biaryls 4,4-Dimethoxy-06,6‘-dimethyl-[1,1°biphenyl]-2,2°-diol (72) werden beide
OH-Gruppen methyliert. Anschliefend erfolgt eine Monodemethylierung, an die eine Acetylierung
und eine Bromierung in 4-Position schlieBt (siche Abbildung 87).
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Abbildung 87: Vereinfachte Syntheseroute von Orcinol (67) zu 4,4‘-Dimethoxy-6,6‘-dimethyl-[1,1‘-
biphenyl]-2,2¢-diol (72)

Ausgehend von Orcinol (67) wird eine Permethylierung beider OH-Gruppen durchgefiihrt, da diese nicht se-
lektiv erfolgen kann. Nach der Entschitzung einer OH-Gruppe durch Demethylierung wird diese acetyliert,
bevor eine selektive Bromierung in 4-Position relativ zur Methoxygruppe erfolgen soll. In den nichsten Reak-
tionsschritten wird sukzessive die Kreuzkupplung in Form einer Myaura-Suzuki-Reaktion durchgeftihrt, um
4,4*-Dimethoxy-06,6"-dimethyl-[1,1‘-biphenyl]-2,2*-diol (72) zu erhalten.

Das so erhaltene axial-chirale Diol dient als wichtiges Strukturmotiv in zahlreichen Naturstoffen wie
Gonytolid A. Die erforderliche Per- und Demethylierung in Kombination mit der Bromierung des
Orcinols kénnten bspw. durch VaPO-C7 zusammengefasst werden. Grundlage hierfiir wire ein tie-
fergehendes Verstindnis der O-Methylierung, die bei Thymol (56) beobachtet werden konnte. Im
Falle eines Radikalmechanismus kénnten Elektron-Paramagnetische-Resonanz (EPR)-Untersuchun-
gen oder Radikalfallen wie 2,2,6,6-Tetramethylpiperidinyloxyl (TEMPO) und Diphenyl-Pikryl-Hyd-
razyl (DPPH) Aufschluss tiber den Mechanismus geben und so eine Optimierung beztiglich einer
kombinierten Halogenierung und O-Methylierung erméglichen.*!

Erste Umsetzungen mit VoPO-C7 und Orcinolmonomethylether und der acetylierten Variante
wurden im Rahmen dieser Arbeit getestet und zeigten Umsitze zu den drei moglichen Bromierungs-
produkten (4-, 6- und 4,6-Dibromorcinolmonomethylether). Dabei schienen die relativen Signalinten-
sitaiten der Bromierungsprodukte denen der klassischen Bromierung mit NBS zu entsprechen (4-Po-
sition bevorzugt).

Neben dem FEinsatz in der direkten Halogenierung von Natur- bzw. Wirkstoffen und deren Vor-
ldufern ist auch eine unterstiitzende Rolle in der Synthese denkbar. So sind Oxidationsreaktionen mit
TEMPO als besonders selektiv fir primédre Alkohole beschrieben worden und auch fir die Vorberei-
tung von Cellulose-Nanofibrillen eingesetzt worden. Ein wesentliches Problem dieser Reaktionen ist
die Rickgewinnung des TEMPO, da es durch die hohen Anschaffungskosten einen wesentlichen Bei-
trag zur Effizienz solcher Reaktionen leistet. Eine gingige Methode der Oxidation mit TEMPO ist
die Verwendung von Natriumhypochlorit (NaOCI), welche durch die hohen Kosten des Hypochlorits

die Prozesskosten weiter erhoht.P*

Hier konnte ein Ansatzpunkt fiir Haloperoxidasen gegeben sein,
die aus billigen Startmaterialen wie Wasserstoffperoxid und Chlorid 7z sit« hypochlorige Siure bzw.
Hypochlorit erzeugen koénnen. Die Kombination aus HPO-vermittelter Hypochlorit-Generierung

und TEMPO-Oxidation kénnte verschiedene Oxidationsprozesse  kostengiinstiger und
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energieeffizienter gestalten. Der Ansatz konnte womoglich auch als Kaskade mit einem etablierten

Laccase-TEMPO-System zur Regeneration beider Komponenten kombinierbar sein.’*!

4.3.2 Etablierung von Haloperoxidasen fiir die (kontinuierliche) Durchflusschemie

Chemische Synthesen werden iblicherweise im bafch durchgefithrt und haben meist komplexe Isola-
tions- und Extraktionsschritte zur Folge, in denen Katalysatorreste und andere Verunreinigungen aus
dem gesamten Reaktionsansatz getrennt werden miissen. Die Reaktion kann dabei nur in grobem Mal3
tberwacht werden. Im kontinuierlichen Durchfluss kénnen verschiedene Reaktionsparameter wie
Druck, Flussrate und Temperatur konstant zu jedem Zeitpunkt der Reaktion reguliert werden und
erlauben die Trennung der einzelnen Reaktionsbestandteile durch Verwendung verschiedener Kom-
partimente. So ist eine Durchmischung aller Substanzen erst zum gewtinschten Beginn der Reaktion
moglich und verhindert mogliche Nebenreaktionen. Katalysatoren kénnen dabei in immobilisierter
Form nach Beendigung der Reaktion konstant von der Reaktionslésung isoliert bleiben und erleich-
tern somit haufig die Aufarbeitung.

4.3.3 Immobilisierung von VciPO-Ci

Fir die wiederholte Nutzung von Katalysatoren zur Maximierung der Umsatzzahl muss ein Katalysa-
tor wiedergewonnen werden konnen. Da die Aufarbeitung von Reaktionslésungen fiir die Isolation
von Biokatalysatoren hidufig zu einer Inaktivierung des Enzyms fiihrt oder nicht erfolgreich ist, stellt
die Immobilisierung des Katalysators eine praktikable Alternative dar. Hierbei wird der Katalysator
Uber eine bestimmte Form der Bindung an eine inerte Matrix gebunden und kann so hidufig bspw.
durch Zentrifugation wiedergewonnen werden. Im Rahmen der kontinuierlichen Durchflusschemie
(flow chemistry) werden Katalysatoren meist in eine Sdule gepackt und als eigenstindiges Reaktionsgefil3
behandelt. Uber Pumpsysteme kann dabei die Reaktionslésung tiber diesen Reaktor beférdert werden,
ohne dass der Katalysator in der Reaktionslésung landet. Durch diese raumliche Trennung des Kata-
lysators vom Rest des Reaktionsansatzes konnen so modulare Systeme sowie zyklische Reaktionen
betrieben werden (sieche Kapitel 2.5.2).

Fir die Nutzung von Haloperoxidasen im Durchfluss sollte zuerst eine geeignete Immobilisie-
rungsmethode identifiziert werden. Hierftr standen im Rahmen dieser Arbeit drei Methoden zur Aus-
wabhl, die schematisch dargestellt sind (siche Abbildung 88).
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Abbildung 88: Ubersicht der verwendeten Immobilisierungsmethoden fiir V¢PO-C7im Rahmen die-
ser Arbeit

A: Immobilisation Gber N-terminal fusioniertes HaloTag-Protein. Das HaloTag-Protein bindet tiber eine kova-
lente Bindung zu einem immobilisierten Linker mit einem Aspartatrest und hilt das Zielprotein, hier VaPO-
(i, an der Matrix immobilisiert. Die kovalente Bindung wird dabei durch den nukleophilen Angriff des Aspar-
tats an die C-Cl-Bindung des terminalen Chloratoms der HaloLink-Resin erzielt, was eine Dechlorierung zur
Folge hat. B: Immobilisation tiber IMAC mittels N-terminalem 6xHis-Tag von VcPO-Ci Die Immobilisation
wird hier Gber die Affinitit des komplexierten Nickel-II-Ions und je zweier Histidinreste des His-Tags gewihr-
leistet. C: Immobilisation mit Hilfe der kommerziell erhiltlichen PuroLite® Lifetech™ ECR8415F-Matrix. Die
Immobilisation wird durch eine Voraktivierung der Matrix mit Glutaraldehyd gewihrleistet, wodurch sich eine
Schiff’sche-Base zwischen dem Aminrest der Matrix und exponierten Lysinresten an der Oberfliche bzw. der
N-terminalen Aminogruppe des Proteins ausbilden kann. Alternativ ist auch eine Michael-Addition freier A-
mine des Enzyms an die o,3-ungesittigte Bindung von Glutaraldehyd denkbar, die zum gewiinschten kovalen-
ten Produkt in Form eines sekundiren Amins fihren kann. B4

Die verwendeten Methoden umfassen eine Immobilisierung auf kovalenter Basis Giber die Generie-
rung eines Fusionsproteins bestehend aus HaloTag und VaPO-C7, einer Affinitits-basierten Immobi-
lisierung mittels IMAC und einer kovalenten Immobilisation mit der kommerziell erhiltlichen Matrix
ECR8415F (PuroLite® Lifetech™, siche Kapitel 5.7.8).*"

Die gingigste Methode der Proteinimmobilisation stellt die bereits fiir Proteinchromatografie be-
kannte Affinititschromatographie mit zweiwertigen Ubergangsmetallionen wie Nickel(IT) dar. Hierbei
wird ein N- oder C-terminaler His-Tag (meist 6x oder 10x) an das gewtinschte Gen kloniert, sodass
die im fertigen Protein vorhandenen Polyhistidinreste mit der Matrix interagieren konnen (siche Ab-
bildung 88 B). Da das im Rahmen dieser Arbeit verwendete Konstrukt fiir VoPO-C7 bereits tiber
einen solchen N-terminalen 6xHis-Tag verfiigt, wurde diese Immobilisierungsmethode zuerst unter-
sucht. Hierftir wurde bereits isoliertes Enzym einer erneuten Bindung an eine fiir die Durchflussche-
mie geeignete Sdule (sieche Kapitel 5.7.8) mit IMAC-Matrix (Nickel(IT), Sepharose-Matrix) unterzogen.
Nach einer zyklischen Auftragung bei einer Flussrate von 250 uI. wurde eine Probe des Durchflusses
genommen. AnschlieBend wurde die Sdule mit Assaypuffer gespilt (5 CV) und von diesem Durchfluss
ebenfalls eine Probe entnommen. Die beiden Durchflussproben wurden gemeinsam mit einer Probe
der Enzymlosung vor Auftragung auf die Saule im Rahmen des MeDAC-Assays als Triplikat vermes-
sen, um die Menge immobilisierten Enzyms auf der Sdule zu bestimmen (siche Abbildung 89).
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Abbildung 89: Immobilisierungseffizienz von Vo PO- (i tiber Ni-Affinititschromatographie
Die Aktivitit der Proteinlésungen vor Auftrag, nach Auftrag und Waschen wurden in Dreifachbestimmung
bestimmt. Die Menge des Enzyms auf der Siule wurde tGber die Differenz der Aktivitit vorher und der Summe

aller Aktivitaten der Waschschritte ermittelt.

Uber die Bildung der Differenz zwischen der Aktivitit vor Auftrag und der summierten Aktivitit aller
Durchflussproben wurde die Aktivitit und damit verbunden die Menge des Enzyms auf der Sdule
bestimmt. Dabei konnte ein minimaler Verlust des Enzyms im Laufe der Immobilisierung beobachtet
werden. Auf der Sdule konnte eine Menge von 32.1 U Enzym immobilisiert werden, was zu einer
volumetrischen Aktivitit der Siule von 81.6 U-mL" fiihrte.

Fir erste Versuche wurde eine Umsetzung mit DMP (51) und Thymol (56) im Durchfluss versucht.
Obwohl Signale fiir die entsprechenden Halogenierungsprodukte tiber GC-MS ermittelt werden
konnten, fihrten alle Versuche zu einer starken Blasenbildung wihrend der Laufe. Dabei wurde hiufig
der eingestellte maximal erlaubte Druck des Pumpsystems tiberschritten. Zudem wurde nach mehr als
drei Laufen bei der Extraktion des Durchflusses prizipitiertes Protein beobachtet. Untersuchungen
mit proteinlosen Sdulen zeigten, dass die verwendete Nickel-Matrix mit dem Wasserstoffperoxid in-
teragiert und vermutlich zu einer Disproportionierung von Wasserstoffperoxid in Wasser und Sauer-
stoff fithrt. Somit wurde die Immobilisierung von VcPO-C7 iber IMAC als ungeeignet fiir Haloper-
oxidasen in der Durchflusschemie identifiziert.

Im weiteren Verlauf der Immobilisierungsversuche wurde die HaloTag-Immobilisation durchge-
fihrt. Hierfiir wurde der HaloTag tiber ein Gibson-Assembly an das vcpo-Gen fusioniert. Nach Amp-
lifikation tiber PCR und Sequenzierung der isolierten Plasmide wurde das korrekte Plasmid zur Trans-
formation von E. /i DH5« und E. co/i ArcticExpress (DE3) verwendet. Fir die Kultivierung des Ex-
pressionsstamms wurden Standardbedingungen verwendet (siche Kapitel 5.3.8). Das Enzym wurde
danach durch Ultraschallbehandlung und Zentrifugation vom restlichen Zellmaterial getrennt, und
vor Auftragung auf die Sdulenmatrix zweifach steril filtriert (siche Abbildung 90).
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Abbildung 90: Isolation von N-HaloTag- VcPO-Ci fiir die Immobilisierung

Alle Proben wurden auf eine apparente Zelldichte von 1 normiert. S: PageRuler unstained 10-200 kDa Protein
Marker; resus: resuspendiertes Zellpellet; ZA: Lysat nach Ultraschallaufschluss; CFE: zellfreier Uberstand (16s-
liche Fraktion); Fil: Filtrat nach zweifacher Sterilfiltration; D: Durchfluss nach Auftragung auf Sdule mit Halo-
Link-Trigermaterial

Im Vergleich zu Isolationen der isolierten VaPO-Ci per His-Tag war hier bei gleicher Probenkonzent-
ration eine deutlich schwichere Intensitit auf der SDS-PAGE erkennbar (ca. 100 kDa). Nach Filtra-
tion und Inkubation mit dem Cofaktor konnten dabei nahezu keine weiteren Verunreinigungen er-
kannt werden, allerdings nahm die Intensitit der Fusionsproteinbande auch deutlich ab. Einer der
Vorteile der HaloTag-Immobilisation ist die direkte Nutzung des zellfreien Uberstandes. In diesem
Fall wurde der CFE mit Vanadat fir 4 h inkubiert, bevor dieser bei einer Flussgeschwindigkeit von
40 ur. - min™ auf die Sdulenmatrix zyklisch aufgetragen wurde (siche Kapitel 5.7.8). Analog zur His-
Tag Immobilisation wurden Proben vor Auftrag und nach jedem Waschschritt entnommen, um die
Aktivitit der Sdule zu bestimmen (siche Abbildung 91).
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Abbildung 91: Immobilisierungseffizienz von VoPO-Ci iiber HaloTag-Affinitdtschromatographie
Die Aktivitit der Proben vor Auftrag, nach Auftrag und Waschen wurden in Dreifachbestimmung bestimmt.
Die Menge des Enzyms auf der Siule wurde iiber die Differenz der Aktivitit vorher und der Summe aller
Aktivititen der Waschschritte ermittelt.

Bei der Bestimmung der Aktivitit mussten die Verdiinnungen der einzelnen Proben genauer angepasst
werden, da die Proben des zellfreien Uberstands eine héhere Hintergrundaktivitit im MeDAC-Assay
aufwiesen. Hier kénnten Oxidoreduktasen wie FAD /FMN-abhingige Enzyme fir eine Verfilschung
der Messdaten sorgen. Nach Optimierung der Messungen mit Lysatproben konnte final eine Gesamt-
aktivitit von 176 U auf der Sdule ermittelt werden, die zu einer volumetrischen Aktivitit von etwa
65.5 U ml" auf der verwendeten Siule fithrte. Wie aus dem Verlauf der Immobilisierung mittels Ha-
loTag ersichtlich ist, liegt der relative Anteil immobilisierten Enzyms weit unter der eingesetzten
Menge (ca. 20 %).

Trotz einer guten Ausgangsaktivitit des Fusionsproteins konnte in folgenden Experimenten aller-
dings nahezu kaum Umsatz fir DMP (51) oder Thymol (56) detektiert werden. Das Enzym VaPO-Ci7
schien nach Immobilisierung teilweise bis vollstindig inaktiv zu sein. Dieser Umstand konnte bereits
fir andere Enzymfamilien beobachtet werden und kénnte auf einen Effekt des HaloTags selbst oder
des groBen Molekulargewichts des Fusionsproteins zuriickzufiihren sein.” Aufgrund der geringen
Aktivitit sowie der groen Verluste wihrend der Immobilisierung wurde auch die HaloTag-Immobi-

lisation als ungeeignet fiir Versuche im Durchfluss deklariert.

Als dritte Variante der Immobilisierung sollte eine kovalente Immobilisierung getestet werden. Hierftr
wurde die kommerziell erhiltliche Matrix Lifetech ECR8415F der Firma PuroLite (sieche Kapitel 5.7.8)
verwendet. Die Matrix, ausgestattet mit C6-Methacrylate-Einheiten, verfigt tiber terminale Amino-
gruppen, die nach Aktivierung mit Glutaraldehyd Schiff’sche Basen mit den terminalen Aminogrup-
pen exponierter Lysine auf der Oberfliche des Zielproteins ausbilden kénnen. Fir diese Experimente
wurde das Standardkonstrukt von Vo PO-C7 in isolierter Form verwendet (siche Kapitel 3.2.3).

Analog zu den vorherigen Experimenten wurde die Immobilisierungseffizienz tiber Aktivititsmes-
sungen wihrend jedes Immobilisierungsschrittes bestimmt (siche Abbildung 92).
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Abbildung 92: Immobilisierungseffizienz von VaPO-Ciiiber kovalente Immobilisation mit PuroLite®
Lifetech™ ECR8415F-Matrix

Die Aktivitit der Proben nach Auftrag und Waschen wurden in Dreifachbestimmung bestimmt. Die Menge
des Enzyms auf der Sdule wurde Giber die Differenz der Aktivitdt vorher und der Summe aller Aktivitdten der

Waschschritte ermittelt.

Die Immobilisierungseffizienz der kovalenten Methode war dabei vergleichbar mit der Affinititsim-
mobilisierung tiber Nickel-IMAC. Dabei konnte eine Immobilisierungseffizienz von ca. 95 % erreicht
werden. Auf der Siule waren 42.6 U VoPO-Ci immobilisiert. Uber die Menge eingesetzter Matrix und
Proteinkonzentration konnten somit die genauen Mengen Protein bestimmt werden (siche Tabelle

19).

Tabelle 19: Daten zur kovalenten Immobilisation von VgPO-Ci mittels PuroLite® Lifetech™
ECR8415F-Matrix

Die Bestimmung der Aktivitit erfolgte in technischen Replikaten. Die Gesamtaktivitit und Einwaage des Pro-
teins wurden fiir die nachfolgenden Berechnungen verwendet. Fur dieses Beispiel wurden 500 mg Matrix zur
Immobilisierung verwendet.

Aktivitat auf Menge Pro- | Volumetrische Aktivi- Aktivitit pro Gramm
Siule tein tiat auf Siule Immobilisat
[v] [mg] [U - mL"] [U-g’]
42.6 | 2.7 | 95.1 | 85.3

Die kovalente Methode zeichnete sich durch herausragende Immobilisierungseffizienzen aus und er-
laubte eine hohe Aktivititsdichte auf der Matrix (85.3 U - g™).

Im Vergleich zu den vorherigen Methoden konnte in ersten Vortests mit Thymol (56) unter
Batchbedingungen auch keine Inaktivierung oder Inkompatibilitit mit den verwendeten Reagenzien
festgestellt werden (siche nachfolgendes Kapitel). Aus diesem Grund wurde die kovalente Immobili-
sierung als Methode der Wahl fiir die Verwendung von Haloperoxidasen in der Durchflusschemie
identifiziert. Mit der etablierten Methode sollten anschlieBend erste Umsetzungen im kontinuierlichen

Fluss etabliert und optimiert werden.
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4.3.4 Optimierung immobilisierter Vc,PO-Ci fiir die Durchflusschemie

Die Nutzung von Katalysatoren in der Durchflusschemie erlaubt eine Kompartimentierung der Re-
aktion. So erfolgt in den meisten Fillen eine Transformation separat von der nichsten innerhalb einer
Reaktionssequenz oder der Aufarbeitung der Reaktionslésung. Um diese Kompartimentierung effi-
zient auszunutzen, muss fur jeden verwendeten Katalysator der modus operandi definiert werden.

Da Haloperoxidasen eine indirekte Halogenierung des Substrats zur Folge haben, wurden zwei
verschiedene Betriebsarten fiir diese Versuche betrachtet (siche Abbildung 93).

V PO-Ci OH CH,
CH3
Thymol (56
OH CH3
CH; manuelle Extraktion Analytik
—
HaC EtDAG og ——— P GCMs
X wassrig
X-Thymol
B .
V PO-Ci
H.0, o0 lle Extrakti
X DOCO000 Hox  menueloExtskion o
Thymol (56) Oi“m X-Thymol EtOAc
- _ rd wassrig
~~ :
— Zykliih -

Abbildung 93: Schematische Darstellung der zwei Betriebsarten des Durchfluss-Apparats mit immo-
bilisierter Vo PO-Ci

A: Feed-Modus: Die Cosubstrate, Wasserstoffperoxid und Halogenid X, werden ausgehend von einer Substrat-
l6sung in Assaypuffer als Mischung tiber den PBR mit immobilisierter VoPO-Ci gespiilt. Dabei wird durch die
HPO hypohalogenige Siure generiert, die in einem Auffanggefdl mindet. Dort ist in wenig Puffer das eigent-
liche Substrat, hier Thymol (56), vorgelegt, das durch die hypohalogenige Sdure halogeniert werden kann. Nach
Beendigung des Laufs wird die Lésung manuell mit EtOAc extrahiert und per GC-MS vermessen.

B: Mix-Modus: Die Cosubstrate sowie Thymol (56) werden als Gesamtmischung tiber den PBR gesptilt. Dabei
kommt es zu eciner direkten Halogenierung des Thymols (56) innerhalb des PBR durch VaPO-Ci. Die haloge-
nierten Produkte werden mitsamt nicht-umgesetzten Thymol (56) in ein Auffanggefil3 gespiilt und kénnen
anschliefend manuell mit EtOAc extrahiert und an der GC-MS vermessen werden. Alternativ kann die Losung
aus dem PBR direkt zuriick in die Substratlésung gespeist werden, um so einen zyklischen Betrieb zu ermdgli-
chen, sodass der Anteil nicht-halogenierten Thymols minimiert wird.

Im feed-Modus wird der Haloperoxidase eine Losung bereitgestellt, die lediglich die beiden Cosub-
strate, Wasserstoffperoxid und Halogenid, im Reaktionspuffer (hier Assaypuffer) enthilt. In der Saule
selbst findet die Bildung hypohalogeniger Sdure statt, die mit Hilfe des Pumpsystems in einen Auf-
fangkolben geleitet wird, in dem das Substrat vorgelegt ist. Die eigentliche Halogenierung kénnte so
erst nach der Siule erfolgen und wiirde einen modularen Aufbau von HPOs in Kombination mit
weiteren Katalysatoren im Durchfluss vereinfachen. Das entscheidende Kriterium fir diesen Modus
ist die Halbwertszeit der gebildeten Halogenierungsspezies durch das Enzym.

Alternativ kann im mzx-Modus das Substrat samt Cosubstraten als vorgemischte oder separate Lo-
sung gleichzeitig tiber die Sdule gefiihrt werden, die Halogenierung finde hier primir auf der Siule

147



Ausblick

selbst statt. Dieser Modus ist technisch einfacher durchzufiihren, kann aber zu Problemen durch ge-
ringe Loslichkeit der (aromatischen) Substrate in wissrigem Milieu fihren.

Die Analyse beider Modi erfolgte mit zwei Sdulen mit kovalent immobilisierter VaPO-C7 (siehe
Kapitel 5.7.8). Fiir beide Modi wurde eine geringere Flussrate (100 uL - min") und eine héhere
(250 ur. - min™") mit einem Gesamtvolumen von 300 mr (0.01 mmol Thymol 56, 1500 Aq. H.O, &
KBr, BTA 100 mM pH 6) verglichen. Zusitzlich wurde fiir den mix-Modus ein zyklischer Betrieb
getestet, bei dem eine 50 mL-Losung mit allen Substraten in einer Schleife fiir 16 h Uber die Siule

gegeben wurde. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen sind tabellarisch zusammengefasst (siche Ta-
belle 20).

Tabelle 20: Vergleich verschiedener Betriebsmodi fiir VaPO-C7im kontinuierlichen Durchfluss

Die Reaktionslésungen wurden nach Beendigung des Laufs mit 50 mI. EtOAc mit IS extrahiert und an die
Dimensionen der Kalibrierung angepasst. Fiir die feed-Experimente wurde eine Sdule mit einer Katalysatorbe-
ladung von 0.129 mol-% (14.2 U), fiir die mix-Experimente eine Sdule mit 0.386 mol-% (42.6 U) verwendet.
Fir die cyclische Nutzung wurde eine 50 mL-Lsung mit gleichen Konzentrationen verwendet. Die Kontakt-
zeit wurde anhand des Totvolumens des Systems und der Flussrate rechnerisch ermittelt (siche Kapitel 5.7.7).

Flussrate Kontaktzeit Umsatz Thymol
Modus . 4 ]
[pL min™] [min] [%6]
feed 100 3.93 79.4
mix 100 3.93 <10
feed 250 1.57 60.2
mix 250 1.57 45.0
mix zyklisch 250 1.57 -

Die fiir diese Experimente verwendeten Volumina von 300 mL wurden gewihlt, um eine ausreichend
hohe Cosubstratbeladung und Reaktionsdauer zu gewihtleisten. Die Konzentrationen wurden dabei
an die Ergebnisse der batch-Umsetzungen (siche Kapitel 3.6.2) angepasst, um einen direkten Vergleich
zwischen batch- und Durchflussreaktion zu ermdglichen. Im Vergleich wurden héhere Umsitze fur
den feed-Modus beobachtet als fiir den mzx-Modus. Bei geringeren Flussraten und damit geringeren
Kontaktzeiten mit dem Katalysator zeigte sich eine Verringerung des Unterschieds (60,2 gegeniiber
45 %) zwischen beiden Modi, allerdings blieb der feed-Modus kontinuierlich tber dem mzx-Modus. Im
Falle der zyklischen Auftragung konnten keine Signale im GC-MS-Chromatogramm festgestellt wer-
den. Fir alle Proben des ix-Modus gab es zudem wiederholte Druckprobleme wihrend der Laufe,
bei denen teilweise auch Undichtigkeiten im System festgestellt wurden. Intensive Sptlungen mit Puf-
fer zeigten, dass Thymol (56) und Produkte teilweise auf der Sdule prazipitieren und deshalb nur stark
verzogert eluieren.

Daher wurde der feed-Modus als Standard fir alle weiteren Durchflussexperimente verwendet. Zur
gezielten Optimierung der Umsitze von Thymol (56) sollte der Einfluss einzelner Parameter mithilfe
eines DoE-Ansatzes untersucht werden. Die Reaktionsvolumina wurden so herunterskaliert, dass in
jedem Ansatz 1.2 Aquivalente beider Cosubstrate generiert werden. Untersucht wurde der Einfluss
der Konzentration von Wasserstoffperoxid und Kaliumbromid sowie die Flussrate, die inhidrent mit
der Kontaktzeit der Cosubstrate mit dem Enzym auf der Sdule zusammenhingt. Als vierter Parameter
wurde die Katalysatorbeladung getestet, indem alle Ansitze mit zwei unterschiedlich hoch beladenen
Sdulen (6.17 U und 3.60 U) mit VcPO-C7 getestet wurden. In diesem Fall wurde der Parameter kate-
gorisch behandelt. Um die Menge der eingesetzten Reagenzien und die Reaktionsdauer zu minimieren,
wurden alle Ansitze auf etwa einen Milliliter skaliert.
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Trotz gleicher Durchfiihrung im Vergleich zu den ersten Durchflussversuchen konnte fiir nahezu
keinen der Laufe Umsatz von Thymol (56) festgestellt werden. Auch nach Nutzung frisch gepackter
und neu immobilisierter Saulen VaPO-C7 konnte im Rahmen des DoE-Ansatzes kein messbarer Um-
satz festgestellt werden. Um ein systematisches Problem auszuschlieSen, wurden mehrere Ansitze auf
héhere Volumina skaliert und der Umsatz der Reaktion fiir verschiedene Kontaktzeiten bestimmt
(siche Tabelle 21).

Tabelle 21: Vergleich des Einflusses verschiedener Kontaktzeiten und Cosubstratmengen auf den
Umsatz von 0.01 mmol Thymol (56) im Durchfluss

Fir alle Experimente wurde die Reaktionslésung gemil3 vorherigen Angaben mit EtOAc extrahiert und mittels
IS an der GC-MS vermessen. Nach jedem Lauf wurde die Siule mit Assaypuffer gespiilt, bevor ein weiterer
Lauf begonnen wurde. Fiir Umsitze unter 10 % konnte mit der verwendeten Kalibrierfunktion fiir Thymol
keine akkurate Bestimmung gewihtleistet werden.

R:(jlllljtrlr::- Aquivalente Flussr?lt(: Kontak-tzeiten Umsatz Thymol
[m1] Cosubstrate [uL - min~] [min] [%6]
40 200 250 1.57 23.6
300 1500 250 1.57 09.1
40 400 100 3.93 53.2
288 1500 50 7.86 48.9
40 200 10 39.3 <10
50 250 10 39.3 <10

Die beobachteten Umsitze und Signale fiir Thymol (56) zeigen, dass Versuche im kontinuierlichen
Fluss nicht skalierbar zu sein scheinen. Geringere Kontaktzeiten scheinen einen héheren Umsatz zu
erzielen, wobei hier der Einfluss der Konzentration der einzelnen Cosubstrate vernachlissigt wird.
Die Optimierung der Haloperoxidase-vermittelten Halogenierung im Durchfluss muss daher unter
Berticksichtigung lingerer Reaktionszeiten und komplexerer Wechselwirkungen zwischen Cosubstrat-
menge und Kontaktzeiten optimiert werden. In vielen Versuchen wurde mit dem verwendeten System
(siehe 5.7.7) zudem massive Dichtigkeitsprobleme beobachtet, die teilweise zu einer Beschidigung der
Pumpsysteme fithrten (siche Abbildung 94).

149



Ausblick

Abbildung 94: Verwendete Pumpe fiir Durchflussreaktionen mit V¢ PO-Ci nach einer Nutzung von
5 Tagen

Bei den silbrig-grauen Partikeln schien es sich um abgeldste Bestandteile der Pumpenhalterungen (rot) zu han-
deln, die durch undichte Stellen der Spitzenkolben in Kontakt mit der Reaktionslésung kamen. Welcher Be-
standteil der Reaktionslésung dafiir verantwortlich ist, konnte nicht bestimmt werden.

Trotz einer vom Hersteller ausgewiesenen Resistenz des Systems gegeniiber verschiedenen Losungs-
mitteln und Verbindungen schienen Teile der Reaktionslésung das verwendete Metall fiir die Pum-
penhalterungen durch ungeklirte undichte Stellen in verschiedenen Spritzenkolben aufzulésen. Mit
dem hier verwendeten System aus Syris Asia Pumpeinheit und Omnifit-Saulen kann somit keine
HPO-katalysierte Reaktion im kontinuietlichen Durchfluss fir lingere Zeitrdume stattfinden.

Die Verwendung von Haloperoxidasen als Biokatalysatoren in der kontinuierlichen Durchflussche-
mie konnte somit im Prinzip aufgezeigt werden. Die Nutzung dieser Enzymfamilie ist jedoch mit
einigen technischen wie wissenschaftlichen Problemen verbunden, die fur eine sinnvollere Nutzung
erst behoben werden miissen. Durch die Identifikation eines geeigneten Betriebsmodus fiir diese En-
zymfamilie ist aber der Grundstein fiir die Kombination dieser Enzymfamilie mit weiteren Katalysa-
toren oder Nutzung in komplexeren Systemen gelegt.

4.3.5 Kombination von Haloperoxidasen mit weiteren Systemen im flow

Im Rahmen dieser Arbeit wurde erste Schritte fiir die Anwendung von Haloperoxidasen im Durch-
fluss erarbeitet. Hierzu wurde eine geeignete kovalente Immobilisierungsmethode fiir Vo PO-C7 etab-
liert (sieche Kapitel 4.3.3). Erste Versuche mit dem Testsubstrat Thymol (56) zeigten erfolgreiche Um-
sitze, die jedoch deutlich an Effizienz mangeln (siche 4.3.4). Die bisherigen Optimierungsversuche
zeigten eine problembehaftete Skalierbarkeit der Reaktion. Lediglich bei Erh6hung des Reaktionsvo-
lumens mit geringeren Kontaktzeiten konnten Umsitze tber 50 % erhalten werden. Eine mégliche
Stellschraube ist die Katalysatorbeladung auf der verwendeten Sdule. Diese konnte einen mal3gebli-
chen Einfluss auf die Umsatzraten haben und kénnte bei hoherer Packungsdichte zu gleichen oder
besseren Umsitzen bei geringeren Reaktionsvolumina fithren.

Neben den Problemen in der Skalierbarkeit litt das System auch an Dichtigkeitsproblemen und
damit Unvertrdglichkeiten zwischen dem Pumpsystem und der Reaktionslésung. Obwohl die
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verwendeten Polytetrafluorethylen (PTFE) und Materialien inert gegentiber den verwendeten Bedin-
gungen sein sollten, konnten angepasste Systeme fiir stark oxidative Bedingungen geeigneter sein. Ein
Beispiel konnten Carbon- oder Graphit-Schlduche sein, wobei auch hier oxidativer Abbau der Schldu-
che nicht ausgeschlossen werden kann.*!

In Kombination mit den Erkenntnissen aus der Charakterisierung neuer Haloperoxidasen (siche
Kapitel 3.5) wire die Immobilisierung und Nutzung der beiden HPOs aus R. rosens und L. pratensis
von Interesse. Im Fall von VPO-Lp konnte die Nutzung als CatIB, wie im vorherigen Kapitel be-
schrieben, eine direkte Anwendung im Durchfluss erlauben (siche Kapitel 4.2.2). Fir VPO-Rr ist be-
sonders die ermittelte hohe Umsatzzahl von tiber 1000 s* von Relevanz. Wie Berechnungen fiir
VoPO-C7 in Kapitel 3.8 zeigen konnten, besitzen Haloperoxidasen theoretisch hohe TON und TF.
Durch die Nutzung als immobilisiertes Enzym innerhalb eines Reaktors kénnten diese Werte, insbe-
sondere bei nativ hohen Umsatzraten, zu besonders leistungsfihigen Biokatalysatoren im Durchfluss
fithren. Je nach Selektivitit konnten so auch komplementire Haloperoxidasen abhingig vom umzu-
setzenden Substrat eingesetzt werden und wiirden so zu einem Haloperoxidase-Portfolio im Durch-
fluss beitragen.

Der eigentliche Vorteil der Nutzung von Biokatalysatoren im Durchfluss zeigt sich am besten bei der
Nutzung modularer Systeme fiir Reaktionskaskaden. In diesem Umfeld finden einzelne Reaktions-
schritte im jeweiligen Reaktor statt und ermoglichen die Synthese komplexer bzw. hochfunktionali-
sierter Verbindungen innerhalb eines Aufbaus, teilweise ohne manuelle Aufarbeitungsschritte.”* So-
mit ist auch die Nutzung verschiedener Katalysatortypen wie Organo- und Biokatalysatoren in einem
Prozess moglich.”™!

Eine Moglichkeit fir Kaskadenreaktionen mit Haloperoxidasen wurde im Rahmen dieser Arbeit
getestet. Enantiomeren-angereicherte a-chlorierte Aldehyde stellen wichtige chirale Bausteine in der
Wirkstoffsynthese dar.””*! Die stereoselektive a-Chlorierung von Aldehyden mit NCS konnte von
MacMillan und Jorgensen etabliert und spater u.a. von Hutchinson e /. und Ponath e a/. fortgefiihrt
werden.” % Dabei wurden exzellente Enantiomerenverhihltnisse (mind. 97:3 bis zu 99:1) bei mo-

deraten bis sehr guten Ausbeuten fiir verschiedene aromatische und aliphatische Aldehyde erzielt. P>

%I Schliisselschritt bei der mechanistischen Betrachtung dieser Reaktion ist die Chlorierung des Or-
ganokatalysators, in diesem Fall ein Jorgensen-Hayashi artiger Katalysator (73), die langsam erfolgen
muss. Der Katalysator selbst kann anschlieSend die Chlorierung in a-Position zum Aldehyden kataly-
sieren. Als Alternative zur langsamen Bereitstellung von NCS wurde VaPO-C7 im Durchfluss ver-
wendet. Gemeinsam mit einem immobilisierten Jorgensen-Hayashi-Katalysator, der freundlicherweise
von Teresa Friedrichs (AG Pietruszka, HHU Dusseldorf)) innerhalb der Arbeitsgruppe bereitgestellt
wurde, wurde eine chemo-enzymatische Chlorierung von Aldehyden im Durchfluss versucht. In ei-
nem ersten Experiment erfolgte die Umsetzung von Hydrozimtaldehyd (75) in einem Testaufbau

(siche Abbildung 95).
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Abbildung 95: Schematischer Aufbau des getesteten Kaskadenaufbaus von V¢PO-C7und Organoka-
talysator im Durchfluss

A: Analog zu den Durchflussversuchen mit Thymol (56) wird von VaPO-C7 in Anwesenheit von Chlorid und
Wasserstoffperoxid hypochlorige Sdure generiert. Diese ist als Surrogat fiir NCS in der Lage, den in einem
zweiten Reaktor immobilisierten Organokatalysator, wie etwa Jorgensen-Hayashi- oder MacMillan-artig, zu
chlorieren. Zu diesem zweiten Reaktor wird aus einem separaten Reservoir der Aldehyd in organischem Lo-
sungsmittel wie MeCN oder DCM gepumpt. Der chlorierte Organokatalysator ist damit in der Lage, die ste-
reoselektive Chlotierung des Aldehyds in a-Position zu katalysieren. Das BTA-Puffer-Losungsmittelgemisch
landet in einem Auffanggefill und kann danach eingeengt und analysiert werden. B: Vorgeschlagener Reakti-
onsmechanismus der Organokatalysator-vermittelten o-Chlorierung von Aldehyden, adaptiert nach
Ponath e# a/B5% 351 Im ersten Schritt addiert der Aldehyd am Imidazolidin-Stickstoff. Darauf kann im nichsten
Schritt formal eine Chloronium-Spezies, hier in Form hypochloriger Sidure statt NCS, ebenfalls addieren. Der
positiv-geladene Komplex kann nun durch eine Umlagerungsreaktion in die Imin-Form tiberfithrt werden, wo-
bei Chlor an die a-Position des Aldehyds wandert. Durch eine Hydrolyse wird der chlorierte Aldehyd in Enan-
tiomeren-reiner Form freigegeben und der Organokatalysator regeneriert.

Bedingt durch technische Ausfille konnte keine detaillierte Analyse der Umsetzung von Hydrozimtal-
dehyd (75) erfolgen. "H-NMR-Spektren der Rohprodukte zeigten allerdings die Bildung von Zimtal-
dehyd (77) (siche Kapitel 5.7.23). Dieser Umstand konnte auf eine Eliminierungsreaktion hindeuten,
bei der Chlor die Reduktion der Einfachbindung des Hydrozimtaldehyds (75) forciert (siche Abbil-
dung 117 fir die detaillierte Hypothese und den Nachweis). In einem alternativen Ansatz wurde
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Hexanal (76) als Modellaldehyd ausgewihlt und mit dem nicht-immobilisierten MaeMillan-Katalysator
der zweiten Generation (74) in gleichartiger Weise im Durchfluss umgesetzt (siche Abbildung 96).
3

]
N

N Ar NH H /\/\)L
H H5;C H
R0 ¢
73 74 75 76
Jorgensen-Hayashi MacMillan .
R3: TBS oder TMS 2. Generation Hydrozimtaldehyd Hexanal

Abbildung 96: Ubersicht der verwendeten Organokatalysatoren (links) und der Modellaldehyde
(rechts) fiir Versuche im kontinuierlichen Durchfluss

Bei diesen Versuchen wurde neben dem Signal von Hexanal (76) auch ein Signal in der GC-MS-
Analyse beobachtet, das zu einem chlorierten Hexanal passen wiirde (siche Abbildung 97).
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Abbildung 97: GC-MS-Chromatogramm der Umsetzung von Hexanal im kontinuierlichen Durchfluss
mit Vg PO-Crund vorgelegten MacMillan-Katalysator nach 96 h
Dargestellt sind das Rohchromatogramm (oben), die extrahierten Massespuren fir 126 m/z fur den internen
Standard 7-Chlortoluol, 100 m/z (entspricht der molekularen Masse von Hexanal (76)), 134 m/z (entspricht
der molekularen Masse von Cl-Hexanal) und das Massenspektrum des Signals bei 9.93 min.

Ob es sich dabei um ein Enantiomeren-angereichertes oder racemisches Gemisch handelt, konnte
aufgrund einer fehlenden Referenz bisher nicht bestimmt werden. Die bisherigen Ergebnisse dieser
chemo-enzymatischen Kaskade sind nachfolgend zusammengefasst (siche Tabelle 22).
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Tabelle 22: Ergebnisse der ersten Versuche zur MacMillan-Haloperoxidase-Kaskade mit Hexanal
Die Katalysatorbeladungen wurden anhand der Menge immobilisierter VcPO-C7 auf der Siule relativ zur Stoff-
menge Hexanal (76) bzw. der Menge des vorgelegten MacMillan-Katalysators (74) im Auffangkolben relativ zu
Hexanal (76) berechnet. Die relativen Signalflichen wurden anhand der isolierten Massespuren fiir Cl-Hexanal
bezogen auf die isolierte Massespur von Hexanal normiert.

. Katal belad
Reaktions- | Katalysatorbeladung ata ysz;)totr Ij adung Fl . Signal Cl-Hexanal
zeit VoPO-Ci (batchi) ussrate [tel. Fliche zu
MacMillan [uL - min-] ]
[h] [©o] . Hexanal in %]
[%]
24 0.013 20 50 -
24 0.039 20 50 -
50 (26 h)
96 0.013 20 1.25
20 (70 h)
50 (26 h)
96 0.039 20 1.18
20 (70 h)

Auch im Rahmen dieses Versuchs zeigt sich erst ein Umsatz bei groBeren Mengen an Cosubstraten
fir die VoPO-Ci-vermittelte Generierung von hypochloriger Sdure. Die hier gezeigten Ergebnisse
stellen aufgrund der geringen Datenlage lediglich ein Indiz fir die Hypothese der Kaskadenreaktion
mit Organokatalysator und Haloperoxidase dar, konnen aber als Startpunkt fir weitere Versuche die-
nen. Neben Hexanal bieten sich auch Phenylethanal und weitere synthetisch nutzvolle Aldehyde zur
weiteren Etablierung und Optimierung des Systems an. Die so moglichen Umsetzungen kénnten den
Weg zur einfacheren Nutzung von Haloperoxidasen in Multi-Komponenten-Reaktionen wie komple-
xeren Kaskaden ebnen und diese Enzymfamilie fir die Nutzung in der Durchflusschemie etablieren.
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5 EXPERIMENTALTEIL

5.1 Aligemeines

5.1.1 Geréte

Allgemeines

Im Rahmen dieser Arbeit wurden verschiedene Gerite fiir die Durchfithrung molekularbiologischer,

biochemischer und chemischer Experimente und Analysen verwendet. Diese sind in der nachfolgen-
den Tabelle aufgefithrt (siche Tabelle 23).

Tabelle 23;: Ubersicht aller in dieser Arbeit verwendeten Geriite

Geritetyp Name bzw. Beschreibung Hersteller
. V'WR International GmbH, Darmstadt,
Agarosegelelektrophorese 300 V Netzgerat Deutschland
peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen,
A 1k
garosegelkammern Deutschland
Ch t hiesyst <
roma ograP lesystem AKTA™ Purifier GE Healthcare, Minchen, Deutschland
(Proteine)
Agilent1100

Chromatographiesystem
(HPLC)

Chromatographiesystem
(GC-MS)

Fotoapparat

Gelelektrophorese fiir
SDS-PAGE

Heizschrank

NMR

Dionex UltiMate 3000

Trace 1310 (GC)
ISQ™ QD Single Quadru-
pole Massenspektrometer

Canon EOS 1000D, digi-
tale Spiegelreflexkamera
mit EF-S 60 mm {/2.8
USM
Makroobjektiv
Canon EOS 6D Mark 11,
digitale Spiegelreflexka-
mera mit Canon EF 24—
105 mm f/4L IS USM
Objektiv
Gelelektrophoresesystem
tir Invitrogen precast SDS-
PAGE-gels (XCell Sure-
Lock™ Mini-Cell Electro-
phoresis Systen)
Bio-Rad Mini-Protean®
Tetra System

Jouan Innovens 234 EU1

600 MHz NMR

Agilent Technologies, Santa Clara, USA

Thermo Fischer Scientific, Waltham, MA,
USA

Thermo Fischer Scientific, Waltham, MA,
USA

Canon Deutschliand GmbH, Krefeld,
Deutschland

Canon Deutschliand GmbH, Krefeld,
Deutschland

Invitrogen GmbH, Darmstadt, Deutsch-
land

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen,
Deutschland
Thermo Fischer Scientific, Waltham, MA,
USA
Bruker, Billerica, US.A
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Magnetrithrer mit
Heizplatte

PCR-Cycler

pH-Meter

pH-Elektrode

Photometer

Pipetten

Pumpen

Rotationsverdampfer

Schiittler und Inkubatoren
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Heidolph MR 3001 K,
kombiniert mit EKT
HeiCon Kontaktthermo-
meter

VWR Doppio

Biometra TProfessional
Basic Gradient
Mikroprozessor-pH-Me-
ter 764
NORDANTEC
pH-Elektrode 1J44C
NanoDrop 2000c, Klein-
volumenphotometer
Tecan Infinite® M1000
PRO, Miktrotiterplatten
Eppendorf Research, 0.1—
2.5ul
Eppendorf Research, 1—
10 pL.
Eppendorf Research, 10—
100 pL
Eppendorf Research,
100-1 000 pl.
Eppendorf Research, 0.5—
5 mL
Vaccubrand RZ 6 Dreh-
schieberpumpe
DIVAC 1.2L Membran-
pumpe
Btichi Rotavapor® R-210
Rotationsverdampfer mit
Biichi B-491 Heizbad und
Buchi V-700 Membtran-
pumpe
Buchi Rotavapor® R-114
Rotationsverdampfer mit
Bichi B-480 Heizbad und
Bichi V-700 Membran-
pumpe
BioCote Stuart rotator
SB2, Rotorschiittler in
37 °C Konstantraum flir
Kulturréhrchen
Edmund Buhler TiMix,
Schiittler mit

Heidolph Instruments GmbH & Co. KG,
Schwabach, Deutschland

VWR International GmbH, Darmstadt,
Deutschland
Analytik Jena AG, Jena, Deutschland

Knick Elektronische Messgerdte
GmbH & Co. KG, Berlin, Deutschland
NORDANTEC GmbH, Bremerhaven,

Deutschland
Thermo Fischer Scientific, Waltham, MA,
USA

Tecan Group AG, Mannedorf, Schweiz
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Vaccubrand GmbH & Co. KG, Wert-
heim, Deutschland

Leybold GmbH, Koln, Deutschland

Biichi Labortechnik GmbH, Essen,
Deutschland

Biichi Labortechnik GmibH, Essen,

Deutschland

BioCote 1.td, Wolverhampton, UK

Edpund Biibler GmbH, Hechingen,
Deutschland




Ultraschallbad

UV-Lampe

Waagen

Z.ellaufschluss

Zentrifugen

Inkubationshaube fir Re-
aktionsplatten
Eppendorf MixMate
PCB-11, Schittelblock fir
Reaktionsplatten
Eppendorf Thermomixer
compact, beheizter Schiit-
telblock fir 1.5-2 ml. Re-
aktionsgefil3e
Heidolph Unimax 1010,
Plattformschittler fir
Flussigkulturen; mit
Hezdolph Inkubator 1000,
Inkubationshaube
Hettich Beneluxxe MKR23,
beheizter/gekihlter
Schiittelblock fur 1.5—
50 mL Reaktionsgefif3e
New Brunswick™ In-
nova® 42R

Sonorexe RK 100H

Pring UV-Testlampe fiir
Netzbetrieb
Sartorius MC1, Labot-
waage
Sartorius 1LA1200S, Fein-
waage
Sartorins 2004MP,
Ultrafeinwaage
Sonopuls HD2070, ver-
schiedene HorngréBen
(1.5-50 mL)
Beckman Coulter Optima
L-80 XP, Ultrazentrifuge
Beckman Conlter
Type 50.2 Ti Rotor, Fest-
winkelzentrifuga-
tionsrotor
Eppendorf Centrifuge 5242R,
gekiihlte Zentrifuge mit
Festwinkelrotor fir Reak-
tionsgefal3e (1.5 + 2 mlL)
Eppendorf Centrifuge 5810R,
gekiihlte Zentrifuge mit

Allgemeines

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Heidolph Instruments,
GmbH & Co. KG, Schwabach,
Deutschland

Hettich Benelux B.1., Geldermalsen,
Niederlande

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Bandelin electronic GinbH & Co. KG,
Betlin, Deutschland
PRINZ Verlag GmbH, Passau,
Deutschland

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

Bandelin electronic GinbH & Co. KG,
Betlin, Deutschland

Beckman Coulter, Brea, CA, USA

Beckman Coulter, Brea, CA, USA

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
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5.1.2 Software

Festwinkelrotor fiir Reak-
tionsgefil3e (15 + 50 mL)
Eppendorf Concentrator
5301, Vakuumzentrifuge
Sorvall F10S-4x1000, Fest-
winkelzentrifugationsro-
tor
Sorvall FI9S, Festwinkel-
zentrifugationsrotor
Sorvall RC6+, gekihlte
Standzentrifuge

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Thermo Fischer Scientific, Waltham, MA,

Thermo Fischer Scientific, Waltham, MA,

Thermo Fischer Scientific, Waltham, MA,

USA

USA

USA

Fir die Dokumentation, Auswertung und Darstellung von Daten wurden verschiedene kostenpflich-

tige wie kostenlose Programme verwendet, die mit dem jeweiligen Einsatzgebiet nachfolgend zusam-

mengefasst sind (siche Tabelle 24).

Tabelle 24: Ubersicht iiber die in dieser Arbeit verwendeten Programme und deren Einsatzgebiet

Software Verwendung Hersteller
ChemBioDraw Zeichnen von Strukturformeln PerkinElmer Informatics
16.0 & 18.0
CloneManager Planung von Klonierungsstrategien Scientific & Edncational Soft-

9.4 Professional
Snapgene 6.1
Adobe Tllustrator CC
Endnote X9.3 und 20
Adobe Acrobat Pro

Adobe Photoshop CC
sciebo

Design Ex-
pert 11 & 12
ensochemlLab 7.0.5
Image]
Jalview
Graphpad Prism 8
MestReNova 10.0
Microsoft Excel 2010,
2016 & 365
Microsoft PowerPoint
2010, 2016 & 365
Microsoft Word 2010,
2016 & 365
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Planung von Klonierungsstrategien
Erstellung von Vektorgrafiken
Literaturverwaltung
Erstellung und Bearbeitung von PDF-Do-
kumenten
Verarbeitung von Kamera-Rohdaten
Cloud-Speicher fur wissenschaftliche Daten

Experimentaldesign fir design of experiment
und Auswertung
Elektronisches Laborjournal
Densitometrie

Wissenschaftliche Darstellung von Daten
Analyse von NMR- und GC-MS Daten
Auswertung von Datensitzen

Erstellung von Prisentationen

Erstellung von Textdokumenten

ware

Adobe Systems
Clarivate™
Adobe Systems

Adobe Systems
ownClond GmbH Uber Hoch-
schuleloud NRW
StatEase, Inc.

enso Software GmbH
Freeware

Freeware

Mestrelab Research S.1..
Microsoft Corp.

Microsoft Corp.

Mierosoft Corp.




Allgemeines

OriginPro 9.0G, 2018 | Lineare und nicht-lineare Anpasung und Originlab Corp.
& 2021b Auswertung von Daten
UCSF Chimera 1.16 | Visualisierung und Analyse von Protein- | UCSFE Resource for Bioconpu-
strukturen ting, Visnalization, and Infor-

matics, CA, USA
UCSF ChimeraX 1.4 | Visualisierung und Analyse von Protein- | UCSE Resource for Biocompu-

strukturen ting, V'isnalization, and Infor-
matics, CA, USA

5.1.3 Verbrauchsmaterialien

Pipettenspitzen fiir Luftpolsterpipetten (0.1-1 000 uL), Reaktionsgefif3e (1.5 mL, 2 mL, 15 mL, 50 mL),
Petrischalen (92 X 16 mm) und Semimikroktvetten (Polystyrol) wurden von neolab Migge GmbH
(Heidelberg, Deutschland) bezogen. Sterile Einwegspritzen der Injekt®-Serie (Polypropylen/Po-
lyethylen) wurden von der B. Braun Melsungen AG (Melsungen, Deutschland) bezogen, wihrend sterile
Spritzenfilter (0.20 um, Celluloseacetatmembran) und Spritzenfilter mit regenerierter Cellulose (Sar-
torius Minisart RC4, 0.45 pm) von der VWK International GmbH (Darmstadt, Deutschland) verwendet
wurden. Sterile Flaschenaufsatzfilter fir die Sterilfiltration gréBerer Mengen Flissigkeit (0.2 um, 250
mlL, Polyethersulfon) wurden von der Sarstedt AG & Co. KG (Niimbrecht, Deutschland) erworben.
Dunnschichtchromatographie (DC)-Platten mit Kieselgel 60 ([Polygram®SIL. G/UV254; spezifische
Oberfliche (BET) = 500 m*- g, mittlere PorengréBe 60 A, spezifisches Porenvolumen 0.75 mlL - g,
PartikelgroBe 5-17 um)] und DC-Platten mit Aluminiumoxid [Polygram®Alox N /UV254; spezifische
Oberfliche (BET) = 200 m? - g, mittlere PorengréBe 60 A) wurden von Macherey-Nagel (Diiren,
Deutschland) erworben. Ansitze, die iiber priparative Sdulenchroamtographie isoliert wurden, ver-
wendeten Kieselgel 60 (Partikelgrofie 40 — 63 wm). Durchsichtige und schwarze Mikrotiterplatten fiir
Absorptions- und Fluoreszenzmessungen (Nunclon® und Greiner96 Flat, Polystyrol, flacher Boden,
Kaminform) wurden von Nunc™ Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA) und Greiner Bio-One
GmbH (Frickenhausen, Deutschland) erworben.

5.1.4 Chemikalien

Simtliche in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien wurden von Car/ Roth GmbH & Co KG (Karls-
ruhe, Deutschland), Sigma-Aldrich/ Fluka (Steinheim, Deutschland), Fermentas GmbH (St. Leon-Rot,
Deutschland), TCI Europe (Zwijndrecht, Belgien), A/fa Aesar (Katlsruhe, Deutschland) und IV'IPR In-
ternational (Radnor, PA, USA) oder BLLD Pharma (Kaiserslautern, Deutschland) erworben. Verwendete
organische Losungsmittel wurden, falls nicht fiir die Synthese verwendet, kommerziell erworben und
in einer destillierten, stabilisatorfreien Form verwendet.

5.1.5 Enzyme

Giangige molekularbiologisch  relevante Enzyme und Materialien, wie etwa die Phu-
sion Hot Start I DNA-Polymerase (2 U/uL), Phire Hot Start Il DNA-Polymerase, T4 DNA-Ligase,
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Dpnl (10 U/uL), Desoxyribonukleosidtriphosphate (dNTPs, jeweils 10 mM) und alle Restriktionsen-
donukleasen wurden bei Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA) erworben. Kommerzielle CPO-
Cfund Vg PO-Co wurde von Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland) erworben.

5.1.6 Plasmide und Oligonukleotide

Oligonukleotide wurden in Form eines Lyophilisats von Sigma Aldrich (Steinheim, Deutschland) er-
worben und vor Nutzung mit desz. HO gel6st, sodass eine 100 mM Stammlésung erhalten wurde. Die
verwendeten Oligonukleotide sind nachfolgend gelistet (siche Tabelle 25).

Tabelle 25: Ubersicht der in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide fiir Klonierungen

Die Bezeichnungen bezichen sich auf die Dateinamen der jeweiligen Sequenzen, die Nummerierung (#) et-
folgte innerhalb der Katalogisierung des jeweiligen Experiments. Alle Sequenzen werden in 5‘2>3“Richtung
angegeben. Die Suffixe ,,_fw* und ,,_rv* beziehen sich auf die Orientierung der Primer bei Bindung an den
sense- bzw. antisense-Strang. Durch Primer eingefithrte Mutationen der Sequenz sind fett dargestellt. Unterstri-
chene Sequenzen symbolisieren tberlappende Sequenzen mit dem Zielgen. Die Methode, die mit diesem Pri-
mer verwendet wurde, ist mit GA (Giébson Assembly®) und QC (QuikChange) angegeben.

Klonierungs-
Bezeich D3
ezeichnung # 5¢>3‘-Sequenz methode
AFE001_V003_MWA001 AGGAGGCGCCGGGATCCT-
- - AFE001 1 A
_V442_pET21a_NHaloVector_fw FR001_VO03_ GACTCGAGCACCACCAC G
AFE001_V003_MWA001 ATGGGTGTAACGGACCCCAT-
- - AFE001 2 A
_V442_pET21a_NHaloVector_zv FRO01_VO03. GCTAGCCATTTTCGCCGC G
AFE001_V003_pET21a CAGCGGCGAAAATGGCTAGCAT-
- - AFE001 - A
_VcPO_NHalo_Fragment_fw FE001_V003_3 GGGGTCCGTT G
AFE001_V003_pET21a TGGTGGTGGTGGTGCTCGAGTCAG-
- - AFE001 I A
_VcIPO_NHalo_Fragment_rv FE001_V003_4 GATCCCGG G
GGAATGTCGTTGGTGTTAG-
AFE001_V012_A383_K_rv AFE001_V012_4 | TAGCTGGCTTACCGAGAGT- QC
GAGCCAGAAAGG
CIGGCTCACTCTCGG-
AFE001_V012_A383_K_fw AFE001_V012_3 | TAAGCCAGCTACTAACACCA- QC
ACGACATTCC
CCTGACGGGACCAC-
AFEO001_V012_A_to_K_70_fw AFE001_V012_1 CTCTCTCTAAGAGGGCTCIGGGTATGE QC
GCATACCCAGAGCCCTCTTAG-
AFE001_V012_A_to_K_70_rv AFE001_V012_2 AGAGAGGTGGTCCCGTCAGG QC

Fir die Synthese von Genen wurde die Firma Genscript USA Inc. (Piscataway, NJ, USA) beauftragt.
Simtliche Gene wurden, mit Ausnahme des Gens UPO-Aa im pPICZB-Plasmid), im Plasmid
pET21a(+) erstellt und mit einem 6xHis-StreplI-Tag versehen. Die verwendeten Gene sind nachfol-
gend gelistet (siche Tabelle 20).
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Tabelle 26: Ubersicht iiber die verwendeten oder erstellten Plasmide in dieser Arbeit

Allgemeines

Plasmidbezeichnung Genotyp Herkunft
lacl, Ampr, T'7 promotor, T7 transcription start, T7
ET21a(+
pET21a(t) terminator, f1 ori, pPBR322 ori Novagen
lacl, Ampf, T7 er)motor, T7 t.ranscription start, .T7 Genseript USA I
AFE001_V002_pET21a_VsPO-Co terminator, f1 ori, pPBR322 ori, VpPO-Co (N-Hisg- i .
Diese Arbeit
Strepll)
. lacl, [.\Ampr’ T7 pr9motor, T7 t.ranscriptior.l start,.T7 Gensoript USA Tne
AFE001_V003_pET21a_VcPO-Ci terminator, f1 ori, pPBR322 oti, VaPO-Ci (N-Hisg- i .
Diese Arbeit
Strepll)
lacl, Ampr, T'7 promotor, T7 transcription start, T7
AFE001_V003_pET21a_VqPO-Ci_NHalo | terminator, f1 ori, pBR322 ori, Vo PO-Ci (N-Halo- Diese Arbeit
Tag)
lacl, A.mpf, T7 prgmotor, T7 trfanscription start., T7 Gensoript USA Tne
AFE001_V004_pET21a_CPO-Cf terminator, f1 ori, pPBR322 ori, CPO-Cf (N-Hisg- Diese Arbeit
ese e
StrepIl) °
lacl, Ampf, T7 prc.)motor, T7 tr.anscription start,. T7 Genseript USA I
AFE001_V005_pET21a_VPO-Lp terminator, f1 ori, pPBR322 ori, VPO-Lp (N-Hiss- Dicse Arbeit
i rbei
Strepll) ese e
FIL.D7 promotort, a-Faktor Sekretionssignal, V5
Epitop, AOXT1 termination region, TEF1 promo- Genscript USA Ine.
AFE001_V007_pPICZB_UPO-A4
- -P - “ tor, Zeo*, CCYCI1 transcription termination, pUC Diese Arbeit
otigin, UPO-Aa (C-Hisg)
lacl, Ampf, T7 pr(?motor, T7 tr.anscription start,. T7 Gensoript USA Tne
AFE001_V008_pET21a_VPO-An terminator, f1 ori, pPBR322 ori, VPO-A17 (N-Hiss- Diese Arbeit
r
Strepll) ese ¢
Jacl, Ampf, T7 prgmotor, T7 tr.anscription start', 7 Gensoript USA Ine
AFE001_V009_pET21a_VPO-F¢r terminator, f1 ori, pBR322 ori, VPO-F¢ (N-Hiss- . .
Diese Arbeit
Strepll)
Jacl, A{npﬁ T7 pro.motor, T7 trfmscripticy)n startA, T7 Gensoript USA Ine
AFE001_V010_pET21a_VPO-Sf terminator, f1 ori, pPBR322 ori, VPO-S/ (IN-Hiss- Diese Arbeit
se Arbei
Strepll) e8e e
lacl, Ampf, T7 prgmotor, T7 tr.anscription start? T7 Gonsoript USA Ine.
AFE001_V011_pET21a_VPO-Rr terminator, f1 ori, pPBR322 ori, VPO-Rr (N-Hiss- Diese Arbeit
ese Arbe
StrepII)
lacl, Ampr, T7 promotor, T7 transcription start, T7
AFEOOl_VOlZ_pETZla_Vc1PO—Cz'_A7OK terminator, f1 ori, pBR322 ori, VaPO-C7i A70K (N- Diese Arbeit
Hisg-Strepll)
lacl, Ampr, T'7 promotor, T7 transcription start, T7
AFE001_V012_pET21a_VPO-Ci_A402K terminator, f1 ori, pPBR322 ori, VaPO-Ci A402K Diese Arbeit

(N-Hisg-StreplI)
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5.1.7 Mikroorganismen

Fir die Klonierung und Produktion von Proteinen wurden unterschiedliche Wirtsorganismen ver-

wendet, die nachfolgend zusammengefasst wurden (siche Tabelle 27).

Tabelle 27: Ubersicht der in dieser Arbeit verwendeten Mikrootganismen
Mikroorganismus Genotyp Herkunft Verwendung

E. coli DH5a F~ ®80lacZAM15 Sigma Klonierung
A(lacZY A-argF) U169
recAl endAl hsdR17 (tK~
, mK") phoA supE44 A~
thi-1 gyrA96 relAl
E. coli BL21(DE3) F= ompT gal dem lon Sigma Proteinproduktion
hsdSB(rB mB~) A(DE3
[lacI lacUV5-T7p07 ind1
sam7 nin5]) [malB" 1K
12(AS)

E. coli ArcticExcpress (DE3) E. cli BT~ Agilent Proteinproduktion
ompT hsdS (t5 mp") dent”
Tet" ga/ M\DE3) endA Hte
[gpn10 ¢pn60 Gent']

C. fumago 1256 Wildtyp Stamm 1256 DSMZ Proteinproduktion

(DS-No.: 1250) (CPO-¢Y)
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5.2 Molekularbiologische Methoden

5.2.1 Primerdesign

Das Ziel von Primern ist die Amplifikation eines gewtinschten Gens bzw. Genabschnitts tiber PCR.
Primer dienen dabei als Bindungsstelle fiir die DNA-Polymerase, die an doppelstringiger DNA bindet
und die Amplifikation des Einzelstrangs durchfithrt. Primer wurden mit Hilfe der implementierten
Primerdesign-Werkzeuge in Snapgene erstellt und abhingig von der geplanten PCR-Methode optimiert.
Fir klassische PCR wurden Schmelzpunkte bei 50 — 60 °C bei einer Basenlinge von etwa 20 und
minimalem GC-Gehalt angestrebt. Die Berechnung der Schmelztemperaturen erfolgte mit Hilfe der
Vorhersage bei Snapgene und des Online-Programms Ofjgocale mit dem nearest neighbonr Algorithmus.
Fiir Gibson Assemblh®™ Ansitze wurden entsprechende Primer mit dem assembly cloning Werkzeug in Snap-
gene erstellt und dabei tberlappende Teile des Vektors am 5-Ende und des Zielfragments am 3‘-Ende
in den Primer inkorporiert. Die Gré3e der Primer wurde dabei auf unter 100 Basen mit Schmelzpunk-
ten zwischen 55 — 80 °C und GC-Gehalten von 10 — 90 % gehalten. Vor jedem PCR-Experiment
wurde der Erfolg der Reaktion tiber die entsprechende 77 si/ico Klonierung bestitigt und als eigene
Datei hinterlegt.

5.2.2 Klassische PCR

Fir die Amplifikation von Genen bzw. Genabschnitten wurden PCR-Reaktionen mit der Phire Hot
Start I DNA Polymerase durchgefithrt. Alle notwendigen Komponenten fir die PCR wurden als
Stammlésung angesetzt und auf die entsprechenden Reaktionsgefifle aufgeteilt. Zu Ansitzen mit
DNA-Abschnitten mit hohem GC-Gehalt wurde DMSO hinzugegeben, um die Bindung der Primer
an den entsprechenden DNA-Strang zu etleichtern. Die Zusammensetzung der Stammlésung sowie
das verwendete Temperaturprogramm sind nachfolgender Tabelle zu entnehmen (siche Tabelle 28).

Tabelle 28: Allgemeine Zusammensetzung klassischer PCR-Ansitze mit zugehdrigem Temperatur-

programm
Bestandteil Stammkon- | Volumen Schritt Tempera- Dauer
zentration tur
[°Cl]
DNA-Templat 20-50 ng - ul- 1 uL Initiale Denatu- 98 30s
1 rierung
Forward Primer 10 uM 1 uL Denaturierung 98 10s
Reverse Primer 10 uMm 1uL Anlagerung 50 - 80 30s
dNTP-Mix 10 mM 0.4 uL Elongation 72 15 s - kb!
Puffer 5x 4 uL Finale Elonga- 72 10 min
tion
Polymerase 0.4 pL Lagerung 10 00
DMSO 1 pL
ad. dest. HoO 20 uL
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5.2.3 Kolonie-PCR

Nach Durchfiihrung einer Transformation eines ausgewihlten Stammes mit dem gewtinschten Plas-
mid wurde auf die Anwesenheit korrekter Plasmide in den Transformanden getestet. Einzelne Kolo-
nien wurden dabei von Agarplatten gepickt und in entsprechende PCR-Reaktionsgefile mit dem
REDTaq"® ReadyMix™ (Sigma) gegeben. Die PCR wurde analog zu klassischen PCR-Experimenten
durchgefiihrt (siche Tabelle 28 rechts).

5.2.4 Test-PCR

Um die Identitit eines Plasmids zu bestatigen, wurde eine Test-PCR mit isoliertem Plasmid durchge-
tithrt. Die entsprechenden Primer sollten zur Amplifikation des Zielgens beitragen und so ein Signal
in der Agarose-Gelelektrophorese generieren. Die PCR wurde analog zu klassischen PCR-Experimen-
ten durchgefiihrt (sieche Tabelle 28 rechts).

5.2.5 QuikChange®-PCR

QuikChange-PCR beschreibt eine Methode zur gezielten Inkorporation von Mutationen in einem
DNA-Abschnitt.?” Ausgehend von einer DNA-Sequenz mit der zu mutierenden Position wird ein
Primer erstellt, der die gewtinschte Mutation mittig zur gesamten Primer-Sequenz enthilt. Um zu
gewahrleisten, dass die Bindung des Primers an die Zielsequenz stark genug ist, wurden etwa 15 Basen
in 3 und 5°-Richtung an der Mutation als Flankierung angesetzt. Die so erhaltenen Primer wurden in
Snapgene durch eine 7 silico-Mutagenese auf Erfolg getestet und anschlieBend als Oligonukleotid be-
stellt. Die Amplifikation selbst erfolgte nach dem Prinzip der QuikChange® mit der PrimeStar GXL.
DNA-Polymerase (TaKaRa Bio). Nach Vorlage des forward-Primers wurde die PCR fir finf Zyklen
betrieben, bevor der reverse-Primer dazu gegeben wurde und weitere 30 Zyklen durchgefithrt wurden
(siehe Tabelle 29). AnschlieBend wurde mit Dp#l die parentale DNA verdaut und fiir die Transforma-
tion von E. cw/i DH5a verwendet.

Tabelle 29: Allgemeine Zusammensetzung QuikChange®-artiger PCR-Ansitze mit zugehdrigem
Temperaturprogramm

Bestandteil Stammkon- Volu- Schritt Tempera- Dauer
zentration men tur
[°C]
DNA-Templat 20-50 ng - p1! 1 uL Initiale Denatu- 98 30s
rierung
Forward Primer 10 uM 1pL Denaturierung 98 10s
Reverse Primer 10 uM 1uL Anlagerung 50— 80 30s
dNTP-Mix 10 mM 0.4 pL Elongation 72 15s - kb
Puffer 5x 4 uL Finale Elonga- 72 10 min
tion
Polymerase 0.4 L Lagerung 10 0
DMSO 1L
ad. dest. H,O 20 uL
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5.2.6 Agarose-Gelelektrophorese

Zur Analyse von Klonierungsexperimenten wie PCR, DNA-Restriktion oder Assembly-methoden
wurde eine Agarose-Gelelektrophorese durchgefiihrt. 0.8 % (w/2) Agarose wurde in 1x TAE-Puffer
zum Sieden gebracht, sodass sich simtliche Agarosemolekiile 16sen kénnen. Der leicht abgekthlten
Losung wurde 0.1 %o (v/2) Gel Red™ (Bioticuns Inc., Hayward, CA, USA) als Farbstoff zugesetzt. Dabei
interkaliert der Fabrstoff mit der DNA, was eine Visualisierung von DNA-Fragmenten unter UV-
Licht erméglicht. Die Agaroselosung wurde als Stammldsung bei 60 °C gelagert und bei Verwendung
in entsprechende Kammern (I”IVK) gegossen. Nach 20 bis 30 Minuten war die Polymerisation abge-
schlossen und das Gel wurde in die Elektrophoresekammer transferiert und mit 1x TAE-Puffer Gber-
schichtet. Proben zur Analyse wurden mit DNA-Puffer (Endkonzentration 1x) versetzt und vorsichtig
in entsprechende Taschen im Gel pipettiert. Als GroBenstandard wurden 1.5 pL der 1 kb DNA Lad-
der (New England Biolabs GmbH, Frankfurt am Main, Deutschland) eingesetzt. Die Gel-Elektropho-
rese erfolgte bei 180 V konstanter Spannung fiir 28 min. Die Gele wurden mit einem INTAS Science
Imaging Aufnahmegerit (Goéttingen, Deutschland) dokumentiert.

5.2.7 Isolation von Plasmid-DNA

Isolierung von Plasmid-DNA wurde mit Hilfe des Kits innuPREP Plasmid-Mini Kit (Analytik Jena
AG Life Science, Jena, Deutschland) durchgefiihrt. 5 — 10 mL einer Ubernachtkultur von E. /i DH5¢
wurden zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das Pellet wurde gemil3 der Angaben des Her-
stellers behandelt. Die Plasmid-DNA wurde im finalen Schritt zweimal mit je 20 uL 55 °C warmen
dest. H,O eluiert.

5.2.8 Restriktionsverdau und Ligation

Zur Generierung linearer Plasmid-DNA oder Restriktionsklonierung wurden Restriktionsendonukle-
asen verwendet. Die Mengen und Konzentrationen wurden dabei mit Hilfe der Herstellerangaben der
Enzyme bzw. Angaben fiir die jeweilige Klonierungsmethode im Anschluss ausgewihlt. Alle Restrik-
tionsenzyme wurden als FastDigest-Variante verwendet (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA).
Ligationen erfolgten in ausgewihlten Fillen mit der T4-DNA-Ligase fiir 16 h bei 16 °C mit nachfol-
genden Bedingungen (siche Tabelle 30 ). Der gesamte Ansatz wurde anschlieBend fir Transformati-
onen verwendet.

Tabelle 30: Zusammensetzung von Ligationsansétzen fiir Transformationen

Bestandteil Volumen
T4 DNA Ligase Puffer (10X) 2 uL
T4 DNA Ligase 1 uL
PCR-Produkt (5% Menge Vektor)
geschnittener Vektor 25 ng
dest. H,O Vektor ad. 20 pL
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5.2.9 Geleluation und PCR-Reinigung

Fir Ligationen wurden geschnittene Vektoren iiber Gelelution aus Agarosegelen geschnitten bzw.
PCR-Fragmente mit clean-up Protokollen isoliert (innuPREP DOUBLEpure Kit, Analytik]ena AG,
Jena, Deutschland). Die DNA wurde in beiden Fillen im finalen Schritt zweimal mit je 20 uL 55 °C
warmen dest. H,O eluiert.

5.2.10 Gibson Assembly®

Bei einer assembly-Methode werden Gene in linearisierte Vektoren inseriert. Dabei werden keine kom-
patiblen Restriktionsschnittstellen benétigt und erméglichen so die Insertion mehrerer Gene im sel-
ben Vektor in einem Schritt. Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Gibson Assembly® verwendet.””
Zielgen und Plasmidriickgrat werden dabei mit tiberlappenden Primern in zwei Ansitzen amplifiziert
und dann tber eine isothermale Reaktion assembliert. Dabei baut eine T5-Exonuklease das 5-Ende
der DNA-Stringe teilweise ab und generiert sticky ends, die zur Anlagerung homologer Sequenzen
fithren. Die entstandenen Liicken werden dann durch eine Polymerase aufgefillt und mit einer Ligsae
geschlossen. Gibson-Primer wurden mit Hilfe des assenzbly cloning Werkzeugs in Snapgene erstellt und
die Reaktion 7n silico durchgefiihrt. Fiir die experimentelle Durchfithrung des Gibson Assembly® wurde
ein Mastermix verwendet. Die einzelnen Komponenten sind nachfolgend aufgelistet (siche Tabelle

31).

Tabelle 31: Zusammensetzung des Gibson Assembly® Mastermix und des darin enthaltenen 5xISO-
Puffers

Gibson Assembly® Mastermix 5x ISO-Puffer
Bestandteil Volumen Bestandteil Menge
ISO-Puffer (5x) 60 uL. TRIS-HCI (1 M, pH 7.5) 500 uL.
T5-Exonuklease 24 uT MgCl (2 3 26 uT
(100 U - mr.") e §-2 e
Phusion HotStart I1
DNA-Polymerase 18 pL. dGTP (100 mM) 10 pL
(0.4U - mL™)
Taq DNA-Ligase 39 . dCTP (100 mM 10 .
(8000 U - mr.") u (100 mn) u
dest. HO 309 uL dATP (100 mM) 10 pL
dTTP (100 mMm) 10 uL.
1,4-Dithio-D-threitol (DTT, 1 M) 50 .
Polyethylenglykol (PEG)-8000 0.25¢
NAD* (100 mM) 50 pL

Nach Amplifikation des Zielgens und des Plasmids mit den entsprechenden Gibson-Primern wurden
die Proben auf priparative Agarosegele aufgetragen und aus dem Gel geschnitten und eluiert. Fir den
Einsatz in der asserbly wurde mit Hilfe des TaKaRa Infusion Tool die bendtigte Menge Zielgen und
Plasmid berechnet. Dabei wird ein Verhaltnis von zusert zu Vektor von 2 zu 1 unter Beriicksichtigung
der GroBe der jeweiligen Fragmente in bp als ideales Verhiltnis angesehen. Die Gibson-Ansitze wur-
den fiir eine Stunde bei 50 °C inkubiert und vollstindig fiir die Transformation von E. co/i DH5a
verwendet.
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5.2.11 Konzentrationsbestimmung von DNA

Zur Bestimmung der Menge und Reinheit isolierter DNA wurde diese photometrisch quantifiziert.
Dabei wurde die Absorption bei 260 nm an einem NanoDrop2000 (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA) gemessen. Als Leerprobe dienten 1.5 uL. Wasser, fiir die Messung der eigentlichen Probe
wurde das Volumen beibehalten. Zur Reinheitsbestimmung der DNA wurde ebenfalls die Absorption
bei 280 nm gemessen und der Quotient aus der Absorption von 260 und 280 nm bestimmt.

5.2.12 DNA-Sequenzierung

Zur Verifizierung von Klonierungsschritten und finalen Konstrukten wurde stets eine Sequenzierung
des Plasmids im Zielbereich durchgeftihrt. Die Sequenzierungen wurden von der Firma Ewrofins Sci-
entific (Luxemburg, Luxemburg) nach der Methode der Didesoxysequenzierung nach Sanger durchge-
fiihrt.”>® Als Sequenzierprimer wurden der Standard-T7-Promoter-Primer und der Standard-T7-Ter-

minator-Primer (reverse) verwendet.
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5.3 Mikrobiologische Methoden

5.3.1 Medien

Fir die Kultivierung der in dieser Arbeit verwendeten Medien wurden Komplexmedien verwendet.
Diese wurden entweder einzeln angesetzt oder als Fertigmischung in Wasser gelost. Alle Medien und
Stamml6ésungen wurden vor Verwendung autoklaviert bzw. steril filtriert und ab diesem Zeitpunkt
nur noch mit sterilen dest. HO verarbeitet. Fur Niahrbodenplatten wurde LB-Medium bzw. Kartoffel-
Glucose-Medium (fir C. fumago) verwendet, dem 1.5 % (w/») Agar-Agar zugesetzt wurde. Um Degra-
dierungen oder Komplexbildungen durch die hohen Temperaturen beim Autoklavieren zu vermeiden,
wurden Salze und Puffer separat autoklaviert bzw. steril filtriert und vor Nutzung des Mediums als
hochkonzentrierte Stocklésung zugegeben. Eine Ubersicht der verwendeten Medien findet sich in
Tabelle 32.
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Tabelle 32: Ubersicht der verwendeten Medien und Zusammensetzungen fiir entsprechende Anwen-

dungen
Medium Komponente Menge Verwendung
Trypton 10.0g- L Kultivierung von E. co/i in
LB-Medium Hefeextrakt 500¢g- 1" 5 ml Ubernachtkulturen,
NaCl 10.0g- L Expressionsstudien
Casein (enzym. verdaut) 100g- !
Hefeextrakt 240g- 1" Kultivierung von E. co/i im
TB-Medium K,HPO, 125g- L' GroBmal3stab, Expressi-
KH,PO, 231g- 1! onsstudien
Glycerin 4.00 mr. - 1."
Trypton 200g - 1"
Hefeextrakt 500¢g- 1"
NaCl 0.60 g~ 1" Transformation von
SOC-Medium NI[;CCII 8328? 11:1 E. coli ArcticExpress (DE3)
2 .
MgSO, 1.21g- 1"
Glucose 3.60g - 1"
Fructose 400g- 1"
NaNO; 200g- 1"
Lol
FI'UCtO(Si?;i::IZ-Me- K}Ii ?-)104 ;88 i . 11:71 Kultivierung von C. fumago
MgSO, - 7 H,O 1.00g- "
FeSO, - 7 HO 0.02g- 1"
Casein 12g- 1"
Hefeextrakt 24 ¢ ! o .
TB-Medium K2HPO4 1254g 1 Kultivierung von E. coli 1'm
(Fertigmischung) KH2PO4 231 gL Grofimalistab, Expressi-
Glycerin 4mrL -1 onsstudien

TB-AI-Medium

2xYT-Medium (Fer-
tigmischung)

2xYT-AI-Medium

TB-Fertigmedium
Glycerin
Glucose-Stamm (20 %
w/v)
Lactose-Stamm (10 %
w/v)

Trypton
Hefeextrakt
Na(Cl

2xY'T-Fertigmedium
Glucose-Stamm (1000x)
Lactose-Stamm (1000x)

> 50.8gauflL

50.8¢g - L
4mr-L!
0.2 %
0.05 %

16.0g - L
10.0g- L'
500¢g - 1"

> 31.0gauflL

310g-L
0.2 %
0.05 %

Kultivierung von E. coli Ar-
cticExpress (DE3) im
Grof3maBstab, Expressi-
onsstudien

Kultivierung von E. co/i im
Grof3maBstab, Expressi-
onsstudien

Kultivierung von E. coli Ar-
cticExpress (DE3) im
Grofimal3stab, Expressi-
onsstudien
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Kartoffel-Glucose- 650 g - 1"
] L. Kartoffel-Infus 4 "

Medium (Fertigmi- Gl 200g-L Agarplatten fur C. fumago
schung) Heose Y 26.5 g auf 1 1.

5.3.2 Antibiotika- und weitere Stammlésungen zur Kultivierung

Tabelle 33: Verwendeten Antibiotika und weitere Stammlésungen zur Kultivierung

Stammlésung Konzentration Losungsmittel

Ampicillin (Amp, 1000x) 100 mg - mL' dest. TL,O
Chloramphenicol (Cm, 1000x) 34.0 mg - mr." EtOH

Kanamycin (Kann, 1000x) 50.0 mg * mL" dest. H;O
IPTG (1000x) 1.00 M dest. H,O
Lactose (10 % w/v) 10g - mL' dest. H;O
Glucose (20 % w/v) 20g - mr’ dest. HO
Natrium-o-Vanadat (2000x) 200 mMm dest. HO

5.3.3 Herstellung chemisch kompetenter Zellen

Fir Transformationen wurden Zellen chemisch kompetent gemacht. Hierfiir wurden folgende L6-
sungen sterilfiltriert verwendet (siche Tabelle 34).

Tabelle 34: Lésungen zur Herstellung chemisch kompetenter Zellen

Loésung Bestandteil Konzentration
A MgCl, 100 mMm
B CaCl, 100 mMm
Glycerin 15 % (w/v)

E. coli-Zellen wurden in 400 mL LB-Medium in einem 3 L Fernbachkolben mit Schikane mit 2 mL
Vorkultur des gewtinschten Stamms versetzt. Bei 37 °C und 120 rpm wurde die Kultur bis zu einer
ODyoo von 0.4 — 0.6 inkubiert. Die Zellen wurden 10 min bei 1230 - g und 4 °C geerntet und anschlie-
Bend vorsichtig in 10 mL Lésung A auf Eis resuspendiert. Nach 20 bis 30 Minuten auf Eis wurden
die Zellen erneut pelletiert, wonach der Uberstand verworfen wurde. Das Pellet wurde vorsichtig in
2 mL vorgekiihlter L.osung B auf Eis resuspendiert. Die nun chemisch kompetenten Zellen wurden in
50 puL-Aliquots portioniert und innerhalb der 1.5 mL-Reaktionsgefi3e mit fliissigem Stickstoff einge-
froren. Die Lagerung erfolgte bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C.

Zum Nachweis der Qualitit der chemisch kompetenten Zellen wurde ein Antibiogramm mit allen
gangigen Antibiotika (Ampicillin, Kanamycin, Streptomycin, Tetracyclin, Chloramphenicol) in Form
von Vorkulturen mit entsprechendem Antibiotikum in LB-Medium durchgefiithrt. Wuchs in einer die-
ser Vorkulturen Zellmaterial an, wurde die gesamte Charge verworfen und ein neuer Ansatz chemisch
kompetent gemacht, da diese Zellen eine Resistenz gegeniiber dem Antibiotikum aufwiesen. Fiel das
gesamte Antibiogramm negativ aus wurde zusitzlich die Transformationseffizienz der Zellen be-
stimmt. Dazu wurde eine Hitzeschock-Transformation mit einem pET22a(+)-Leervektor als Positiv-
und sterilem H»O als Negativkontrolle durchgefiihrt. Nach erfolgter Transformation wurden beide
Ansitze jeweils auf eine LB-Agarplatte gestrichen und iiber Nacht bei 37 °C inkubiert. Falls keine
Kolonien auf der Platte der Negativkontrolle sichtbar waren, wurden die Kolonien auf der Platte der
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Positivkontrolle durchgezihlt. Diese Zahl, auch colony forming unit (CFU), genannt, wird wie folgt fur
die Berechnung der Transformationseffizienz verwendet (siche Gleichung 9).

CFU
ug ausplattierter DNA

Transformationsef fizienz =

Gleichung 9: Formel zur Berechnung der Transformationseffizienz

Fir E. ki DH5x wurde dabei eine Transformationseffizienz im Bereich von 10° fiir
E. coli BL.21 (DE3) und Derivaten eine Transformationseffizienz von 10° angestrebt. Lagen die be-
stimmten Transformationseffizienzen weit unter diesen Grenzwerten, wurden die Chargen ebenfalls

verworfen und neu angesetzt.

5.3.4 Hitzeschocktransformation kompetenter Zellen

Zur Insertion eines Plasmids in einen bakteriellen Wirt wurde im Fall von E. co/i die Hitzeschock-
Methode verwendet. Chemisch kompetente Zellen wurden dabei 10 min auf Eis aufgetaut, mit 1 pL
des gewtinschten Plasmids (bzw. bei verdiinnteren Proben mit 100 ng Plasmid) versehen und 30 min
auf Eis inkubiert. Nach Inkubation wurden die Zellen bei 42 °C fir 90 s einem Hitzeschock unterzo-
gen. Gemal} der Herstellerangaben erfolgte der Hitzeschock fir E. co/i ArcticExpress (DE3)-Zellen
lediglich fiir 20 s, da sonst keine Transformanden erhalten wurden. Dabei wird die Zellmembran per-
meabel fir die Plasmid-DNA und kann so ins Zellinnere gelangen. AnschlieBend wurde fir 2 min auf
Eis gekihlt, bevor 700 uL. LB-Medium (fur ArcticExpress SOC-Medium) zugegeben wurde. Die
phinische Expression erfolgte anschlieBend fiir 1 h bei 37 °C. Abhingig vom Ansatz wurden 100 pL
der Kultur auf eine LB-Agarplatte mit entsprechendem Antibiotikum verteilt oder die Zellen zentri-
fugiert (2 min, 10000 - g), der Uberstand bis auf 100 uI. verworfen und 100 uL. des resuspendierten
Pellets auf der Platte verteilt.

5.3.5 Vorkulturen

Zur Inokulation von Expressionskulturen oder DNA-Isolierungen wurden Vorkulturen angelegt. Da-
bei wurden 5 bis 20 mL einer Kultur in 2xYT-Medium mit entsprechendem Antibiotikum (in den
meisten Fallen Ampicillin) angesetzt. Zur Inokulation wurde ein steriler Zahnstocher oder eine sterile
Pipettenspitze mit Zellmaterial von einer Agarplatte gepickt und in ein steriles Reagenzglas bzw. einen
sterilen 100 mL-Kolben mit Schikane gegeben. Alternativ wurde eine Glycerinkultur als Inokulations-
material verwendet. Die Kultur wurde anschlieSend fiir 16 h bei 37 °C inkubiert. Das 2xYT-Medium
sorgte dabei fir hohere Zelldichten von bis zu einer ODgoo von 8.

5.3.6 Herstellung von Glycerinkulturen zur langfristigen Stammlagerung

Zur lingerfristigen Lagerung von Stimmen und direkten Verwendung fiir Expressionskulturen wur-
den Glycerinkulturen angelegt. Dabei wurden 500 uL einer Vorkultur mit 500 pL steriler 50 %o-iger
Glyerinl6sung vermischt und in einem sterilen Cryogefal3 mit flissigem Stickstoff eingefroren und bei
-80 °C gelagertt.
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5.3.7 Kultivierung fiir Expressionsanalysen

Fir die Analyse der heterologen Genexpression im kleinen Maf3stab wurden 50 mL Kulturen in 2xYT
oder TB-Medium mit einer Zellmenge beimpft, die einer Anfangs-ODyoo von 0.05 in 250-mL-Kolben
entspricht. Fir Ansitze mit Autoinduktionsmedium wurden 0.05 % Glukose und 0.2 % Laktose wur-
den zugesetzt, sonst 100 uM IPTG. Als Antibiotikum wurden 100 pg - mL Ampicillin zu jeder Kultur
gegeben. Nach einer Inkubationszeit von drei Stunden bei 37 °C und 120 rpm, die zu einer ODy von
etwa 1 fithrte, wurden abhingig vom Ansatz IPTG bzw. 2 % Ethanol (#/7) zugegeben. Fir die ersten
Temperaturscreenings wurde diese auf 10 bis 30 °C gesenkt. Die Kultivierung wurde fiir 24 bis 72
Stunden lang bei 120 rpm fortgesetzt, bevor die Zellen bei 5000 x g und 4 °C zentrifugiert und die
trockenen Pellets bei -20 °C gelagert wurden.

5.3.8 Kultivierung fiir Proteinisolation in E. coli ArcticExpress (DE3)

Fir die Proteinisolation wurden Kulturen mit optimierten Expressionsparametern fiir Haloperoxi-
dasegene im 500 mL-Maf3stab mit E. co/7 ArcticExpress (DE3) angesetzt. Hierbei wurden Fernbach-
Kolben mit einem Fassungsvermogen von 3 L mit Schikane verwendet, zu denen 500 mL TB-AI-
Medium mit 100 pg + mL" Ampicillin zugesetzt wurde. Das Medium wurde mit einer Menge Vorkultur
inokuliert, die einer Anfangs-ODgo von 0.05 entspricht. Nach Inkubation bei 37 °C und 120 rpm bei
2.5 cm Schiitteldurchmesser fiir ca. 3 h wurde die ODgoo tiberpriift. Lag diese zwischen 0.7 und 1,
wurde 2 % Ethanol (¢/2) zugegeben und die Kultur fiir 72 h (48 h fiir VPO-Lp) bei 13 °C inkubiert.
Im Anschluss wurde die Kultur bei 5000 x g und 4 °C zentrifugiert. Das Pellet wurde aus Zentrifuga-
tionsbechern mit 0.9 % NaCl-Lésung resuspendiert, in 50 mL Reaktionsgefil3e gefiillt und erneut bei
5000 x g und 4 °C zentrifugiert, um sie bei -20 °C dauerhaft bis zur weiteren Verwendung zu lagern.
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5.4 Proteinbiochemische Methoden

5.4.1 Zellaufschluss

Fir die Analyse von Proteinen via SDS-PAGE oder der Isolation von Proteinen nach heterologer
Proteinproduktion wurde ein Zellaufschluss durchgefithrt. Abhingig von der verwendeten Zellmenge
wurde ein Ultraschallaufschluss mit entsprechenden Sonotroden fiir kleine und grofle Volumina (bis
60 mL) verwendet. Eingefrorene Pellets bei -20 °C wurden 10 — 20 min auf Eis aufgetaut, bevor sie in
Lysepuffer resuspendiert wurden (100 mM BTA, 12.5 mM Imidazol, pH 7). Die Menge Puffer wurde
dabei an das Nassgewicht Pellet abgestimmt, sodass das 5-fache Volumen (»/2) erreicht wurde (d.h.
bei 5 g Zellen wurden 25 mL Puffer verwendet). Um bei gréB3eren Mengen simtliche Zellklumpen
vollstindig zu losen, wurde eine EDTA-freie Proteaseinhibitortablette (cOmplete Tablet, Mini,
EASYpack, Roche) dazugegeben und das resuspendierte Pellet fir 30 min auf Eis mit einem Magnet-
rihrfisch langsam weiter gelost. AnschlieSend wurde der Ruhrfisch entfernt und das resuspendierte
Pellet auf Eis mit einem SONOPULS Ultraschall Homogenisator (Bandelin electronic GmbH & Co. KG,
Berlin, Deutschland) mit entsprechender Sonotrode verbunden. Der Aufschluss erfolgte bei einer
Leistung von ca. 37 % mit 5x10 % Zyklen fiir 10 min, bevor eine Pause von 10 min Auf Eis eingelegt
wurde. Dabei sollte eine Uberhitzung und damit verbundene Denaturierung der Zielproteine vermie-
den werden. AnschlieBend wurde der Aufschluss wiederholt.

Fur inclusion body Tests sowie Proteinisolationen wurde das Zelllysat einer Zentrifugation unterzo-
gen (10000 x g, 60 min, 4 °C). Der zellfreie Uberstand (CFE) wurde abgenommen und weiterverwen-
det, wihrend die pelletierte Zelltrimmerfraktion (ce// debris) in gleicher Menge Puffer erneut resuspen-
diert und fur SDS-PAGE Analysen verwendet wurde oder im Fall von Proteinisolationen verworfen

wurde.

5.4.2 Proteinisolation mittels IMAC

Fir die Charakterisierung und biokatalytische Verwendung von Enzymen ist eine hohe Reinheit des
gewtinschten Proteins unabdingbar. Aus diesem Grund wurden alle V-HPO-Konstrukte in dieser Ar-
beit mit einem N-terminalen 6xPolyhistidinTag in Kombination mit einem Strep-11-Tag versehen. Die
Ausnahme bildeten die vier putativen Gene aus F. ceranoides, S. fusiforme, R. roseus und A. nodosum, die
alle lediglich iiber einen C-terminalen 6xHis-Tag verfugten. Die Isolation des Proteins erfolgte iiber
immobilisierte Metall-Affinititschromatographie (IMAC) mit einem AKTA™ Purifier-System (GE
Healtheare, Minchen, Deutschland). Fiir den notwendigen Zellaufschluss (siche Abschnitt 5.4.1) wur-
den mindestens 5 g Zellen verwendet. Der zellfreie Uberstand wurde tiber eine Peristaltikpumpe erst
linear, dann zyklisch, bei einer Flussgeschwindigkeit von 3 mL - min™ auf eine 5 mL. Nickel(I)-Nitri-
lotriessigsaure (Ni-NTA) Siule (Superflow Cartridge, Quiagen GmbH, Hilden, Deutschland) aufge-
tragen, die vorher mit Lysepuffer dquilibriert wurde. Nach 30 min Auftragungszeit wurde die Saule an
das AKTA-System angeschlossen und bei erstmaliger Isolation mit einem linearen Reinigungspro-
gramm eluiert. Fur optimierte Reinigungen wurde ein Programm mit stufenweiser Elution verwendet.
Die verwendeten Volumina fiir die einzelnen Schritte werden in Sdulenvolumen (column volumes, CV;
hier 5 mI) angegeben. Die Fraktionierung wihrend der Elution erfolgte stets mit 5 mL-Fraktionen.
Als Messignal diente die allgemeine Proteinabsorption bei 280 nm. Zur Elution wurde ein imidazol-
haltiger Puffer (Puffer B) verwendet, der im Gegensatz zum imidazolfreiem Puffer (100 mm BTA, pH
0; Puffer A) 250 mM Imidazol enthielt. Durch direkte Mischung der beiden Puffer in verschiedenen
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Anteilen im System konnte so ein Elutionsgradient erzeugt werden. Mit steigendem Anteil Imidazol
konkurrieren diese Molekile mit den Polyhistidinresten der Zielproteine und Histidinresten E. co/-
eigener Proteine und fithren so zu einer Verdringung von der Sdulenmatrix. Die verwendeten Pro-
gramme sind in der nachfolgenden Tabelle zusammengefasst (siche Tabelle 35).

Tabelle 35: Definierte Programme fiir die Proteinisolation von V-HPOs in dieser Arbeit

Die Angabe CV bezieht sich auf das eingesetzte Sdulenvolumen, hier also 5 mL. Die entsprechenden Werte
sind also mit dem Faktor 5 zu multiplizieren, um die eingesetzten Volumina zu bestimmen. Die Flussrate wurde
fiir simtliche Schritte an der AKTA™ konstant gehalten.

Fl t
Programm Waschschritt | Elutionsschritt | finale Elution ussre} i
[mL - min~]
CV 2 20 5
Li Imidazol ’
inear c(Imidazol) 0 0-250 250
[mw]
Ccv 4 > °
tufi i Imidazol ’
stufenweise | c(Imidazol) 0 62.5 250
[mMm]

Alle Fraktionen, die wihrend eines Isolationslaufs ein Signal bei 280 nm im AbsorptionsspektrumAb-
soprtionsspektrum zeigten, wurden im Rahmen einer SDS-PAGE-Analyse auf Anwesenheit des Ziel-

proteins untersucht. Alle fir die Proteinisolation verwendeten Puffer sind nachfolgend gelistet (siche
Tabelle 30).

Tabelle 36: Puffer zur Proteinisolation und deren Zusammensetzung

Puffer Zusammensetzung pH-Wert
100 mMm BTA, 12.5 mMm
Lysepuffer Lmidazol pH7
Waschpuffer (Puffer A) 100 mMm BTA pH7
100 BTA, 250
Elutionspuffer (Puffer B) M L i pH7
Imidazol
Dialysepuffer/Assaypuffer 100 mM BTA pH 6

5.4.3 Entsalzung, Dialyse und Konzentration von Proteinlbsungen

Um Imidazol aus der Proteinlésung zu entfernen, wurden Fraktionen mit Zielprotein vereint und in
einen Dialyseschlauch (Spectrum™ Labs 0.1 - 0.5 kD Biotech CE Dialysis Kits, Zellulosemembran)
gefillt. Zusitzlich wurde eine Menge des or7ho-Vanadat-Stamms zugegeben, der einer finalen Menge
von 100 uM im Schlauch entsprach. Der Schlauch wurde mit Plastikklemmen abgeklemmt und je nach
Volumen der vereinten Fraktionen in 1 bis 5 . Assaypuffer (BTA 100 mM, pH 6) getaucht. Uber
Nacht wurde die Losung gegen den Puffer dialysiert, um so Imidazol und tberschiissiges Vanadat,
das nicht am Enzym gebunden hat, aus der Proteinlésung zu entfernen. Am nichsten Tag wurde die
Losung in Zentrifugalkonzentratoren (Pa/l, NY, USAPALL) geftllt und bei 4000 x g zentrifugiert. Fri-
scher Assaypuffer (100 mM BTA, pH 6) wurde in die obere Hilfte des Konzentrators gefullt und
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erneut zentrifugiert. Diese Schritte wurden insgesamt dreimal durchgefiihrt, bevor die Losung final
auf etwa 2 mL konzentriert wurde. Aus dieser Lésung wurden 300 uL-Aliquots erstellt, die in flissigem
Stickstoff eingefroren und bei -20 °C gelagert wurden. Zu bestimmten Ansitzen wurde 20 % (/1)
Glycerol gegeben, um Proteindenaturierung beim Auftauen zu vermeiden.

Alternativ zur Dialyse wurden fiir Proteinlésungen mit geringem Volumen auch Entsalzungen tiber
PD10-Sdulen (Sephadex G-25, GE Healthcare Europe GmbH, Freiburg, Deutschland) durchgefiihrt.
Dabei wurde in einem ersten Schritt Imidazol aus der L.osung gewaschen und im zweiten Schritt auf
den Assaypuffer umgepuffert. Es wurden fiir einen Durchgang 2.5 mL der Proteinlésung auf die Sidule
aufgetragen, nachdem diese mit drei Sdulenvolumina Assaypuffer gewaschen wurde. Die Elution des
Zielproteins erfolgte mit 3.5 mL des Assaypuffers. Die Sdulen wurden fiir die nachste Verwendung
mit drei Sdulenvolumina demin. H-O gewaschen und in 20 % Ethanol (/2) bei 4 °C gelagert.

5.4.4 Konzentrationsbestimmung von Proteinlésungen

Zur Proteinkonzentrationsbestimmung wurde die spezifische Absorption des Zielproteins mit Hilfe
eines NanoDrop2000 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) gemessen. Hierzu wurde fiir jedes
Protein der molekulare Extinktionskoeffizient unter oxidativen Bedingungen mit Hilfe von expasy
bestimmt. Die Messung erfolgte unter Angabe des Extinktionskoeffizienten und der molekularen
Masse des Proteins bei 280 nm in Dreifachbestimmung. Die so erhaltenen Werte wurden fir die Be-
stimmung von spezifischen Aktivititen, Enzymbeladungen und SDS-Proben verwendet.

5.4.5 SDS-PAGE

Um die Anwesenheit eines Proteins in einer Probe zu bestitigen, wurde eine SDS-PAGE durchge-
fihrt. Bei dieser Methode werden Proteine aufgrund ihrer Grof3e, die mit dem molekularen Gewicht
zusammenhingt, getrennt. Die Methode ist vergleichbar mit der Agarose-Gelelektrophorese fiir
DNA-Molekiile. Neben Tricin-SDS-PAGEs wurden auch kommerzielle Gele in Form der NuPA-
GE™ 4-12 % Bis-TRIS Protein Gele verwendet (Thermo Fischer, Waltham, Masachusetts, USA).

Fiir Tricin-Gele wurde das Mini-Protean® Tetra Cell Casting Stand System (Bio-Rad Laboratories
GmbH, Miinchen, Deutschland) zum Gielen der Gele verwendet. In einem ersten Schritt wurde das
Trenngel (12 %) gegossen und mit 2-Propanol tiberschichtet. Nach Polymerisation des Gels wurde
das Sammelgel (4.5 %) dartiber geschichtet und je nach Anforderung mit einem 10- oder 15-Proben-
kamm versehen. Nach Polymerisation des Sammelgels wurden die Gele bis zur weiteren Verwendung
in feuchten Ttuchern bei 4 °C gelagett.

Zur Vorbereitung einer SDS-PAGE-Analyse wurden SDS-Proben angelegt. Fiir Zellproben wurde
die ODgoo der Kultur gemessen und eine Probe vorbereitet, deren ODgoo einem Wert von 1 entspricht.
Dadurch sollte gewihrleistet werden, dass die Intensitit der Banden auf einem SDS-Gel vergleichbar
bleibt, um qualitative Aussagen iiber die Anwesenheit von Proteinen mit héherer Sicherheit treffen

™

zu kénnen. Fir zellfreie Proben, wie etwa nach einer Isolation via AKTA™, wurden 20 uL der Pro-
teinfraktion fir eine SDS-Probe verwendet. Das Gesamtvolumen der Proben wurde auf 50 uL gesetzt.
Da eine vollstindige Denaturierung der Proteine Grundlage fir eine SDS-PAGE-Analyse ist, wurde
ein SDS-Probenpuffer verwendet. Dieser wurde aus einem 5x-Stamm zu einem 1x-Puffer verdiinnt
und in entsprechender Menge fir die jeweilige Probe verwendet. Nach Mischung der Proben mit

Probenpuffer und vor jedem Auftrag wurden die Proben fiir 10 min bei 90 °C aufgekocht, um eine
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vollstindige Entfaltung der Proteine zu gewahrleisten. AnschlieBend wurden die Proben fiir 2 min bei
10000 x g zentrifugiert, um unlosliche Bestandteile der Probe zu sedimentieren.

Fir Tricin-Gele wurden die Gele in die entsprechende Elektrophorese-Kammer gespannt und die
innere Kammer mit Kathodenpuffer, die duBlere Kammer mit Anodenpuffer befillt. Der Kamm
wurde aus den Gelen entfernt und die Taschen mehrfach mit einer Pipette oder Spritze gut durchge-
spiilt. Aus den vorbereiteten Proben wurden 10 uL des Uberstands vorsichtig in die jeweiligen Taschen
pipettiert und gemeinsam mit 3 uL eines Protein-Molekulargewichtsmarkers (ROTI®Mark 10—
150 kDa Protein Marker, Car/ Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe Deutschland; spiter PageRuler™
ungefirbter Protein Marker, Thermo Fischer Scientific, Waltham, Masachusetts, USA) in einer separaten
Tasche aufgetragen. Das Gel wurde an die Stromquelle angeschlossen und erst bei 60 V fiir 10 min,
dann bei 190 V fir 50 min betrieben. Fur das kommerzielle NuPAGE™-System wurden entspre-
chende Fertiggele in die vorgesehene Kammer gegeben, ebenfalls mit Proben beladen und im daftr
vorgesehenen MOPS-Puffer bei 200 V fir 40 min (oder bis die Laufront das untere Ende des Gels
erreichte) betrieben. Die Gele wurden anschlieBend dreimal in demin. H;O gewaschen bevor sie mit
kolloidaler Coomassie G250-Losung tiber Nacht inkubiert wurden. Am nichsten Tag wurden die Gele
erneut mit demzin. HoO gewaschen und mit einer digitalen EOS 1000D Spiegelreflexkamera mit einem
EF-S 60 mm Objektiv (Canon Dentschland GmbH, Krefeld, Deutschland) auf einem Weilllicht-Tisch
(Edvotef Inc., Washington, DC, USA) bei definierten Bedingungen (ISO 400, Belichtungszeit 1/250 s,
Blende F/8.0) dokumentiert. Bei Nachbearbeitungen wurde der Kontrast und die Helligkeit der Gele
einheitlich fiir alle Bildpixel optimiert, um Verfilschung der Daten zu vermeiden. Die fiir SDS-PAGE
verwendeten Puffer und Lésungen sind nachfolgend gelistet (siche Tabelle 37).

Tabelle 37: Ubersicht iiber die verwendeten Lsungen und Puffer fiir SDS-PAGE-Analysen
Loésung | Zusammensetzung

Tricin-SDS-PAGE

10 mL Acrylamid/Bisacrylamid-Losung (30 %, 37.5 : 1; Catl
Trenngel Roth), 10 mL Gelpuffer (3x), 7 mL demin. H>O, 3 g Glycerin,
100 pL APS (10 % (w/»)), 10 u. TEMED
1.6 mL Acrylamid/Bisacrylamid-Losung (30 %, 37.5 : 1; Catl

Sammelgel Roth), 3 mL Gelpuffer (3x), 7.4 mL demin. H,O, 100 uL. APS
(10 % (w/v)), 10 u. TEMED
3x-Gelpuffer 3 M TRIS, 1 M HCI, 0.3 % (w/2) SDS, pH 8.45
10x Anodenpuffer 1 M TRIS, 0.225 m HCL, pH 8.9
10x Kathodenpuffer 1 M TRIS, 1 M Tricin, 1 % (w/») SDS, pH 8.25
NuPAGE™ 4-12 % Bis-TRIS Protein Gele
20x MOPS-Puffer | 50 mm MOPS, 50 mM TRIS, 0.1% SDS, 1 mMm EDTA, pH 7.7

Allgemeine Losungen

10% (w/v) SDS, 30% (/) Glycerol, 0.1% (w/#) Bromphenol-
blau, 0.5 M TRIS/HCI, pH 6.8, 50 mM DTT
2% (/1) HsPOs, 10% (1/2) Ethanol, 5% (/1) AL(SOu)s,
0.02% (w/v) Coomassie Brilliant blue G-250

5x SDS-Ladeputffer

Kolloidales Coomassie G-250
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5.4.6 Aktivitdtsbestimmung von Haloperoxidasen

Zur Bestimmung der enzymatischen Aktivitit verschiedener Haloperoxidasen wurde der in dieser Ar-
beit etablierte MeDAC-Assay verwendet. Als Standardbedingungen wurden 3 mM H,O, und 5 mM
Kaliumbromid oder -chlorid in Assaypuffer (100 mm BTA, PH 6) mit 30 uM MeDAC und 0.4 %
DMSO (v/») verwendet, die mit 1 pL. der Enzymlésung auf ein Gesamtvolumen von 250 uL pro we//
in einer 96-well-Platte (Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, Deutschland) gemischt wurden. Die
Enzymlésung wurde dabei um den Faktor 20 oder 40 verdiinnt, falls kein linearer Bereich wihrend
der Fluoreszenzmessung am Tecan Infinite M1000Pro Plattenlesegerit (Tecan Trading AG, Minnedorf,
Schweiz) bei 25 °C iiber mehr als drei Messpunkte definiert werden konnte. Der lineare Bereich wurde
verwendet, um die Steigung zu definieren, die tiber die eingesetzte Menge Enzym in eine volumetri-
sche Aktivitit (U - mL") umgerechnet wurde. Fiir die Umrechnung wurden ein Konzentrationsrech-
ner im Rahmen eines Microsoft Excel-Makrosheets verwendet, der 6ffentlich zuginglich ist.” Alle
Aktivititsbestimmungen etfolgten im Rahmen von biologischen Triplikaten.””!

5.4.7 Michaelis-Menten-Kinetik

Zur Evaluation eines Enzyms als Katalysator wird die Kinetik nach Michaelis und Menten verwendet.
In dieser wird eine enzymatisch katalysierte Reaktion unter sogenannten steady-state Bedingungen be-
trachtet, die es ermdglichen, verschiedene kinetische Parameter des Enzyms wie Wechselzahl k... und
Affinitit Ky des Enzyms zum entsprechenden Substrat unter den gegebenen Bedingungen zu bestim-
men. Da es sich bei Haloperoxidasen um Enzyme handelt, die von zwei Substraten, Halogenid und
Wasserstoffperoxid, abhingen, wurden zweidimensionale Kinetiken betrachtet. Um potenzielle Inhi-
bitionseffekte zu berticksichtigen, wurde ein zweidimensionaler Michaelis-Menten-Fit mit dem Sub-
strat-Inhibitions-Term von Murray als Fit-Funktion in OriginPro 2018 kombiniert.”” 1s Grundlage
fir die Kinetik diente der in dieser Arbeit etablierte MeDAC-Assay. Zu je 25 pL vordefinierter Kon-
zentrationen von Kaliumbromid und Wasserstoffperoxid in 100 mM BT A-Puffer pH 6 wurden 200 uL
einer Stammlosung von 30 uM MeDAC in 100 mm BTA-Puffer pH 6, 0.,3 % (/) DMSO und re-
kombinant hergestellter und per His-Tag isolierter Haloperoxidase bis zu einem Gesamtvolumen von
250 uL pro well in einer 96-well-Platte (Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, Deutschland) hinzuge-
fiigt, um die Reaktion zu starten. Die Losung wurde dabei durch Einzelversuche vorher mit der ent-
sprechenden Enzymcharge so angesetzt, dass sich bei allen Konzentrationen mindestens drei Mess-
werte im linearen Bereich befanden. Die Kinetik wurde 10 Minuten an einem Tecan Infinite
M1000Pro Plattenlesegerit (Tecan Trading AG, Minnedorf, Schweiz) bei 25 °C gemessen. Die ge-
messenen Intensititen wurden normalisiert, in Konzentrationen umgerechnet, mit dem entsprechen-
den Term korrigiert und dann gegen die Zeit aufgetragen (Siche Kapitel 3.3 und Kapitel 3.4.2). Von
jeder erhaltenen Kurve wurde dann der lineare Teil verwendet, um die Steigung zu bestimmen, die
der Geschwindigkeit des Enzyms entspricht, und dann durch die verwendete Enzymkonzentration
bzw. -menge geteilt, um die spezifische bzw. volumetrische Enzymaktivitit zu erhalten. Diese Werte
wurden dann gegen die Konzentration von Kaliumbromid und Wasserstoffperoxid aufgetragen und
mit der 2D-Michaelis-Menten-Murray-Funktion angepasst. Die dabei ermittelten kinetischen Parame-
ter Vimax, Ky und K wurden verwendet, um die Wechselzahl ke, zu ermitteln. Hierfiir wurde die maxi-
male Reaktionsgeschwindigkeit v durch die eingesetzte Enzymkonzentration in der Kinetik
(in mol - L") geteilt. Dabei wurde die theoretische molekulare Masse des Proteins und die eingesetzte
Menge tiber die vorher bestimmte Proteinkonzentration der Probe verwendet. Fur VoPO-C7 wurde

177



Experimentalteil

Vmas, angegeben als spezifische Aktivitit in U - mg', mit der eingesetzten Enzymkonzentration von
0.0003 mg - 1" multipliziert, um die volumetrische Aktivitit zu erhalten (siche Kapitel 3.4.2).
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5.5 Bioinformatische Methoden

5.5.1 Sequenzalignment

Zur Identifikation putativer Haloperoxidasegene wurde eine BLAST-Analyse durchgefthrt. Dabei
wurde die Suche nach neuen Genen auf bakterielle Organismen begrenzt, ausgeschlossen Sequenzen
aus Organismen in direkter Verwandtschaft zum Vorlage-Gen. Als Vorlage diente die Gensequenz
der Haloperoxidase NapH1 aus St#repromyces sp. CNQ-525. Potenzielle Sequenzen wurden mit dem
Expasy-Werkzeug in Aminosiduresequenzen translatiert und ein Alignment mit Initialparametern via
ClustalOmega durchgefiihrt, um Konsensusbereiche zwischen den Sequenzen zu identifizieren.”™ Be-
sonderes Augenmerk lag dabei auf den katalytischen Aminosiuren des aktiven Zentrums von Halope-
roxidasen, insbesondere des koordinierenden Histidins, mit aufgeklirter 3D-Struktur wie VaPO-Ci
oder Vg, PO-Co.

Tabelle 38: Ubersicht der fiir Sequenzalignments verwendeten Haloperoxidasesequenzen mi UniProt-
ID

HPO Organismus Uniprot-ID
NapH1 Streptomyces sp. CNQ-525 ATKH27
VaPO-Ci C. inaequalis P49053
V. PO-Co C. officinalis QS8LLW7
Vi PO-An A. nodosum P81701

5.5.2 Docking-Studien

Docking-Studien wurden mit Hilfe des Webservers HADDOCK durchgefiihrt.”' > Die Verwen-
dung erfolgte gemal3 der Anleitung fiir das Modul ,,small ligand docking. Im ersten Schritt wurde die
Kiristallstruktur von VaPO-Ci (PDB-Code: 1VNC) fir das docking vorbereitet. Dafiir wurden simtli-
che Wassermolekiile und nicht-proteinogenen Bestandteile, inklusive des Vanadat-Cofaktors, aus der
Struktur entfernt (HADDOCK pdb tool: pdb_splitchain #1; pdb_delhetatm #2; pdb_delelem#3;
pdb_merge#4). Fur den Liganden wurde anhand der chemischen Struktur eine Strukturdatei erstellt,
die die korrekte Orientierung und Kraftfelder fiir einzelne Substituenten im Raum mit Hilfe des PRO-
DRGR-Servers enthielt.”™ Die beiden optimierten Strukturdateien wurden auf den Webserver gela-
den und mit folgenden verinderten Parametern fiir ein docking eingestellt (siche Tabelle 39).
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Tabelle 39: Ubersicht der angepassten Parameter fir HADDOCK-docking gemifl der Anleitung
wsmall ligand docking*
run.cms Be-

Parameter . Standardwert angepasster Wert
zeichnung
Clustering method clust_meth FCC RMSD
Cutoff for clustering clust_cutoff 0.6 2.5
Dielettic constant for it0 dielec_0 rdie cdie
Dieletric constant for itl dielec_1 rdie cdie
Epsilon 'constznt for tbc" e{ectro- epsilon_1 10 10.0
static energy term in itl
Number of MD steps for rigid
pmoer ot WL SIeps TOr 8IS | 4 itiosteps 500 0
body high temperature TAD
Number of MD st duri
wmser o steps queng cooll_steps 500 0

first rigid body cooling stage

Initial temperature for second
TAD cooling step with flexible tadinit2_t 1000 500
side-chain at the interface

Initial temperature for third

TAD cooling step with fully flex- |  tadinit3_t 1000 300
ible interface

Evdw 1 w_vdw_0 0.01 1.0

Eelec 3 w_elec_2 0.2 0.1

Die so erhaltenen Strukturensembles wurden anhand ihres HADDOCK-scores nach Qualitit sortiert.
Die besten Ergebnisse wurden manuell in Chimera visualisiert und der Bindungsmodus analysiert.
Hierfiir wurden neben Wasserstoffbriicken auch van-der-Waals-Wechselwirkungen und potenzielle
Kollisionen zwischen Ligand und Protein gesucht (tools/structure analysis/FindHBond und
tools/structure analysis/findclashes/contacts).

5.5.3 In silico Mutagenese

Die Identifikation geeigneter Aminosduren zur rationalen Mutagenese von VaPO-Ci erfolgte mit
Hilfe von Chimera. Die Kristallstruktur 1VNC wurde als Vorlage verwendet, um Alanine in der Nihe
des aktiven Zentrums jeweils einer Mutation zu Lysin zu unterziechen. Als wesentliches Kriterium
diente neben der Entfernung des Alanins zum o¢-Vanadat-Coenzym auch die Orientierung des ent-
sprechenden Lysinrests. Es wurden nur Alanine ausgesucht, die in einer HozSpor-Analyse mit HozSpor-
Wizard 3.0 als nicht-katalytisch-relevant identifiziert wurden.’* Grundlage fiir die Entfernung war die
Ausmessung der Abstinde zwischen reaktiver FAD-Position, katalytischem Lysin und reaktiver Stelle
des Substrats innerhalb der Substratbindetasche der flavinabhingigen Halogenase PrnA (tools/struc-
ture analysis/distances). Die Mutation der Alanine etfolgte mit dem Rotamertool (tools/structure edi-
ting/rotamers) unter Auswahl von Lysin anhand der ,,Dunbrack 2010 Rotamerbibliothek. Hierbei
wurde neben der Wahrscheinlichkeit des jeweiligen Rotamers die Orientierung relativ zum Coenzym
als Auswahlkriterium verwendet. AnschlieBend wurde eine Minimierung der Strukturenergie
(tools/structute editing/minimize structure) durchgefiihrt, bis keine Kollisionen mit dem Rotamer
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detektiert werden konnten. Die Energieminimierung wurde dabei mit folgenden Parametern durch-
gefithrt (sieche Tabelle 40).

Tabelle 40: Parameter der Energieminimierung der Proteinstruktur in Chimera

Schritt Wert

Steepest descent steps 100
Steepest descent step size (A) 0.02
Conjugate gradient steps 10
Conjugate gradient step size (A) 0.02
Update interval 10

Fixed atoms Alle unbeteilig.ten
Atome an Kollisionen
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5.6 Chemische Methoden

5.6.1 Lbésungsmittel

Losungsmittel wie Petrolether (PE), Essigsaureethylester (EtOAc), Diethylether, Aceton und Dich-
lormethan wurden vor Gebrauch mit Rotationsverdampfern destilliert, um Stabilisatoren oder andere
Verunreinigungen der technischen Lésungen zu entfernen. Absolute Losungsmittel wie Tetrahydro-
furan, Dichlormethan, Diethylether und Toluol wurden je nach Anforderung in trockener Form durch
eine Losungsmitteltrocknungsanlage (MB-SPS-800; M. Braun Inertgas-Systeme GmbH, Garching,
Deutschland) bereitgestellt. Fir die Nutzung von Messgeriten wie GC-MS, NMR, LC-MS und HPLC
wurden die Losungsmittel in entsprechender Reinheit (HPLC-Grade, GC-Grade, >99.5 %) verwen-
det.

5.6.2 Reaktionskontrollen und (préaparative) Chromatographie

Zur Kontrolle von Reaktionen wurden diinnschicht-chromatographische Analysen mit DC-Folien
(Kieselgel 60 oder Aluminiumoxid) verwendet. Nach Probenauftragung mit Glaskapillaren wurden
entsprechende Banden tiber UV-Licht sichtbar gemacht und anschlieBend durch Anfirben in
KMnO4Losung (1.5 ¢ KMnOs, 10 g K;COs, 1.25 mL 10 % (#/2#) NaOH, 200 mL H,O) weiter behan-
delt. Die Folie wurde mit einem Hei3luftgeblise entwickelt. Reste organischer Losungsmittel wurden
mit Rotationsverdampfern bei einer Badtemperatur von 40 °C entfernt, bevor das Rohprodukt in ei-
nem geeigneten Losungsmittel gel6st und auf eine priparative Glassdule mit Kieselgel 60 sidulenchro-
matographisch isoliert wurde. Die Elution erfolgte abhingig von der Verbindung mit verschiedenen

Losungsmittelgemischen unterschiedlicher Polaritat.

5.6.3 Gaschromatographie-Massenspektrometrie (GC-MS)

Gaschromatographische Messungen mit gekoppelter Massenspektrometrie wurden an einem Trace
1310 Gaschromatographie-System (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) mit gekoppeltem ISQ™ QD
Single Quadrupole Massenspektrometer (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) durchgefiithrt. Die
chromatographische Trennung erfolgte an einer Optima 5MS Siule (30 m - 0.25 mm, 0.25 pm; Mache-
rey-Nagel, Dtiren, Deutschland). Die Detektion von Molekiilfragmenten erfolgte iiber Elektronenioni-
sation (EI). Als Losungsmittel wurde Essigsdureethylester verwendet. Zur Bestimmung von Umsitzen
wurden Kalibrierfunktionen mit verschiedenen Konzentrationen des jeweiligen Analyten erstellt, wo-
bei 7-Chlortoluol als interner Standard diente. Das verwendete Temperaturprogramm und die Para-
meter fiir die Massenspektrometrie sind in nachfolgender Tabelle zusammengefasst (siche Tabelle 41).
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Tabelle 41: Einstellungen des fiir GC-MS-Analysen verwendeten Programms

Schritt Einstellungen
Gaschromatographie
Injektion 5 Fullschritte, 1 uL Luftvolumen
Heizen Temperatur am Injektor 250 °C

Temperaturgradient: 1 min 60 °C
8.33 min bis 185 °C (15.0 °C - min™)
1 min bis 280 °C (120 °C - min™)

5 min 280 °C
Massenspektometrie
Transfertemperatur 280 °C
Temperatur .. o
Tonisierungstemperatur 230 °C
S Elektronenionisation bei 70 ¢V, 2.50 min, Massenspektrum 50-
can

1000, 0.2 s Scanzeit

5.6.4 NMR-Spektroskopie

NMR-Spektren wurden zur Reaktionskontrolle und Identititsbestimmung von Verbindungen ver-
wendet. Die Messungen erfolgten dabei an einem Adpance/ DRX 600 NMR Spektrometer (Bruker Cor-
poration, Billerica, MA, USA). Dabei erfolgten Messungen bei einer Temperatur von 297 K in deute-
riertem Chloroform, DMSO oder Methanol bei einer Frequenz von 600 MHz (151 MHz fiir °C).
Chemische Verschiebungen sind als relative Werte zu charakteristischen Losungsmittelsignalen
(CDCls: ['H: 8(CDCls) = 7.26 ppm und PC: 8(CDCLs) = 77.2 ppm]; Methanol-d4:
['H: 8(CD3OD) = 3.31 ppm und "C: §(CD3OD) = 49.2 ppm]; TMS ['H: §(TMS) = 0.00 ppm und
PC: §(TMS) = 0.0 ppm]) angegeben. Zusitzlich zu 'H- und "C-Spektren wurden weitere, wzeidimen-
sionale Spektren aufgenommen. Dazu zahlen DEPT (engl. distortionless enbancement by polarization trans-
fen-135° Puls-, "H-"H-COSY (engl. corvelation spectroscopy), 'H-"C-HSQC (engl. heteronuclear single gnan-
tum coherence) und "H-"C-HMBC (engl. heteronuclear multiple bond correlation). Diese wurden zur exakten
Zuordnung von Positionen funktioneller Gruppen verwendet. In simtlichen NMR-Spektren wurden
Multiplizititen von Signalen als Singulett (s), Dublett (d), Triplett (t), Quartett (q), Multiplett (m) be-
zeichnet. Die Kopplungskonstanten (J) wurden in Hz angegeben.

5.6.5 HPLC-Messungen

HPLC-Messungen wurden bei 25 °C mit einer Lux-Amylose-1-Sdule (250 - 4.6 mm, Fa. Phenomex)
an einem Dionex UltiMate 3000 (Thermo Fisher Scientific) durchgefithrt. Die Messungen erfolgten mit
einem 7-Heptan:Isopropanol-Gemisch im Verhiltnis 60:40 bei einer Flussrate von 0.5 mL - min™.

5.6.6 Synthese von 3-Brom-4-methyl-7-diethylaminocumarin 50

Die Synthese der Referenzverbindung 3-Brom-4-methyl-7-diethylaminocumarin (BrMeDAC) 50 er-
folgte nach Gordeeva er alP*". Zu einer Lésung von 0.86 mmol (204 mg) 7-Diethylamino-4-
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methylcumarin (MeDAC) 49, gelést in 50 mI Acetonitril, wurden 1.06 Aquivalente (0.92 mmol, 174
mg) N-Bromsuccinimid, gelést in 20 mL Acetonitril, unter Rithren tropfenweise tber 60 min bei 25
°C zugegeben. Das Losungsmittel wurde mit einem Rotationsverdampfer evaporiert und das Rohpro-
dukt der Reaktion auf einer Kieselgelsdule mit Toluol-Aceton als Losungsmittel im Verhaltnis 40:1
praparativ isoliert. Fraktionen, die einen einzige Bande auf der DC-Platte enthielten, wurden vereint,
bis zur vollstindigen Trockenheit eingedampft und mittels NMR analysiert (siche Abschnitt 5.6.4).
Das Produkt 50 wurde in 97 % (258 mg, 0.83 mmol) Ausbeute erhalten.”*"!

%, "H NMR (600 MHz, Chloroform-d) 8 [ppm] = 7.45 (d, *Js = 9.0 Hz, 1H, 5-H), 6.71

Gy NN (s 1H, 6-H), 6.57 (s, 1H, 8-H), 3.42 (q, “Jouo = 7.1 Hz, 4H, 9-H), 2.54 (s, 3H, 4-H),
NTEROTO 122 (5, Yy = 7.1 Haz, 6H, 10-H).

E BC NMR (151 MHz, Chloroform-d) 8 [ppm] = 12.78 (s, 2C, 10-C), 19.47 (s, 1C, 4"

50 0),45.15 (s, 2C, 9-C), 97.69 (s, 1C, 8-C), 106.06 (s, 1C, 4a-C), 109.34 (s, 1C, 6-C),126.42

(s, 1C, 5-C), 151.00 (s, 1C, 3-C), 151.84 (s, 1C, 7-C), 154.85 (s, 1C, 8a-C), 158.53 (s, 1C, 2-C).

5.6.7 Synthese von bromierten und chlorierten Thymolderivaten

0.01 mmol Thymol (56) (10 uL einer 1 M Losung in Chlorofrom) wurden in einem Schnappdeckelge-
fiB mit 1.2 Aquivalenten NBS oder NCS bzw. Palau‘Chlor® (0.012 mmol, 100 pr) in Form einer 10-
fachen Stammlosung in Chloroform gemischt. Fir Chlorierungsansitze wurde zusitzlich 5 mol-%
DMSO als Katalysator zugegeben und das Volumen auf 1 mL mit Chloroform (inklusive 5 mM -
Chlortoluol als internen Standard) aufgefillt. Das Gefi3 wurde mit einem Magnetrithrfisch versehen,
verschlossen und in einem Sandbad bei 25 °C und 700 rpm kontinuietlich gertihrt. Nach 1 h wurde
die Reaktionslosung mit demin. H,O gewaschen, mit MgSO, getrocknet und mit EtOAc als verdinnte
Probe (100-fach) tber GC-MS gemessen. Die Retentionszeiten wurden mit Referenzproben vergli-
chen und der Umsatz von Thymol (56) in jedem Ansatz unter Verwendung der GC-MS-Kalibrier-
funktion (siehe 5.7.5) relativ bestimmt.
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5.7 Spezieller Experimentalteil

5.7.1 Fluoreszenzmessungen

Fluoreszenzmessungen wurden mit einem TECAN Infinite M1000 Pro Plate Reader (Tecan Trading
AG, Minnedorf, Schweiz) durchgefiihrt. Es wurden schwarze 96-Well-Flachboden-Kaminplatten von
Greiner mit einem Arbeitsvolumen von 250 pL verwendet. 2D-Anregungs-Emissionsspektren wurden
bei Anregungswellenlingen von 300 nm bis 850 nm und Emissionswellenlingen von 320 nm bis 850
nm gemessen, wobeli flir beide Wellenlingen eine Schrittweite von 2 nm verwendet wurde. Die Inten-
sitit wurde mit einer Verstirkung von 100 und 25 Blitzen bei einer Blitzfrequenz von 400 Hz, einer
Integrationszeit von 20 us, einer Verzégerungszeit von 0 us und einer Einschwingzeit von 0 ms mit
Anregungs- und Emissionsbandbreiten von 5 nm gemessen. Die Einzelpunkt- und kinetischen Mes-
sungen wurden mit einer Anregungswellenlinge von 425 nm und einer Emissionswellenlinge von 450
nm fir den bevorzugten Nachweis von MeDAC 49 und 550 nm fiir BtMeDAC 50 durchgefiihrt, da
die Fluoreszenzintensititen fir die Zielverbindung jeweils mindestens dreifach hoher waren. Die In-
tensitit wurde mit einer Verstirkung von 100 und 10 Blitzen bei einer Blitzfrequenz von 400 Hz, einer
Integrationszeit von 20 s, einer Verzégerungszeit von 0 us und einer Einschwingzeit von 0 ms mit
Anregungs- und Emissionsbandbreiten von 5 nm gemessen.

5.7.2 Etablierung eines Konzentrationsrechners fiir MeDAC 49 und BrMeDAC 50

Fir die Anpassung der 3D-Kalibrierungen fiir beide Emissionswellenlingen wurde die "Poly-2D"-
Fit-Funktion in OriginPro 2018 verwendet (z = z0 + ax + by + c¢x* + d'y* + fx'y). Die sich daraus
ergebenden Gleichungssysteme wurden fir die Konzentration von MeDAC 49 - immer noch in Ab-
hingigkeit von c¢(BrMeDAC) - mit dem Analysewerkzeug von GeoGebra (https://www.geo-
gebra.org/) gelost. Die vier Losungen wurden numerisch fiir die Konzentrationen von BrMeDAC 50
mit Hilfe der Funktion "Zielvorgabe" in Microsoft Excel (2016) geldst, die einen Simplex-Algorithmus
verwenden. Zwei der vier Gleichungen sagen fiir ein Paar von c(BtMeDAC) und c(MMeDAC) genau
dieselben gemessenen Fluoreszenzintensititen voraus, so dass die Differenz Null sein sollte. Fir diese
Bedingung wurde eine BrMeDAC-Konzentration numerisch gelost. Als Normierung fiir die relativen
Intensititen wurde die gemessene Intensitit bei den gegebenen Bedingungen von MeDAC 49 und
BrMeDAC 50 bei einer Konzentration von 40 pM gewihlt.
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Intensitit I (425 Ex, 450 Em)
= 0.01 + 0.03 * c(MeDAC) + 0.03 * c(BrMeDAC) + 1.74 x 107> * c(MeDAC)?
—1.83 x10™* x c(BrMeDAC)? — 3.07 * 107> x c(MeDAC) * c(BrMeDAC)
Intensitit I (425 Ex, 550 Em)
=3.64+10"*+4.34%10"* x c(MeDAC) + 0.04 x c(BrMeDAC) — 2.85
* 1073 * c(MeDAC)? — 3.32 % 10~* * c(BrMeDAC)? + 8.6 * 107> x c(MeDAC)
* c(BrMeDAC)

C(MeDAC4255x,4soEm)
153539 * c(BrMeDAC) + \/1740540000000000 * Iypspxvaso em + 341388125821 * c(BrMeDAC)? — 85657169400000 * c(BrMeDAC) + 17810971300800000 — 133500000
B 174054

C(MeDAC425£x,ssofm)
860157 * c(BrMeDAC) + ,/11387840000000000 * Ly555.550 £m — 3038512756791 * c(BrMeDAC)? + 526758875600000 * c(BrMeDAC) + 1887707029977920 + 43400000
B 569392

Gleichung 10: Kalibrierfunktion fiir Fluoreszenzmessungen von MeDAC 49 und BrMeDAC 50

Die gemessene Intensitit bei einer Anregungswellenlinge von 425 nm und einer Emissionswellenlinge von
450 nm fiir MeDAC 49 bzw. 550 nm fiir BrMeDAC 50 steht in Abhingigkeit von der Konzentration beider
Molekiile. Die Gleichungen wurden nach der Konzentration MeDAC 49 bei beiden Wellenlingenpaaren auf-
gelost.

Die Gleichung mit der Quadratwurzel als Summand wird als 1 betrachtet, die mit dem Minuend als 2.
Es wurden vier verschiedene Gleichungssysteme fiir die Bedingung Lisrx sorm-Tazsexssoem= 0 erhalten:

I:¢c(MeDAC4z55x,4505m,1) — C(MeDAC,;55x 550Em,1) = 0
II: C(MeDAC4255x,4505m,1) - C(MeDAC4255x,5505m,2) =0

II: C(MeDAC425Ex,450Em,2) - C(MeDAC425Ex,550Em,1) =0
1V:c(MeDACyz55x,450Em,2) — C(MeDACaz58x 550Em,2) =0

Gleichung 11: Gleichungssysteme zur Bestimmung der Konzentration von BrMeDAC 50

Die Gleichungssysteme wurden nach der kleinsten Konzentrationsdifferenz, 0, aufgelst. Datiir wurden die
zwel Gleichungen, aufgeldst nach der Konzentration MeDAC 49, aus Gleichung 10 verwendet. Die rot her-
vorgehobene Gleichung 111 stellt die Lésung im korrekten Werteraum der Funktion dar.

Das hervorgehobene Gleichungssystem lieferte positive Werte fir die Konzentration mit dem Wert,
der von allen vier am néchsten bei Null lag, und wurde daher fir die Berechnung von BrMeDAC 50
und die Neuberechnung der MeDAC-Konzentration verwendet. Fiir den finalen Konzentrationsrech-
ner wurde ein Excel-Makro generiert, das nach Eingabe der Fluoreszenzwerte in einer Tabelle auto-
matisch die Losungen fir Gleichung III sucht und die erhaltenen Werte mit den entsprechenden
Korrekturtermen (siche Kapitel 3.3.3) verrechnet.

5.7.3 Bestimmung der Nachweisgrenzen des MeDAC-Assays

Zur Bestimmung der Nachweisgrenzen wurde die /Jwit of blank Methode verwendet. Die daftr ver-

wendeten Formeln sind nachfolgend aufgefiihrt (siche Gleichung 12).*
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Limit of Blank (LoB) = ¢ + 1,645« SD
Limit of Detection (LoD) = LoB + 1,645 * SD; ,p
Limit of Quantification (LoQ) = LoD + 10 * SD4q

SD1og

Prazision < 10% = ——
c(=LoQ)

Gleichung 12: Gleichungen zur Berechnung der Nachweisgrenzen mit der [imit of blank Methode
SD: Standardabweichung; c¢: Konzentration des Analyten; ¢: Mittelwert der Konzentration des Analyten

Fir die Bestimmung jedes Grenzwerts muss eine neue Konzentration des Analyten gewihlt werden,
die iber dem zuvor bestimmten Grenzwert liegt oder thm zumindest entspricht. Die erforderliche
Prizision basiert auf dem Wert des Vertrauensintervalls (t = 90 %). Fur alle Bestimmungen wurde
jede Konzentration mindestens 10 Mal gemessen, um die entsprechenden Standardabweichungen zu

berechnen.

Aufgrund der negativen Werte fur Zmit of blank fir BrMeDAC 50, die auf die mathematische Kalib-
rierungsfunktion zurtickzufithren sind, bei der negative Konzentrationen bei niedrigen Konzentratio-
nen von BtMeDAC 50 ohne MeDAC 49 in der Probe bestimmt werden, wurden die Werte der Zmits
tir beide Verbindungen auf die fiir MeDAC 49 ermittelten Grenzwerte bezogen.

5.7.4 Kalibrierung von DMP (51) via GC-MS

20= rel. Flache = 0.4202 (rel. Flache/c(DMP)) [mM™'] *c(DMP) [mM] - 0.7902

R2=0.9859
0 15+
Q
Q =
S .S 10-
8
T
— O 5=
B 5
E
L 0= T T v ' y
10 20 30 40 >0
-5= Konzentration DMP (51)
[mM]

Abbildung 98: Kalibriergerade zur Bestimmung der DMP-Konzentration iiber GC-MS-Analyse

Fir die Analyse wurden Ansitze in 1 mL BTA-Puffer mit vordefinierten Konzentrationen DMP (51) in Me-
thanol angesetzt, mit 500 uL. EtOAc mit 5 mM »-Chlortoluol als internem Standard (IS) extrahiert, mit MgSOyq
getrocknet und zentrifugiert und in einer Verdiinnung von 1:100 in EtOAc in GC-Vials Gberfthrt. Die erhal-
tenen relativen Flichen des DMP-Signals wurden durch die Fliche des IS geteilt und gegen die eingesetzte
DMP-Konzentration aufgetragen. Die Messungen erfolgten als unabhingige Duplikate.
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5.7.5 Kalibrierung von Thymol (56) via GC-MS

rel. Flache

201 rel. Flache = 0.3878 (rel. Flache/c(Thymol)) [mM'1] * ¢(Thymol) [mM] - 0.4783
. R2=0.9909
) 15+
2
:‘_‘g 10+
i
5
:g_g [
w 0-p= T T T T 1
10 20 30 40 50
-5= Konzentration Thymol (56)
[mM]

Abbildung 99: Kalibriergerade zur Bestimmung der Thymol-Konzentration iiber GC-MS-Analyse

Fir die Analyse wurden Ansitze in 1 mL BTA-Puffer mit vordefinierten Konzentrationen Thymol (56) in
Methanol angesetzt, mit 500 pL. EtOAc mit 5 mM #-Chlortoluol als internem Standard (IS) extrahiert, mit
MgSO4 getrocknet und zentrifugiert und in einer Verdinnung von 1:100 in EtOAc in GC-Vials tUberfiihrt. Die
erhaltenen relativen Flichen des DMP-Signals wurden durch die Fliche des IS geteilt und gegen die eingesetzte

Thymol-Konzentration aufgetragen. Die Messungen erfolgten als unabhingige Duplikate.
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Zur Berechnung des E*-Faktors wurde Gleichung 8 verwendet. Der Beitrag einzelner Komponenten
zum finalen E'-Faktor ist nachfolgend aufgelistet (siche Tabelle 42).

Tabelle 42: Ubersicht der einzelnen Beitrige zur Berechnung des E+-Faktors fiir die Halogenierung von Thymol (56)

Alle Reaktionen wurden im Maf3stab von 1 mL durchgefiihrt. Die Berechnungen bezichen sich auf g Nebenprodukte bzw. Abfall pro g
Produkt. Als Produkte wurden simtliche Halogenierungsprodukte von Thymol (56) gezihlt. Da die Extraktion zwischen allen Ansitzen
gleich durchgefiihrt wurde, wurde diese nicht in die Berechnung des E*+-Faktors miteinbezogen. Als Durchschnittswert der CO2-Emis-
sionen pro produzierter kWh wurden 366 g - kWh-! verwendet.[327l Die angegebenen Werte des Stromverbrauchs beziehen sich auf die

Angaben zur Stromleistung an dem jeweiligen Gerit (siche Geriteliste, 5.1.1)

Schritt Geriit Verbrauch Komponente Menge
[W-h] [g]
Katalysatorproduktion Vo PO-Ci
Kultivierung Inkubator 108000 Medium 1051
AKTA 900
Isolation Zentrifuge grof3 7470 Puffer 1200
Zentrifuge klein 1650
Summe 118020 2250
E+-Faktor [ - 10-3] 4208
Biokatalytische Bromierung von Thymol (56)
H,O, 1.39 - 103
KBr 4.88-103
Reaktion Schiittler 660 Thymol (56) 0.150 - 103
VaPO-Ci 0.050 - 103
Puffer 1.02
Summe 660 1.03
E+-Faktor [ - 10-3] 117
Biokatalytische Chlorierung von Thymol (56)
H,O, 1.43-103
KCl 3.12-103
Reaktion Schiittler 660 Thymol (56) 0.296 - 103
VaPO-Ci 0.050 - 103
Puffer 1.02
Summe 660 1.03
E+-Faktor [ - 10-3] 130
Chemische Bromierung von Thymol (56)
DMSO 16.2- 103
Succinimid 0.991 - 103
Reaktion Riihrplatte 825 Thymol (56) 0
NBS 0.3(56) - 10-3
Chloroform 1.49 - 103
Summe 825 1.51
E+-Faktor [ - 10-3] 132
Chemische Chlortierung von Thymol (56)
DMSO 16.2- 103
825 Succinimid 0.740 - 103
Reaktion Riihrplatte Thymol (56) 0.380 - 103
NCS 0.806 - 103
Chloroform 1.49
Summe 825 1.51
E+-Faktor [ - 10-3] 210
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5.7.7 Experimente im kontinuierlichen Durchfluss/flow chemistry

Simtliche Experimente im Durchfluss wurden mit Hilfe einer Syrris Asia Flow Syringe Pump unter Ver-
wendung gelber Einbauspritzen (50.0 uL/100 pL) durchgefithrt. Als Schlduche dienten manuell zuge-
schnittene PTFE-Schliduche mit entsprechenden Adaptern fiir die Pumpe und Sdule. Als Sdulen fur
die Immobilisation von VaPO-C7 wurden Omnifit-Glassdulen (3 mm - 50 mm) bzw. Omnifit-EZ-
Glassdulen (5 mm - 50 mm) verwendet. Die Pumpen wurden manuell mit Hilfe des integrierten Me-
nus betrieben. Als Auffanggefile dienten 50 mL-ReaktionsgefiBle oder Glastlaschen mit Schraubde-
ckeln mit entsprechender Windung fiir die Pumpenschliduche eingesetzt. Der Aufbau der Anlage ist
nachfolgend abgebildet (siche

Abbildung 100: Aufbau der Durchfluss-Anlage im Rahmen dieser Arbeit

Die Syrris Asia Flow Syringe Pumpe (hinten) zieht die Lésung aus der 500 mL-Flasche (links) iiber die Sdule mit
immobilisiertem Enzym (Mitte rechts) und pumpt die Losung weiter in das Zielgebinde, das mit Aluminium-
folie umwickelt ist. Bei Bedarf kénnen Verbindungsstiicke (rechts unten) dazugeschaltet werden, um mehrere
Losungen tber die Pumpe auf eine oder zwei Sdulen zu verteilen.

5.7.8 Immobilisierung von VciPO-Ci

Fir die Immobilisierung von VoPO-C7 wurden drei verschiedene Methoden verwendet. Im Fall der
IMAC-Immobilisierung wurde Sepharose-Matrix mit Nickelchlorid beladen und auf die entspre-
chende Omnifit-Sdule gegeben. Nach vollstindiger Packung wurde eine Losung bereits isolierter
VaPO-Ci zyklisch fiir 30 min bei einer Flussrate von 100 uL - min" aufgetragen. Die Siule wurde fiir
die Lagerung bei 4 °C mit Endstiicken zugedreht und in Assaypuffer gelagert.

Fir Immobilisierungsexperimente mit HaloTag-VaPO-Ci wurde HaloLink®-Resin (Promega
GmbH, Walldorf, Germany) als Trigermaterial verwendet. Hierflir wurden Pellets nach Kultivierung
resuspendiert, per Ultraschallaufschluss aufgeschlossen und nach zweifacher Filtration mit einem Ste-
rilfilter bei 40 uL - min™ auf die Siule fiir 3 h oder iiber Nacht aufgetragen. AnschlieBend wurde die
Sdule fur 30 min mit Assaypuffer gesptilt.

Die Immobilisierung mit PuroLite Lifetech ECR8415F erfolgte gemil3 Herstellerangaben mit
IMAC-isolierter VaPO-Ci. Zu einer definierten Finwaage des Materials wurde zweimal mit
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Immobilisierungspuffer (50 mM BTA, pH 6) gewaschen, bevor eine 1 %-ige Glutaraldehydlosung in
Immobilisierungspuffer zugegeben wurde. Nach Inkubation unter konstantem Schitteln fir 1 h
wurde das nun braunliche Material erneut gewaschen und die Enzymlosung in entsprechender Ver-
dinnung tber Nacht mit dem Trigermaterial inkubiert. Am nichsten Tag wurde nicht-gebundenes
Protein mit Waschpuffer ausgewaschen und das Material iiber eine Spritze mit Filter bis zur Trocken-
heit filtriert. Das trockene Immobilisat wurde anschliefend in entsprechende Sdulen gewogen und
anhand der Gewichtsdifferenz die Beladungsmenge berechnet. Das restliche Material wurde bei 4 °C
trocken gelagert.

Fir alle Immobilisierungsexperimente wurde nach jedem Schritt eine Probe der Enzymldsung ge-
nommen und mit Hilfe des MeDAC-Assays auf HPO-Aktivitit untersucht. Aus den gemessenen Ak-
tivititen wurde unter Berticksichtigung der Verdiinnungen die finale immobilisierte Enzymmenge und
Immobilisierungseffizienz bestimmt. Fir alle drei Methoden konnte nach Lagerung von einem Monat
keine Aktivitit im Immobilisat und damit auch kein Umsatz mehr detektiert werden.

5.7.9 Design of Experiment

Zur systematischen Analyse des Einflusses von Reaktionsparametern auf den Umsatz entsprechender
Substrate wurde ein DoE mit der Software DesignExpert12 (S7atEase, Ine.) entworfen. Fir alle Expe-
rimente wurde eine response surface-Analyse unter Verwendung eines randomisierten central composite-
Designs verwendet. Als Parameter wurden fiir die Testreaktionssysteme (siche Kapitel 3.6) Reaktions-
zeit, Konzentration Kaliumbromid und Wasserstoffperoxid (in mM) und der pH-Wert verwendet. Fur
die Analyse wurden 46 Experimente angestrebt und mit dem Model beschrieben, das die hochste
Ubereinstimmung mit den experimentellen Daten, dargestellt durch den R>-Wert, besaB3. Die Fitpara-
meter der einzelnen Funktionen sind nachfolgend zusammengefasst (siche Tabelle 43 und Tabelle 44).

Tabelle 43: Ubersicht der Fitparameter fiir DoE-Ansitze

Die statistische Auswertung der Fits erfolgte automatisch wihrend des Fits. Sequenzielle p-Werte miissen unter
0.05 liegen, um das verwendete Modell als signifikant einzustufen. Fir den Fit wurden die Modelle des héchsten
Polynoms gewihlt, bei denen zusitzliche Terme signifikant sind und das Model nicht verzerrt (engl. aliased)
wird. 2F1: two-factor interaction

Experiment Fitmodell Sequenzieller p-Wert | Angepasster R>-Wert
Thymol (56) Quadratisch 0.046 0.235
4BrThymol 57 2F1 0.0009 0.559
DMP 51 Quadratisch 0.0585 0.414
BrDMP 52 Quadratisch < 0.0001 0.845
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Tabelle 44: Fitfunktionen fiir DMP 51, BrDMP 52, Thymol (56) und 4BrThymol 57 nach DoE-Analyse
Unter der Spalte ,Werte® sind die Vorfaktoren der einzelnen Parameter gelistet, die in der Summe die finale
Fitfunktion ergeben.

liltfunklon Wert Parameter f":1tfunk10n Wert Parameter
fir Umsatz fir Umsatz
66.9 - -271 -
+3.20 - ¢(KBry) -5.34 - Zeit
-1.18 - c(H20») -1.32 - ¢(KBr)
DMP 51 -0.106 - pH-Wert -0.282 - c(H20)
“0.508 | - c(KBr) - pH-Wert +118 - pH-Wert
10244 | CHRO2)PH -0.031 - Zeit - (KBr)
Wert
42.9 - -0.007 - Zeit + ¢(H20y)
-1.07 - Zeit Thymol (56) | +0.391 - Zeit - pH-Wert
-0.750 - ¢(KBr) +0.003 | - ¢(KBr) - c(FLO)
0.132 - c(H20y) +0.026 - ¢(KBr) - pH-Wert
1.23 - pH-Wert +0.033 | - c(HLO,) - pH-Wert
BDMP 52 0.003 - Zeit - ¢(H20) +0.299 - Zeit?
-0.001 | - c(KBy) - ¢(H20y) +0.041 - ¢(KBr)?
0.129 | - c(KBr) - pH-Wert +0.001 - ¢(HL0,)?
007 | C(Hz\%)rt' pH- 1106 - pH-Were?
0.055 - Zeit? 4.59 -
0.002 - c(H20y)? 3.44 - Zeit
-2.30 - ¢(KBr)
0.190 - c(H20y)
4BrThymol 5.18 : PH—Wert
5 0.051 - Zeit - ¢(KBr)
-0.005 - ZLeit + c(H20)
-0.608 - Zeit - pH-Wert
0.002 - ¢(KBr) - ¢(FLO)
0.289 - ¢(KBr) - pH-Wert
-0.029 - c(H202) - pH-Wert

Fur DoE-Versuche im Durchfluss wurde die Reaktionszeit durch die Kontaktzeit, berechnet anhand
des experimentell ermittelten Totvolumens des verwendeten Pumpsystems inklusive Schlduche, er-
setzt. Anstelle des pH-Werts wurden hier die Enzymbeladung der Sdule als kategorischer Parameter
getestet. Die Beladung lag bei 3.60 U fir Sdule 1 und 6.17 U fir Saule 2. Da diese Experimente zu
keinen messbaren Umsitzen fihrten, konnte keine DoE-Analyse durchgefithrt werden.

5.7.10 Kultivierung von C. fumago

Eine Schrigagarkultur von C. fumago 1256, erworben bei der DSMZ, wurde auf eine Kartoffelextrakt-
Agarplatte tberstrichen und fir 13 Tage bei 19 °C inkubiert. Von den sichtbaren, dunklen Kolonien
wurde etwas Zellmaterial mit Hilfe einer sterilen Impfohse abgenommen und fiir die Anzucht einer
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Flissigkultur in 1 L Fructose-Minimalmedium verwendet. Die Inkubation erfolgte ebenfalls bei 19 °C
fiir 13 Tage unter Schiitteln bei 110 rpm. Zur Bestimmung der CPO-CfAktivitit wurden tiglich 1 mI-
Proben entnommen und mit Hilfe des DAC-Assays bestimmt. Am letzten Tag der Inkubation wurde
das Medium vom Pilz Giber Watte filtriert und in 500 mI.-Portionen in 1 I.-Rundkolben tberfithrt und
in flassigen Stickstoff getaucht. Das so schockgefrorene Kulturmedium wurde tiber 2 Tage lyophili-
siert und das lyophilisierte Pulver in Schnappdeckelglisern bei 4 °C gelagert.

5.7.11 Ethanolféllung und Isolation von CPO-Cf

Die Ethanolfillung von CPO-Cf wurde als erster Isolationsschritt nach dem Protokoll von
Yamada et al. durchgefiihrt.”*¥ Nach der Filtration des Kulturmediums durch Watte wurde es im Eis-
bad gekuhlt und anschlieBend kaltes Ethanol (-20 °C) bis zu einer Konzentration von 45 % v/ v zuge-
geben. Das Gemisch wurde nach 30 min Inkubation auf Eis zentrifugiert (4 °C, 6500 x g), der Uber-
stand dekantiert und kaltes Ethanol (-20 °C) bis zu einer finalen Konzentration von 65 % »/» beige-
mischt. Nach 2h Inkubation auf Eis wurde die Suspension erneut zentrifugiert (4 °C, 6500 x g,
30 min), der Uberstand abgenommen und das Prizipitat in 4 ml kaltem Phosphorsiurepuffer (100 mM
HP;, pH 3, 4 °C) aufgeschlimmt. Nach Lagerung tiber Nacht bei 4 °C wurde die Suspension zentri-
fugiert (4 °C, 1700 x g, 10 min) und mit Zentrifugalkonzentratoren (10 kDa MWCO) bei 4000 x g und
4 °C auf etwa 2 mL eingeengt.

Zur weiteren Reinigung wurde eine SEC durchgefiihrt. Dafiir wurden 2 — 10 mg Protein in einem
Volumen von 1 mL iiber eine Spritze in den AKTA-Probenschlauch injiziert. Die Auftragung auf die
Siule erfolgte mit HP;-Puffer (300 mM, pH 3) bei einer Flussrate von 1 mL - min™. Fiir die Fraktionie-
rung wurde die Absorption bei 280 und 403 nm gemessen und 4 mL pro Fraktion gesammelt. Frakti-
onen mit gleichen Absorptionsmustern wurden vereint. Die Kalibrierung der SEC erfolgte unter glei-
chen Bedingungen. Fir die beiden GréBenstandardmischungen wurde je 1 mg in 1 mL HP-Puffer
gelost. Lediglich fiir Tryptophan wurden ca. 0.2 mg eingesetzt.

Die finale Proteinkonzentrationsbestimmung erfolgte tber den Bradfordassay mit Hilfe einer Ver-
dinnungsreihe von Lysozym. Hierfiir wurden verschiedene Konzentrationen Lysozym als 100 uL
Standardlésung erstellt und mit 100 uL. Bradfordreagenz (100 mg Coomassie Blue G250 in 50 mL
95 %-igem Ethanol, anschlieBend 100 mL. 85%ige Phosphorsiure, ad 1 L agua demin.) vermischt und
20 min bei Raumtemperatur inkubiert.” AnschlieBend wurde die Absorption fiir jede Losung bei
280 nm gemessen und daraus eine Kalibriereihe erstellt. Die erhaltene Fitfunktion wurde zur Berech-
nung der CPO-CfKonzentration verwendet (siche Abbildung 101).
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Abbildung 101: Kalibriergerade des Bradfordassays zur Proteinquantifizierung

Daten erhoben von S. Myllek.[281] Definierte Mengen Lysozym (chicken white egg powder, Sigma) wurden abgewo-
gen und in Wasser gelést. 100 pL der Lésung wurden anschlieBend mit 900 pul Bradfordreagenz vermischt und
die Lésung photometrisch bei 595 nm gemessen. Die erhaltenen Absorptionswerte wurden anschlieSend gegen
die eingesetzte Lysozymkonzentration aufgetragen und eine lineare Regressionsanalyse wurde durchgefiihrt.
Die Funktion wurde zur Quantifizierung des Proteingehalts von CPO-Cf-Proben verwendet.

5.7.12 Expressionsstudien von Haloperoxidasen
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Abbildung 102 Untersuchung des Einflusses von Nihrmedien und Kultivierungstemperatur auf die
Proteinproduktion von VPO-Lp in E. coli BL21 (DE3)

SDS-Gel der Testexpression von VPO-Lp in E. co/i BL21 (DE3) bei verschiedenen Kultivierungstemperaturen
in verschiedenen reichhaltigen Nahrmedien (ITB und 2xYT). S: ROTI®Mark 10-150 kDa Protein Marker; LV:
Leervektor-Probe; Lp: V-HPO-Gen aus L. pratensis. Das theoretische Molekulargewicht des Enzyms (55 kDa)

ist durch einen Rahmen symbolisiert.
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5.7.13 Expressionsstudien von Haloperoxidasen als inclusion body Test

Zur Analyse der Loslichkeit von Haloperoxidasen nach heterologer Produktion in E. coli wurde
ein sogenannter inclusion body Test durchgefiihrt. Daftr wurde nach Zellaufschluss das Lysat fir 1 h
bei 10000 x g zentrifugiert und eine SDS-Probe des zellfreien Uberstands mit der des Lysats verglichen
(siche Abbildung 103). Dabei konnten keine Banden fiir den Uberstand detektiert werden, was auf
eine fehlerhafte Probenverdiinnung zurtickzufthren ist.

Lysate CFE
\ |
s lco ¢ p wlleco ¢ Lp !

m e

kDa

150 —

100 — &8
80 —

60 —

40 — .8
30 — ==
20 — ..
10 — ..
Abbildung 103: inclusion body Test der heterologen Produktion von HPOs in E. coli
Alle Proben wurden auf einen ODgo-Wert von 1 normiert. S: ROTI®Mark 10—150 kDa Protein Marker; LV:

Leervektor-Probe; Lp: V-HPO-Gen aus L. pratensis; Co: V-HPO-Gen aus C. gfficinalis; Ci: V-HPO-Gen aus C.
inaequalis. Das theoretische Molekulargewicht des jeweiligen Proteins ist durch einen Rahmen symbolisiert.
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5.7.14 Aktivitatsbestimmung von Lysaten mit dem DAC-Assay
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Abbildung 104: Aktivititsnachweis der E. coli Lysate mit dem DAC-Assay

Pellets von 50 mL Kulturen der drei Haloperoxidasen und eines Leervektorstammes wurden mit 4 mL 100 mM
Formiatpuffer, pH 3 resuspendiert, aufgeschlossen und abschlieBend zentrifugiert. 40 uL des CFE wurde in
Dreifachbestimmung in einem Endvolumen von 250 pL mit 100 uM DAC (Aex = 385 nm, Agm = 450 nm) fir
10 min gemessen. Die Probe fiir VPO-Lp wurde dabei um den Faktor 100 vorverdiinnt.
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5.7.15 Resorufin als alternatives Assaysystem
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Abbildung 105: Absorptionsspektren von Resorufin (43) (schwarz), Bromresorufin 46 (rot) und einer
Enzymprobe mit Resorufin (43) (orange) in Assaypuffer
Die Konzentration des Analyten betrug in jeder Probe 100 pM. Die Messung erfolgte in MTP-Format in 250 pl..

5.7.16 Aktivitdtsnachweis von VPO-Lp mit dem MeDAC-Assay
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Abbildung 106: Aktivitit der Elutionsfraktion von VPO-Lp nach sidulenchromatographischer Isolation
Die Messung erfolgte unter Standard-Assaybedingungen (siche Kapitel 5.4.6).
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5.7.17 Aktivitdtsnachweis neuer Haloperoxidasen mit dem MeDAC-Assay
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Abbildung 107: Aktivititsnachweis zellfreier Lysate verschiedener putativer Haloperoxidasen mit dem
MeDAC-Assay
Dargestellt ist die Fluoreszenzintensitit von BrtMeDAC 50 tber einen Zeitraum von 10 min. Die Aktivitdtsbe-

stimmung erfolgte unter Standardbedingungen mit 10 pI. CFE.
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5.7.18 Einfluss von CTAB in der HPO-vermittelten Umsetzung von Thymol (56)
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Abbildung 108: Beispielchromatogramm der Umsetzung von Thymol (56) in Anwesenheit von CTAB
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Abbildung 109: Beispielchromatogramm der Umsetzung von Thymol (56) in Abwesenheit von CTAB

"H-NMR-Spektrum fiir Thymol (56) und 4BfTME 63 (kommerzielle Substanzen, Sigma-Aldrich):
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Abbildung 110: MS-Spektrum der Umsetzung von Thymol (56) mit deuterierter Essigsidure (oben) und
nicht-deuterierter Essigsdure (unten)

Dargestellt ist der Bereich von 240-252 m/z des Retentionssignals bei 10.4 min (4BfTME 63) mit der vorher-

gesagten Molekiilmasse mit allen gingigen Isotopen (rechts) fur die deuterierte und nicht-deuterierte Verbin-

dung.
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Abbildung 111: BC-Spektrum in CDClI; des deuterierten enzymatischen Ansatzes zur Umsetzung von
Thymol (56) zu 4BrTME 63

5.7.19 Kultivierung von Mutanten von Vc/PO-Ci

Die Kultivierung und Reinigung der Mutanten A70K und A402K von Vo PO-Ci7 erfolgte nach Stan-
dardbedingungen (siche Abschnitt 5.3.8 und 5.4.2). Die erzielten Ausbeuten und Aktivititen sind
nachfolgend zusammengefasst (siche Tabelle 45).

Tabelle 45: Ubersicht der erzielten Proteinausbeuten und Aktivititen der Mutanten A70K und A402K
von Vg PO-C7 aus 500 mL Zellkultur

) Proteinmenge Spezifische Aktivitit | Aktivitit pro g Zellen
Variante P a
[mg] [U - mgT] [U-g]
Wildtyp 5.27 6.30 2.44
A70K 0.792 0.077 0.008
A402K 0.956 0.181 0.022

5.7.20 Dimedon-Assay

Fiir erste HPO-Nachweise wurde der Dimedon-Assay nach Literaturangaben verwendet.”"! Hierfiir
wurde kommerzielle CPO-CfLosung (Endkonzentration 5 U) oder Lysate mit HPOs eigener Her-
stellung in HP;- bzw. Assaypuffer mit 10 mM H,O», 20 mM NaCl und 2 mM Dimedon (23) (als DMSO-
Stocklosung) fiir 10 min bei 290 nm photometrisch gemessen. Als Leerprobe diente ein Ansatz ohne
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Enzym. Die Absorptionsinderungsrate fiir kommerzielle CPO-Cfbetrug -0.006 min™, zeigte aber bei
einer Tupfelprobe auf einer DC-Platte kein Signal fiir Cl-Dimedon 24. Fiir die Lysate eigener Herstel-

lung konnte keine Absorptionsinderungsrate detektiert werden.

5.7.21 Kalibrierfunktionen fiir den MeDAC-Assay

Nachfolgend sind alle Fits inklusive Kalibrierfunktionen dargestellt, die im Rahmen dieser Arbeit fiir
den MeDAC-Assay aufgestellt wurden.

450.0
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3260
4665
6070
7475
|- 8880
1.029E+04
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Modell Poly2D
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Gleichung xy:
Zeichnen F
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a 92.14907 + 12.60688
b 32.83695 £ 11.02587
c 0.18961 £ 0.10483
d -0.02141 + 0.09306
f -0.20348 + 0.16287
Chi-Quadr Reduziert 11228415841
R-Quadrat (COD) 0.98892

Kor. R-Quadrat 0.98784

Abbildung 112: Fluoreszenzintensititen in Abhingigkeit der Konzentration von MeDAC 49 und
BrMeDAC 50 in 100 mM HPi-Puffer (pH 3) bei bevorzugter Emission von MeDAC 49

A8 = 385 nm; A%EPAC = 450 nm. Die Werte wurden mit einem Polynom zweiten Grades unter Verwendung ei-
nes least-square-Fits beschrieben. Die Werte der Kalibrierfunktion sind im Kasten mit den jeweiligen Faktoren
aufgelistet. R*=0.99
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Abbildung 113: Fluoreszenzintensititen in Abhingigkeit der Konzentration von MeDAC 49 und
BrMeDAC 50 in 100 mM HPi-Puffer (pH 3) bei bevorzugter Emission von BrMeDAC 50

A8 = 385 nm; AREPAC = 500 nm. Die Werte wurden mit einem Polynom zweiten Grades unter Verwendung ei-
nes Jeast-square-Fits beschrieben. Die Werte der Kalibrierfunktion sind im Kasten mit den jeweiligen Faktoren

aufgelistet. R?=0.97
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Abbildung 114: Normalisierte Fluoreszenzintensititen (auf Fluoreszenz einer Lésung mit 40 pM Me-
DAC) in Abhingigkeit der Konzentration von MeDAC 49 und BrMeDAC 50 in 100 mM BTA-Puffer
(pH 6) bei bevorzugter Emission von MeDAC 49

A% = 425 nm; AMEPAC = 450 nm. Die Werte wurden mit einem Polynom zweiten Grades unter Verwendung ei-
nes Jeast-square-Fits beschrieben. R*=0.99
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Abbildung 115: Normalisierte Fluoreszenzintensititen (auf Fluoreszenz einer Losung mit 40 pM
BrMeDAC) in Abhingigkeit der Konzentration von MeDAC 49 und BrMeDAC 50 in 100 mM BTA-
Puffer (pH 6) bei bevorzugter Emission von BrMeDAC 50

288 = 425 nm; AMEPAC = 550 nm. Die Werte wurden mit einem Polynom zweiten Grades unter Verwendung ei-
nes least-square-Fits beschrieben. R*=0.96

5.7.22 Nachweis von Chlorierung im MeDAC-Assay

Der Nachweis einer Chlorierung von MeDAC 49 konnte durch die Synthese chemischer Referenzen
nicht tberprift werden, da die Isolation des Produkts aufgrund verschiedener Halogenierungspro-
dukte nicht erfolgreich war. Stattdessen wurde VaPO-C7 in einem Ansatz mit Kaliumchlorid unter
Assaybedingungen (siche Kapitel 5.4.6) bei einer Anregungswellenlinge von 425 nm und einer Emis-
sion von 450 nm fir MeDAC 49 und 550 nm fiir CIMeDAC gemessen und die Aktivitit analog zu
BrMeDAC 50 bestimmt (siche Abbildung 116).
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Abbildung 116: Beispielkurve der Aktivititsmessung von VcPO-C7 in Anwesenheit von KCl im Me-
DAC-Assay

Die rot hervorgehobenen Werte zeigen den linearen Bereich der Kurve, dessen Steigung fiir die Berechnung
der enzymatischen Aktivitit verwendet wurde. Die Verringerung der Fluoreszenzintensitit zu Beginn der Re-
aktion ist auf die geringe Loslichkeit von MeDAC 49 und halogenierter Derivate im wissrigen Medium zurtick-

zufithren. A2 = 425 nm; AMEPAC = 450 nm; ASMePAC = 550 nm
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5.7.23 NMR-Spektrum der Umsetzung von Hydrozimtaldehyd (75) mit VciPO-Ci

A 0 VC|PO Ci
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H *  Cl—OH —_— X~"“H
'HZO ( | - HCI
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\
e | ‘ “
‘ \ ll‘ |r\
r ‘J l
| \d\ ‘ 4
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‘U! MM U |“ < “\ H |

P U B R — JL Mo

795 750 735 7.80 7.75 770 7.65 760 755 7.50 745 740 735 730 725 730 715 7.0 705 700 695 650 685 630 675 670 685 660 655 650
1 {ppen)

Abbildung 117: Hypothese zur Bildung von Zimtaldehyd (77) (A) und 'H-NMR-Spektrum der Um-
setzung von Hydrozimtaldehyd (75) in Anwesenheit von V¢ PO-Ci im kontinuierlichen Durchfluss
(B)

A: Vermittelt durch VaPO-C7 wird hypochlorige Siure HOCI gebildet, die durch den Jorgensen-Hayashi-Ka-
talysator (73) Hydrozimtaldehyd (75) selektiv in a-Position chlorieren kann. Der so gebildetete Chlorhydro-
zimtaldehyd 78 kann in der hier dargestellten Hypothese spontan Chlor eliminieren, wodurch sich eine unge-
sittigte  Bindung zwischen C-2  und C-3-Atom bildet und Zimtaldehyd (77) entsteht.
B: Dargestellt ist ein Auszug aus dem 'H-Spektrum der Probe im Bereich von 6.5 — 7.95 ppm (siche Kapitel
4.3.5). Die charakteristischen Signale fiir die Protonen an der Doppelbindung von Zimtaldehyd (77) (an C2
und C3) sind im Spektrum hervorgehoben (siche Strukturformel im Spektrum). Da Zimtaldehyd (77) nur als
Nebenprodukt entsteht, ist die Signalintensitit dieser Protonen deutlich geringer als die der Protonen von Hyd-
rozimtaldehyd (75).
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6 ANHANG

6.1 Vektorkarten

T7 promoter Eagl
Eco53kI
Sacl
HindIII

EcoRI
Eco53kI

e -‘,
" Dmmoter lac operatgy
o RBg

pET21a_VbrPO_CO_NG6xHisStrep
7327 bp

Sall
HindIII

BamHI
Xhol

Abbildung A 1: Vektorkarte von pET21a(+)::VPO-Co
Der Vektor wurde als synthetisches Gen erhalten. Die verbliebenen Restriktionsschnittstellen der multiple cloning
site sind markiert. Stille Mutationen sind gesondert in der Vektorkarte aufgefiihrt.

Nukleotidsequenz von v,po-co:
ATGCATCACCACCATCATCACTGGTCACATCCTCAGTT-
CGAGAAATCTGCGGCTAGCATGGG-
TATTCCAGCTGACAACCTCCAAAGTCGCGCCAAGGCTTCATTCGATACGCGTGTATCT
GCGGCCGAGCTCGCACTCGCCCGCGGAGTTGTGCCATCGCTTGCAAATGGAGAG-
GAGCTT-
CTCTACCGCAACCCTGACCCTGAGAACGGAGATCCAAGCTTCATCGTTAGCTTCACAA
AGGGTCTTCCGCATGACGACAATGGCGCTATTATTGACCCCGACGACTTCTT-
GGCCTTCGTT-
CGTGCGATCAATAGTGGAGATGAGAAGGAGATCGCCGACCTCACATTGGGGCCAGC
TCGCGACCCGGACACTGGCTTACCAATCTGGCGCTCGGATTTGGCGAATT-
CTCTCGAACTCGAAGTGCGAGGATGGGAAAACAGCTCTGCCGGTCTCACCTTCGACC
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Vektorkarten

TGGAGGGCCCGGACGCGCAGTCGATTGCCATGCCACCGGCGCCTGTGCTCA-
CGAGCCCT-
GAGCTCATCGCCGAGATAGCAGAACTGTACCTGATGGCGCTTGGACGCGAAATCGA
GTTTAGCGAGTTTGATTCCCCAAAGAACGCAGAGTATATTCAGTTTGCTATTGATCA-
GCTTAACGGGCTAGAGTGGTTCAACACGCCGGCAATGCTCGGAGATCCGCCTGCGG
AAATCCGTCGCCGTCGCGGTGAGGTGACTGTCGGAAACTTGTTCCGCGGTATTCTT-
CCAGGCTCTGAGGTCGGCCCGTATCTCAGCCAGTACATCATCGTTGGTAGCAAGCAG
ATTGGCTCCGCGACGGGTGGCAACAAAACTCTCGTGAGCCCCAATGCCGCTGAT-
GAGTTT-
GATGGTGAAATCGCCTACGGAAGCATCACCATTAGCCAGCGGGTGCGTATCGCCACG
CCTGGGCGCGACTTTATGACCGACTTGAAGGTATTCCTTGACGTCCAGGACGCTGCG-
GACTT-
CCGAGGCTTTGAGTCGTATGAGCCGGGAGCACGCCTCATCCGGACGATCCGCGATCT
TGCGACGTGGGTGCACTTTGACGCACTGTACGAGGCCTACCTCAATGCGTGCCT-
GATT-
CTGTTGGCGAACCGCGTGCCGTTCGATCCCAACATTCCGTTCCAGCAGGAGGACAAG
CTCGATAACCAGGACGTGTTTGTGAACTTCGGAGACGCACACGTGCTGAGTCTGGT-
GACT-
GAGGTGGCTACGCGCGCGTTGAAGGCGGTACGGTACCAGAAGTTTAACATTCATCG
TCGCCTGCGGCCTGAGGCTACCGGTGGTCTGATTAGCGTGAACAAAATCGCAGCG-
GAGAAGGGCGAGAGCGTTTTCCCTGAGGTTGACCTTGCTGTTGAAGAGCTTGAAGA
TATCCTGGAGAAAGCTGAAATTAGCAATAGGAAACAGAACATTGCTGACGGA-
GATCCTGAC-
CCTGATCCTTCATTCCTGTTGCCGCAGGCATTCGCCGAGGGCAGCCCATTCCATCCGT
CCTACGGAAGCGGCCACGCTGTGGTTGCTGGCGCATGTGTGACGATCCTCA-
AGGCGTTCTT-
CGACTCCAACTTCCAGATCGATCAGGTGTTCGAGGTCGACAAAGATGAGGACAAGCT
TGTAAAGTCGTCTTTCAAGGGAACTCTCACTGTTGCCGGTGAGCT-
GAACAAGCTCGCCGACAATATTGCGATCGGGCGGAACATGGCAGGTGTTCACTACTT
CTCTGACCAGTTCGAGTCAATTCTGCTTGGTGAGCAGGTTGCGATTGGAATCTTG-
GAAGAGCAGAGTCTGACGTATGGCGAGAACTTCTTCTTCAACTTGCCGAAGTTTGAT
GGAACTACAATCCAGATCGGATCCTGA

Aminosduresequenz von Vg PO-Co:
MHHHHHHWSHPQFEKSAASMGIPADNLQSRAKASFDTRVSAAELALARGVVPSLANGE-
EL-
LYRNPDPENGDPSFIVSFTKGLPHDDNGAIIDPDDFLAFVRAINSGDEKEIADLTLGPAR
DPDTGLPIWRSDLANSLELEVRGWENSSAGLTFDLEGPDAQSIAMPPAPVLTSPELIAEIA-
ELYLMALGREIEFSEFDSPKNAEYIQFAIDQLNGLEWEFNTPAMLGDPPAEIRRRRGEVTV
GNLFRGILPGSEVGPYLSQYIIVGSKQIGSATGGNKTLVSP-
NAADEFDGEIAYGSITISQRVRIATPGRDFMTDLKVFLDVQDAADFRGFESYEPGARLIRT
IRDLATWVHFDALYEAYLNACLILLANRVPFDPNIPFQQEDKLDNQDVEFVNFGDAH-
VLSLV-
TEVATRALKAVRYQKFNIHRRLRPEATGGLISVNKIAAEKGESVFPEVDLAVEELEDILE
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KAEISNRKQNIADGDPDPDPSFLLPQAFAEGSPFHPSYGSGHAVVAGACVTIL-
KAFFDSNFQIDQVFEVDKDEDKLVKSSFKGTLTVAGELNKLADNIAIGRNMAGVHYFS
DQFESILLGEQVAIGILEEQSLTYGENFFENLPKFDGTTIQIGS

AFE001_V003_pET21a_NHalo_VcIPO
8169 bp

BstZ171

Afizx

BamHI
PaeR71 - PspXI - THiI - XhoT

Abbildung A 2: Vektorkarte von pET21a(+)::NHalo-VcPO-Ci

Der Vektor wurde per Gibson-Assembly aus dem institutseigenen Vektor MWA001V442 (freundlicherweise
zur Verfligung gestellt von Martin Wascher) assembliert. Die verbliebenen Restriktionsschnittstellen der muitiple
cloning site sind markiert. Stille Mutationen sind gesondert in der Vektorkarte aufgefiihrt.

Nukleotidsequenz von NHalo-vgpo-ci:
ATGGCAGAAATTGGTACGGGATTTCCGTTTGACCCGCATTATGTGGAGGTT-
CTGGGT-
GAACGCATGCACTACGTGGATGTTGGTCCGCGCGATGGCACACCGGTGCTGTTTCTG
CATGGTAATCCGACCTCCAGCTATGTTTGGCGCAACATTATTCCGCAT-
GTCGCCCCAACGCATCGCTGTATTGCCCCAGATCTCATTGGCATGGGCAAAAGCGAC
AAACCGGATTTGGGCTACTTCTTCGACGATCACGTACGGTTTATGGACGCCTT-
TATCGAGGCTCTGGGACTGGAGGAAGTAGTGCTGGTTATTCATGACTGGGGCTICTG
CATTAGGCTTTCACTGGGCTAAACGGAACCCAGAACGCGTCAAGGGGATTGCCTTCA-
TG-
GAGTTCATCCGTCCGATTCCGACCTGGGATGAATGGCCCGAATTTGCCCGTGAAACC
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TTTCAGGCGTTTCGTACCACGGATGTTGGCCGTAAGCTCATCATCGACCA-
AAACGTGTTCA-
TTGAGGGCACTCTTCCCATGGGAGTAGTGCGTCCTTTAACCGAAGTCGAGATGGACC
ACTATCGCGAACCCTTCCTGAATCCGGTTGATCGCGAACCGCTGTGGCGCTT-
CCCGAAT-
GAGCTGCCTATTGCTGGTGAACCGGCGAATATCGTGGCACTTGTGGAAGAATACATG
GATTGGCTGCATCAGAGTCCAGTCCCTAAGCTGTTGTTTTGGGGTACAC-
CTGGCGTGTT-
GATTCCGCCTGCAGAAGCTGCTCGCTTAGCGAAAAGCTTGCCCAACTGCAAAGCGGT
CGATATTGGGCCAGGTCTGAACCTGTTACAGGAGGATAACCCGGATCTGATCGG-
GAGT-
GAAATCGCGCGTTGGCTGTCAACTCTGGAAATCTCGGGTCTTGCAGAAGCAGCGGCC
AAAGAAGCTGCGGCCAAAGAGGCAGCCGCGAAAGAAGCAGCGGCGAAAAT-
GGCTAGCAT-
GGGGTCCGTTACACCCATCCCACTCCCTAAGATCGATGAACCCGAAGAGTACAACACC
AACTACATACTATTCTGGAACCATGTCGGTTTGGAACTCAACCGCGTAACTCA-
CACTGTTG-
GAGGCCCCCTGACGGGACCACCTCTCTCTGCCAGGGCTCTGGGTATGCTGCACTTGG
CTATTCACGACGCCTACTTTTCTATCTGCCCTCCGACCGACTTCACCACCTTCCTCTCA-
CCT-
GATACTGAGAATGCCGCGTACCGTCTACCTAGCCCTAATGGTGCAAATGATGCTCGC
CAAGCAGTCGCTGGAGCTGCCCTCAAGATGCTGTCTTCACTGTACAT-
GAAGCCCGTCGAGCAGCCTAACCCTAACCCCGGCGCCAACATCTCCGACAACGCTTAT
GCTCAGCTTGGCTTGGTTCTCGACCGATCAGTTCTGGAGGCACCTGGTGGCGTG-
GAC-
CGAGAGTCAGCCAGTTTCATGTTTGGTGAGGATGTAGCCGATGTCTTCTTCGCACTC
CTCAACGATCCCCGAGGTGCTTCGCAGGAGGGCTACCACCCTACAC-
CCGGCCGCTATAAATT-
TGACGATGAACCTACTCACCCTGTCGTCCTCATTCCAGTAGACCCCAACAACCCTAATG
GTCCCAAGATGCCTTTCCGTCAGTACCACGCCCCATTCTACGGCAAGACCA-
CGAAGCGTTTT-
GCTACGCAGAGCGAGCACTTCCTGGCCGACCCACCGGGCCTGCGTTCTAATGCGGAC
GAGACCGCGGAGTATGACGACGCCGTCCGCGTCGCTATCGCCATGGGTGGTGCTCA-
GGCTCT-
CAACTCCACCAAGCGTAGCCCATGGCAGACAGCACAGGGCCTATACTGGGCCTACGA
TGGGTCAAACCTCATTGGCACACCACCTCGCTTTTACAACCAGATCG-
TACGTCGCATCGCAGTTACGTACAAGAAGGAAGAGGACCTTGCCAACAGCGAAGTCA
ACAATGCGGATTTCGCCCGCCTCTTCGCCCTCGTCGACGTCGCTT-
GCACAGACGCTGG-
TATCTTTTCCTGGAAGGAGAAATGGGAGTTCGAATTCTGGCGCCCACTATCTGGTGT
GCGAGACGACGGCCGTCCAGACCATGGAGATCCTTTCTGGCTCA-
CTCTCGGTGCCCCAGCTACTAACACCAACGACATTCCATTCAAGCCTCCTTTCCCAGCT
TACCCATCTGGTCACGCGACCTTTGGCGGTGCTGTGTTCCAAAT-
GGTGCGTCGATACTACAACGGCCGCGTAGGTACATGGAAGGACGACGAACCCGACA
ACATTGCCATCGATATGATGATCTCGGAGGAGCTCAACGGCGTGAACCGCGAC-
CTACGCCAGCCTTATGACCCCACGGCCCCAATCGAAGACCAACCCGGTATCGTGCGCA
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CCCGCATTGTTCGCCACTTCGACTCGGCCTGGGAACTCATGTTCGAAAACGCCATTT-
CGCGCATCTTCCTCGGTGTCCACTGGCGTTTCGATGCCGCCGCCGCCCGCGACATTCT
CATTCCCACGACGACAAAGGACGTCTACGCTGTCGACAACAATGGCGCCACCGTGTT-
CCAGAACGTAGAGGACATTAGGTACACAACCAGGGGTACGCGTGAGGACCCCGAGG
GCCTCTTCCCTATCGGTGGTGTGCCACTGGGTATCGAGATTGCGGATGAGATTTT-
TAATAAT-
GGACTTAAGCCTACGCCCCCGGAGATCCAGCCTATGCCGCAGGAGACACCGGTGCAG
AAGCCGGTGGGACAGCAGCCGGTTAAGGGCATGTGGGAG-
GAAGAGCAGGCGCCGGTAGTCAAGGAGGCGCCGGGATCCTGA

Aminosiuresequenz von NHalo-VcPO-Cr.
MAEIGTGFPFDPHYVEVLGERMHYVDVGPRDGTPVLFLHGNPTSSYVWRNIIPHVAPT-
HR-
CIAPDLIGMGKSDKPDLGYFFDDHVRFMDAFIEALGLEEVVLVIHDWGSALGFHWAKR
NPERVKGIAFMEFIRPIPTWDEWPEFARETFQAFRT-
TDVGRKLIIDQNVFIEGTLPMGVVRPLTEVEMDHYREPFLNPVDREPLWRFPNELPIAGE
PANIVALVEEYMDWLHQSPVPKLLFWGTPGVLIPPAEAARLAKSLPNCKAVDIG-
PGLNLLQEDNPDLIGSEIARWLSTLEISGLAEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKMASMGSVTP
IPLPKIDEPEEYNTNYILFWNHVGLELNRVTHTVGGPLTGPPLSARALGMLHLAIHDAYT-
SICPPTDFTTFLSPDTENAAYRLPSPNGANDARQAVAGAALKMLSSLYMKPVEQPNPNPG
ANISDNAYAQLGLVLDRSVLEAPGGVDRESASFMFGEDVADVFFALLNDPR-
GASQEGYHPTP-
GRYKFDDEPTHPVVLIPVDPNNPNGPKMPFRQYHAPFYGKTTKRFATQSEHFLADPPGL
RSNADETAEYDDAVRVAIAMGGAQALNSTKRSPWQTAQGLYWAYDGSN-
LIGTPPRFYNQIV-
RRIAVITYKKEEDLANSEVNNADFARLFALVDVACTDAGIFSWKEKWEFEFWRPLSGVRD
DGRPDHGDPFWLTLGAPATNTNDIPFKPPFPAYPSGHATFGGAVFQMVR-
RYYNGRVGTWKD-
DEPDNIAIDMMISEELNGVNRDLRQPYDPTAPIEDQPGIVRTRIVRHFDSAWELMFENAIS
RIFLGVHWRFDAAAARDILIPTTTKDVYAVDNNGATVFQNVEDIRYTTRGTREDPEGLEF-
PIGGVPLGIEIADEIFNNGLKPTPPEIQPMPQETPVQKPVGQQPVKGMWEEEQAPVVKE
APGS
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T7 promoter

RBs

Strep_-rag ;
7

Sall
EcoRI
Eagl

Eagl
Eco53kI
Sacl

pET21a_VcIPO_CI_N6xHisStrep
7260 bp

Abbildung A 3: Vektorkarte von pET21a(+)::VcPO-Ci
Der Vektor wurde als synthetisches Gen erhalten. Die verbliebenen Restriktionsschnittstellen der zzultiple cloning
site sind markiert. Stille Mutationen sind gesondert in der Vektorkarte aufgefiihrt.

Nukleotidsequenz von vpo-ci:

ATGCATCACCACCATCATCACTGGTCACATCCTCAGTT-
CGAGAAATCTGCGGCTAGCAT-
GGGGTCCGTTACACCCATCCCACTCCCTAAGATCGATGAACCCGAAGAGTACAACACC
AACTACATACTATTCTGGAACCATGTCGGTTTGGAACTCAACCGCGTAACTCA-
CACTGTTG-
GAGGCCCCCTGACGGGACCACCTCTCTCTGCCAGGGCTCTGGGTATGCTGCACTTGG
CTATTCACGACGCCTACTTTTCTATCTGCCCTCCGACCGACTTCACCACCTTCCTCTCA-
CCT-
GATACTGAGAATGCCGCGTACCGTCTACCTAGCCCTAATGGTGCAAATGATGCTCGC
CAAGCAGTCGCTGGAGCTGCCCTCAAGATGCTGTCTTCACTGTACAT-
GAAGCCCGTCGAGCAGCCTAACCCTAACCCCGGCGCCAACATCTCCGACAACGCTTAT
GCTCAGCTTGGCTTGGTTCTCGACCGATCAGTTCTGGAGGCACCTGGTGGCGTG-
GAC-
CGAGAGTCAGCCAGTTTCATGTTTGGTGAGGATGTAGCCGATGTCTTCTTCGCACTC
CTCAACGATCCCCGAGGTGCTTCGCAGGAGGGCTACCACCCTACAC-
CCGGCCGCTATAAATT-
TGACGATGAACCTACTCACCCTGTCGTCCTCATTCCAGTAGACCCCAACAACCCTAATG
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GTCCCAAGATGCCTTTCCGTCAGTACCACGCCCCATTCTACGGCAAGACCA-
CGAAGCGTTTT-
GCTACGCAGAGCGAGCACTTCCTGGCCGACCCACCGGGCCTGCGTTCTAATGCGGAC
GAGACCGCGGAGTATGACGACGCCGTCCGCGTCGCTATCGCCATGGGTGGTGCTCA-
GGCTCT-
CAACTCCACCAAGCGTAGCCCATGGCAGACAGCACAGGGCCTATACTGGGCCTACGA
TGGGTCAAACCTCATTGGCACACCACCTCGCTTTTACAACCAGATCG-
TACGTCGCATCGCAGTTACGTACAAGAAGGAAGAGGACCTTGCCAACAGCGAAGTCA
ACAATGCGGATTTCGCCCGCCTCTTCGCCCTCGTCGACGTCGCTT-
GCACAGACGCTGG-
TATCTTTTCCTGGAAGGAGAAATGGGAGTTCGAATTCTGGCGCCCACTATCTGGTGT
GCGAGACGACGGCCGTCCAGACCATGGAGATCCTTTCTGGCTCA-
CTCTCGGTGCCCCAGCTACTAACACCAACGACATTCCATTCAAGCCTCCTTTCCCAGCT
TACCCATCTGGTCACGCGACCTTTGGCGGTGCTGTGTTCCAAAT-
GGTGCGTCGATACTACAACGGCCGCGTAGGTACATGGAAGGACGACGAACCCGACA
ACATTGCCATCGATATGATGATCTCGGAGGAGCTCAACGGCGTGAACCGCGAC-
CTACGCCAGCCTTATGACCCCACGGCCCCAATCGAAGACCAACCCGGTATCGTGCGCA
CCCGCATTGTTCGCCACTTCGACTCGGCCTGGGAACTCATGTTCGAAAACGCCATTT-
CGCGCATCTTCCTCGGTGTCCACTGGCGTTTCGATGCCGCCGCCGCCCGCGACATTCT
CATTCCCACGACGACAAAGGACGTCTACGCTGTCGACAACAATGGCGCCACCGTGTT-
CCAGAACGTAGAGGACATTAGGTACACAACCAGGGGTACGCGTGAGGACCCCGAGG
GCCTCTTCCCTATCGGTGGTGTGCCACTGGGTATCGAGATTGCGGATGAGATTTT-
TAATAAT-
GGACTTAAGCCTACGCCCCCGGAGATCCAGCCTATGCCGCAGGAGACACCGGTGCAG
AAGCCGGTGGGACAGCAGCCGGTTAAGGGCATGTGGGAG-
GAAGAGCAGGCGCCGGTAGTCAAGGAGGCGCCGGGATCCTGA

Aminosduresequenz von Vo PO-Ci
MHHHHHHWSHPQFEKSAASMGSVTPIPLPKIDEPEEYNTNYILFWNHVGLELNRVTHT-
VGG-
PLTGPPLSARALGMLHLAIHDAYFSICPPTDFTTFLSPDTENAAYRLPSPNGANDARQAVA
GAALKMLSSLYMKPVEQPNPNPGANISDNAYAQLGLVLDRSVLEAPGGVDRESAS-
FMFGEDVADVFFALLNDPRGASQEGYHPTPGRYKFDDEPTHPVVLIPVDPNNPNGPKM
PFRQYHAPFYGKTTKRFATQSEHFLADPPGLRSNADETAEYDDAVRVAIAMG-
GAQALNST-
KRSPWQTAQGLYWAYDGSNLIGTPPRFYNQIVRRIAVIYKKEEDLANSEVNNADFARLF
ALVDVACTDAGIFSWKEKWEFEFWRPLSGVRDDGRPDHGDPFWLTLGAPATNTNDIPE-
KPPF-
PAYPSGHATFGGAVFQMVRRYYNGRVGTWKDDEPDNIAIDMMISEELNGVNRDLRQPY
DPTAPIEDQPGIVRTRIVRHFDSAWELMFENAISRIFLGVHWRFDAAAARDILIPTTT-
KDVYAVDNNGATVFQNVEDIRYTTRGTREDPEGLFPIGGVPLGIEIADEIFNNGLKPTPP
EIQPMPQETPVQKPVGQQPVKGMWEEEQAPVVKEAPGS
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T7 promoter

pET21a_CPO_CF_N6xHisStrep

6327 bp

Abbildung A 4: Vektorkarte von pET21a(+)::CPO-Cf
Der Vektor wurde als synthetisches Gen erhalten. Die verbliebenen Restriktionsschnittstellen der zultiple cloning
site sind markiert. Stille Mutationen sind gesondert in der Vektorkarte aufgefiihrt.

Nukleotidsequenz von cpo-cf:

ATGCATCACCACCATCATCACTGGTCACATCCTCAGTT-
CGAGAAATCTGCGGCTAGCGAGCCTGGCTCCGGCATTGGCTACCCATACGACAACAA
CACCCTGCCTTATGTCGCCCCAGGTCCTACCGACTCTCGTGCTCCTTGCCCAGCTCT-
GAACGCTCTTGCCAACCACGGTTACATTCCTCACGATGGCCGTGCCATCAGCAGGGA
GACCCTCCAGAACGCTTTCCTCAACCACATGGGTATTGCCAACTCCGTCATTGAGCTT-
GCTCTGACCAACGCCTTCGTCGTCTGCGAGTACGTTACTGGCTCCGACTGTGGTGAC
AGCCTTGTCAACCTGACTCTGCTCGCCGAGCCCCACGCTTTCGAGCACGACCA-
CTCCTT-
CTCCCGCAAGGATTACAAGCAGGGTGTCGCCAACTCCAACGACTTCATCGACAACAG
GAACTTCGATGCCGAGACCTTCCAGACCTCTCTGGATGTCGTTGCAGGCAAGAC-
CCACTT-
CGACTATGCCGACATGAACGAGATCCGCCTTCAGCGCGAGTCCCTCTCCAACGAGCTT
GACTTCCCCGGTTGGTTCACCGAGTCCAAGCCAATCCAGAACGTCGAGTCTGGCTT-
CATCTT-
CGCCCTTGTCTCTGACTTCAACCTGCCCGACAACGATGAGAACCCTCTGGTTCGCATT
GACTGGTGGAAGTACTGGTTCACCAACGAGTCCTTCCCATACCACCTCGGCTGGCAC-
CCCCCGTCTCCAGCCAGGGAGATCGAGTTCGTCACCTCCGCCTCCTCCGCTGTCCTGG
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CTGCCTCTGTCACCTCTACTCCATCTTCCCTT-
CCATCCGGTGCCATCGGCCCAGGTGCCGAGGCTGTCCCTCTCTCCTTCGCCTCCACCA
TGACCCCATTCCTCCTCGCCACCAATGCTCCTTACTACGCCCAGGAC-
CCAACTCTCGGTCCTAATGACGGATCCTGA

Aminosiuresequenz von CPO-Cf
MHHHHHHWSHPQFEKSAASEPGSGIGYPYDNNTLPYVAPGPTDSRAPCPALNALAN-
HGYIPHDGRAISRETLONAFLNHMGIANSVIELALTNAFVVCEYVTGSDCGDSLVNLTLL
AEPHAFEHDHSFSRKDYKQGVANSNDFIDNRNFDAETFQTSLDVVAGKTHFDYAD-
MNEIRLQRESLSNELDFPGWFTESKPIQNVESGFIFALVSDFNLPDNDENPLVRIDWWKY
WEFTNESFPYHLGWHPPSPAREIEFVTSASSAVLAASVTSTPSSLPSGAIGPGAEAVPLS-
FASTMTPFLLATNAPYYAQDPTLGPNDGS

T7 promoter
Eagl - NotI

 gromorer 12 operato,
ot RBs

Vo

Ir

Eagl

Strep-15 g
4,
624

Y  Eco53kI
Y Sacl

pET21a_VPO_LP_N6xHisStrep
6876 bp

Abbildung A 5: Vektorkarte von pET21a(+)::VPO-Lp
Der Vektor wurde als synthetisches Gen erhalten. Die verbliebenen Restriktionsschnittstellen der multiple cloning
site sind markiert. Stille Mutationen sind gesondert in der Vektorkarte aufgefiihrt.

Nukleotidsequenz von vpo-Ip:

ATGCATCACCACCATCATCACTGGTCACATCCTCAGTT-
CGAGAAATCTGCGGCTAGCTGTCGTGTAATTCCCAGGATCGCATTCTGTACGGCAGC
GCTCGTGCTCATGCCCGCGCGGCCGCAGGCTCAGGCTCCCCCGTTCGACTTCTCA-
AGCGGCAACATCGGCATCGAGGTGATCATCCCCGCCGTGATTCCGGCGTTGTTCCAG
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ACGACGTCACCCAACGACGCGCCGATCATCCTGCGTCACACCACGCTCATCACCAAT-
GCGTGGTTCGACGCGATCGCCCCCTACCATCCCACCGCGAAGGGCGTCTACACGCGG
CTGGAGAATCGCCCGCCTGCCGAGGCCACCACCAGGAACAAGAACATCGCGAT-
GGCG-
TACGCGACATACCGCCTGCTCAACCGTCTCATGCCGCGGTTCGCGGCGGACTGGCGG
CAGATGCTCGTGTCGGTCGGCCTCGATCCAGACGATGCGAGCGTTGATGTGAG-
GACGCCGATCGGCATCGGGAACGTCGCCGGCAGCGCCGTGGCCGTGGCGCGCGAG
CGTGACGGCATGAACCAGCTCGGT-
GACGAGGGCGGGCGCGTCTACGATCTGCGGCCGTAT-
GCCGACTACACCGGCTACATGCCGGTCAACACGCCGTGGAAGCTGTCGAATCCTTCG
CGATGGCAGCCGCTCTTCACGACACCGGGCAACGGGACGTTTCTGGGTCAGCAGTT-
CGCCACGCCGCAATGGGGCGCGACCACGCCGTACTCCTACGGCAATCCGGCAGCGTT
CGGCACTCCCCCGCCCATCGACAGCAACCATCACCGGCGACAGGCCTAT-
GAGGCACAAGCCGACGAGGTCATGGACGCGCAGGCGACTCTCACCGATTACCAGAA
GATGGTCGCGGAGCTCTTCGACAACAAGATCACGGGCCTCGGTTT-
CGCGGCGCTCTTCA-
TCGCGCAGTCCCGCAACATGTCACTCGACGAGTTCGTGCACTACGACTTCCTCACGAA
CGTCGCCGCCTTCGACGGCGGGATCACTACGTGGAGGGACAAGTACCTG-
TACGACGCCGTGCGGCCCGTCACCGCCATTCGCTACCTGAATCGCGGACGGACGATC
ACCGGATGGGCGGGCCCTGGACGCGGCATCGTCAACGACCTT-
CCCGCCAACGAGTGGCGTT-
CGTACCTGAACACCGCGAACCACCCGGAGTATCCCTCGGGTTCCTCGTGCTTCTGCGC
AGCGCACGCCCAGGCGAGCCGGCGCTATCTCGGCTCCGATCAGTTTGGTTGGTCA-
GTCCCGAAGCCCGCCGGATCGTCGGTGATCGAGCCTGGCGTCACGCCGGCCGCCGA
CGTCGTGCTGGGGCCGTGGCAGACCTTCACCGAGTTCGAGGAGGAATGCGGTAT-
GAGTCGCCTCTGGGGCGGCGTGCATTTCAGGCCCGCGATCGAGGAGGCGCGGAACT
CGTGTCGGCAGGTGGGCGACAAGGCGTTCGAGTTCCTGCAGCG-
GAAGCTGGCCGGCCAGGGATCCTGA

Aminosduresequenz von VPO-Lp:
MHHHHHHWSHPQFEKSAASCRVIPRIAFCTAALVLMPARPQAQAPPFDFSSGNIGIEVII-
PA-
VIPALFQTTSPNDAPIILRHTTLITNAWFDAIAPYHPTAKGVYTRLENRPPAEATTRNKNIA
MAYATYRLLNRLMPRFAADWRQMLVSVGLDPDDASVDVRTPIGIGNVAGSAVAVARER-
D-
GMNQLGDEGGRVYDLRPYADYTGYMPVNTPWKLSNPSRWQPLFTTPGNGTFLGQQFA
TPQWGATTPYSYGNPAAFGTPPPIDSNHHRRQAYEAQADEVMDAQATLTDYQKMVA-
ELFDN-
KITGLGFAALFIAQSRNMSLDEFVHYDFLTNVAAFDGGITTWRDKYLYDAVRPVTAIRYL
NRGRTITGWAGPGRGIVNDLPANEWRSYLNTANHPEYPSGSSCFCAAHAQASRRYLGS-
DQFGWSVPKPAGSSVIEPGVTPAADVVLGPWQTFTEFEEECGMSRLWGGVHFRPAIEEA
RNSCRQVGDKAFEFLQRKLAGQGS
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Eco53kI Sacl

N\ Hind1Ix

pPICZalphaB:upo_Aa
4526 bp

Eco53kI
Sacl

BamHI

Sall

Sall

Abbildung A 6: Vektorkarte von pPICZ«B::UPO-Aa
Der Vektor wurde als synthetisches Gen erhalten. Die verbliebenen Restriktionsschnittstellen der zultiple cloning
site sind markiert. Stille Mutationen sind gesondert in der Vektorkarte aufgefiihrt.

Nukleotidsequenz von upo-aa:
ATGAGATTTCCTTCAATTTTTACTGCTGTTTTATTCGCAGCATCCTCCGCAT-
TAGCTGCTCCAGTCAACACTACAACAGAAGATGAAACGGCACAAATTCCGGCTGAAG
CTGTCATCGGTTACTCAGATTTAGAAGGGGATTTCGATGTTGCTGTTTTGCCATTTT-
CCAACAGCACAAATAACGGGTTATTGTTTATAAATACTACTATTGCCAGCATTGCTGC
TAAAGAAGAAGGGGTATCTCTCGAGAAAAGAGAGGCTGAAGCTGCAGGTCATAT-
GGCTAGCT-
TACCTCCTGGTCCTCTCGAGAATAGCTCTGCAAAGTTGGTGAACGACGAGGCTCACC
CATGGAAGCCGCTTCGACCTGGCGATATTCGTGGACCTTGCCCTGGTCTCA-
ATACTCTGGCATCTCACGGGTACCTCCCGAGAAATGGCGTTGCAACCCCGGTGCAAA
TAATAAACGCGGTTCAGGAAGGACTCAATTTCGACAATCAAGCCGCAGTCTT-
CGCCACATAT-
GCGGCCCACCTTGTGGACGGCAATCTCATTACGGACTTGCTGAGCATCGGACGCAAG
ACGCGGCTCACTGGGCCTGATCCACCACCCCCCGCTTCCGTTGGTGGACTCAAT-
GAGCAT-
GGCACCTTCGAAGGCGACGCCAGTATGACCCGAGGTGACGCATTCTTTGGCAACAAC
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Vektorkarten

CACGATTTCAATGAGACGCTCTTCGAACAGTTGGTTGACTACAGCAACCGATTTG-
GAGGAG-
GAAAATACAATCTTACCGTCGCGGGGGAGCTCCGTTTCAAGCGCATTCAAGACTCCA
TTGCGACCAACCCCAATTTCTCCTTTGTTGACTTTAGGTTCTTTACTGCTTA-
CGGCGAGAC-
CACCTTCCCCGCGAATCTTTTTGTGGATGGGCGCAGGGACGACGGCCAGCTAGATAT
GGATGCTGCACGGAGTTTTTTCCAATTCAGCCGTATGCCTGACGATTTCTT-
CCGCGCAC-
CCAGCCCGAGAAGTGGCACAGGAGTCGAGGTAGTTATACAGGCTCATCCTATGCAGC
CCGGAAGAAATGTCGGCAAGATCAACAGCTACACCGTCGACCCAACATCCTCT-
GACTTTT-
CCACCCCCTGCTTGATGTACGAGAAATTCGTCAACATAACGGTCAAGTCACTCTACCC
GAATCCGACGGTGCAGCTTCGCAAAGCCCTTAATACGAATCTCGATTTCTTCTT-
CCAGG-
GAGTCGCCGCTGGATGTACCCAGGTCTTCCCATACGGGCGAGATTGATCTAGAACAA
AAACTCATCTCAGAAGAGGATCTGAATAGCGCCGTCGACCATCATCATCATCATCA-
TTGA

Aminosiuresequenz von upo-aa:
MREFPSIFTAVLFAASSALAAPVNTTTEDETAQIPAEAVIGYSDLEGDFDVAVLPFSNSTNN-
GLLFINTTIASIAAKEEGVSLEKREAEAAGHMASLPPGPLENSSAKLVNDEAHPWKPLRP
GDIRGPCPGLNTLASHGYLPRNGVATPVQIINAVQEGLNFDNQAAVFATYAAHLVDGN-
LIT-
DLLSIGRKTRLTGPDPPPPASVGGLNEHGTFEGDASMTRGDAFFGNNHDFNETLFEQLV
DYSNRFGGGKYNLTVAGELRFKRIQDSIATNPNFSFVDFRFFTAYGETTFPANLEFVD-
GRRDDGQLDMDAARSFFQFSRMPDDFFRAPSPRSGTGVEVVIQAHPMQPGRNVGKINSY
TVDPTSSDFSTPCLMYEKFVNITVKSLYPNPTVQLRKALNTNLD-
FFFQGVAAGCTQVFPYGRD
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Anhang

Xhol
Eagl

77 terminator

exHis

BamHI

Eagl - NotI

sact_ [
Eco53kI ™

pET21a_VPO_An_C6xHis

HindIII 7041 bp

T7 promoter

Abbildung A 7: Vektorkarte von pET21a(+)::VPO-An
Der Vektor wurde als synthetisches Gen erhalten. Die verbliebenen Restriktionsschnittstellen der multiple cloning
site sind markiert. Stille Mutationen sind gesondert in der Vektorkarte aufgefiihrt.

Nukleotidsequenz von vpo-an:
ATGCAAACATGTAGTACTTCAGATGACGCTGATGACCCGACAC-
CGCCCAACGAGCGCGACGACGAAGCTTTCGCCAGCCGTGTTGCAGCGGCCAAAAGA
GAATTGGAGGGCACCGGTACCGTTTGTCAGATTAACAACGGTGAAACCGATTT-
GGCAGCGAAGTTTCATAAATCCTTACCGCACGATGACTTGGGTCAGGTTGATGCAGA
CGCTTTCGCGGCTTTGGAAGATTGCATTCTGAATGGT-
GATCTGTCGATCTGCGAAGACGTGCCGGTTGGTAATTCTGAAGGTGATCCGGTTGG
CCGCCTGGTTAACCCGACCGCTGCGTTCGCGATCGATATTTCCGGTCCGGCATTCA-
GCGCGACCACCATTCCGCCAGTGCCGACGCTGCCGAGCCCAGAGCTCGCCGCGCAAC
TGGCGGAGGTTTACTGGATGGCACTGGCGCGTGATGTACCATTTATGCAGTAT-
GGCACT-
GACGACATCACCGTCACGGCGGCCGCTAATCTGGCGGGCATGGAAGGTTTCCCGAAC
CTCGACGCGGTCTCCATCGGTTCCGATGGCACTGTGGATCCACTGAGCCAGCTGTTT-
CGTGCAACCTTCGTTGGTGTTGAGACGGGTCCGTTTATCTCCCAACTGCTTGTGAACA
GTTTTACCATCGACAGCATTACCGTGGAGCCGAAACAGGAGACCTTCGCTCCG-
GACGTCA-
ACTATATGGTGGACTTCGATGAGTGGCTGAACATCCAAAATGGCGGTCCGCCTGCGG
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Vektorkarten

GTCCGGAGTTGCTGGACGACGAGCTGCGTTTTGTGCGTAAT-
GCTCGCGATCTGGCTCGTGT-
TACCTTCACCGATAACATCAACACCGAAGCGTATCGTGGCGCGCTGATCCTGCTGGG
CCTGGACGCCTTCAATCGTGCTGGCGTTAATGGTCCGTTCATCGACATCGACCGTCA-
GGCAGGTTTCGTGAACTTTGGCATAAGCCACTACTTCCGCCTGATTGGTGCGGCGGA
ACTGGCCCAACGTAGCAGCTGGTACCAGAAATGGCAGGTCCATCGTTTT-
GCTCGCCCT-
GAAGCGCTGGGAGGCACCCTACACCTGACGATTAAGGGTGAGCTGAACGCCGATTT
TGACTTGTCGTTGCTGGAAAATGCTGAACTCCTTAAGCGCGTGGCAGCGATCA-
ACGCGGCT-
CAAAACCCGAATAACGAAGTGACCTATCTGCTGCCGCAGGCAATTCAAGAAGGTAGC
CCGACGCATCCGTCTTATCCGTCTGGTCATGCAACCCAGAACGGCGCGTTCGCCAC-
CGTACT-
GAAGGCGCTGATTGGCTTGGATCGCGGTGGCGACTGCTACCCGGACCCGGTGTACC
CGGATGACGACGGCTTAAAGCTGATCGATTTTAGAGGTTCATGTCTGACCTTT-
GAAGGGGA-
GATTAATAAACTGGCGGTGAACGTGGCTTTCGGCCGTCAAATGCTGGGTATCCACTA
CCGGTTCGACGGCATTCAAGGTTTGTTGCTCGGCGAGACGATCACCGTTAG-
AACACTGCAC-
CAGGAATTAATGACCTTCGCAGAGGAGAGCACCTTCGAATTTCGTCTGTTTACCGGC
GAGGTGATTAAACTGTTCCAAGATGGCACTTTTACGATTGACGGTTT-
TAAGTGCCCGGGTCTGGTTTACACCGGTGTCGAGAACTGCGTTAGCCTCGAGCACCA
CCACCACCACCACTGA

Aminosiuresequenz von VPO-Amn:
MQTCSTSDDADDPTPPNERDDEAFASRVAAAKRELEGTGTVCQINNGETD-
LAAKFHKSLPHDDLGQVDADAFAALEDCILNGDLSICEDVPVGNSEGDPVGRLVNPTAA
FAIDISGPAFSATTIPPVPTLPSPELAAQLAEVYWMALARDVPFMQYGTDDITVTAAAN-
LAG-
MEGFPNLDAVSIGSDGTVDPLSQLFRATFVGVETGPFISQLLVNSFTIDSITVEPKQETFAP
DVNYMVDFDEWLNIQNGGPPAGPELLDDELRFVRNARDLARVTFTDNINTEAYRGALI-
LL-
GLDAFNRAGVNGPFIDIDRQAGFVNFGISHYFRLIGAAELAQRSSWYQKWQVHRFARPE
ALGGTLHLTIKGELNADFDLSLLENAELLKRVAAINAAQNPNNEVTYLLPQAIQEGSPT-
HPSYPSGHATQNGAFATVLKALIGLDRGGDCYPDPVYPDDDGLKLIDFRGSCLTFEGEI
NKLAVNVAFGROQMLGIHYRFDGIQGLLLGETITVRTLHQELMTFAEESTFEFRLFTGE-
VIKLFQDGTFTIDGFKCPGLVYTGVENCVSLEHHHHHH
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Anhang

| 0
17 terminator

D.QD,_O .
'?70(
exHis

pET21a_VPO_Fc_C6xHis
7143 bp

T7 promoter

Abbildung A 8: Vektorkarte von pET21a(+)::VPO-Fc
Der Vektor wurde als synthetisches Gen erhalten. Die verbliebenen Restriktionsschnittstellen der multiple cloning
site sind markiert. Stille Mutationen sind gesondert in der Vektorkarte aufgefiihrt.

Nukleotidsequenz von vpo-fc:
ATGGCTAGAGTAAGGATAGCGACAGCACTAGCTGTTGTTCTGGCGGCGCCAAAC-
CTGGCTTT-
CGACGAGGTTACGGCCTCCGGCGTGTTTCCGGAAGAGCACAAGCACGCTGTGGAAG
GACGTCATCTGCAGACCTGCACCAACAGCGATGACGCGCTGGAC-
CCGACTGCTCCGAAC-
CGTCGTGATAATGAAGCCTTCGCGTCCCGCCGCGATGCAGCCCGCAGAGAACGTGAC
GGCACCGGCACCGTCTGTCAGATTACCAACGGTGAAACCGATCTGGCGACCATGTTT-
CA-
CAAAAGCCTGCCGCATGATGAATTAGGTCAGGTGGCCGCGGATGATTTCGCAATTCT
GGAAGATTGTATTTTGAACGGGGATTTCTCGATCTGCGAAGGCGTCCCAGCGGGT-
GAC-
CCGGCGGGCCGTCTGGTCAACCCGACCGCAGCGTTTGCGATCGATATTTCTGGTCCT
GCGTTCAGCGCGACTACGATCCCGCCGGTTCCGACCCTGTCCAGCCCG-
GAGCTGGCCGCCCAACTGGCTGAGCTTTATTGGATGGCGCTGGCGCGTGATGTTCC
GTTTATGCAGTATGGTACGAACGAGATCACCACCACGGCTGCTGCTAATT-
TAGCGGGCAT-
GGGTGGTTTTCCGAATCTGGACGCTGTTAGCATTGGCAGCGACGGTACAGTTGATCC
GGTGTCGCAACTGTTCCGCGCGACCTTTGTTGGCATCGAAACGGGTCCGTTCGTTT-
CCCAACTCCTAGTTAATTCATTTACCATTGACGCGATTACCGTGGAGCCGCGTCAAGA

222



Vektorkarten

GACATTTGCTCCGGATTTGAATTATATGGTTGATTTCGACGAGTGGCTGAATATTCA-
AAACGGTGGTCCGCCAGCAGGCCCGGAAGAGCTGGACGAAGAATTACGTTTCATTC
GTAATGTGCGCGACCTGGCGCGCGTTAGCTTCGTGGACAACATCAACAC-
CGAGGCATACAGAGGTGCGCTCATCTTGCTGGAGTTGGGTGCATTCTCTCGTCCTGG
TATTAACGGCCCGTTTATCGACAGCGATCGTCAGGCAGGCTTCGTGAACTTTGGTAC-
CA-
GCCATTACTTTCGTCTGATCGGTGCGGCGGAATTGGCCCAACGTGCAAGCTGGTATC
AGAAATGGCAGGTGCATCGTTTTGCGCGTCCGGAAGCACTCGGCGGTAC-
CCTGCACAACAC-
CATTACGGGTGATTTGGACGCCGATTTCGACATCAGCCTGCTGGAGAATGATGAGTT
GCTTAAGCGCGTGGCGGAGATTAATGCCGCGCAAAACCCGAATGGCGAGGTTACG-
TAC-
CTGCTGCCGCAAGCGAGCCGCGTAGGTTCCCCGACCCATCCGAGCTACCCGTCCGGC
CACGCAACCCAGAACGGCGCCTTCGCGACGGTCCTGAAGGCACTTATCGGCCTG-
GAC-
CGCGGTGGTGAGTGCTTTCCGAACCCAGTTTTTCCGTCTGACGACGGCCTGGAACTG
GTGGACTTCGAGGGCGCCTGCCTGACCTACGAAGGTGAAATCAACAAATTGGCGGT-
CA-
ACGTGGCCTTCGGTCGTCAGATGCTGGGCATCCACTACCGCTTCGACGGTATTCAAG
GTCTGCTTCTCGGTGAAACCATCACCGTTCGGACTCTGCACCAGGAGCTGATGAC-
CTTCGCG-
GAAGAGGCGACCTTTGAATTTCGTCTGTTCACTGGTGAAGTGATCGAGTTGTTTCAG
GATGGTACATTCAGTATTGATGGATCTATCTGCCCGGGTGAGGTGTATAC-
CGGCGTGCGTCTCGAGCACCACCACCACCACCACTGA

Aminosiuresequenz von VPO-fc:
MARVRIATALAVVLAAPNLAFDEVTASGVFPEEHKHAVEGRHLQTCTNSDDALD-
PTAPNRRD-
NEAFASRRDAARRERDGTGTVCQITNGETDLATMFHKSLPHDELGQVAADDFAILEDCI
LNGDFSICEGVPAGDPAGRLVNPTAAFAIDISGPAFSATTIPPVPTLSSPELAAQLAELY-
WMALARDVPFMQYGTNEITTTAAANLAGMGGEFPNLDAVSIGSDGTVDPVSQLFRATEFV
GIETGPFVSQLLVNSFTIDAITVEPRQETFAPDLNYMVDFDEWLNIQNG-
GPPAGPEELDEEL-
RFIRNVRDLARVSFVDNINTEAYRGALILLELGAFSRPGINGPFIDSDRQAGFVNFGTSHY
FRLIGAAELAQRASWYQKWQVHRFARPEALGGTLHNTITGDLDADFDISLLENDELLKR-
VAEINAAQNPNGEVTYLLPQASRVGSPTHPSYPSGHATQNGAFATVLKALIGLDRGGEC
FPNPVFPSDDGLELVDFEGACLTYEGEINKLAVNVAFGRQMLGIHYRFDGIQGLLLGE-
TIT-
VRTLHQELMTFAEEATFEFRLFTGEVIELFQDGTEFSIDGSICPGEVYTGVRLEHHHHHH
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Anhang

Xhol
Eagl

77 terminator

6xHis

PET21a_VPO_Sf_C6xHis
7020 bp

T7 promater

Abbildung A 9: Vektorkarte von pET21a(+)::VPO-Sf
Der Vektor wurde als synthetisches Gen erhalten. Die verbliebenen Restriktionsschnittstellen der zuitiple cloning
site sind markiert. Stille Mutationen sind gesondert in der Vektorkarte aufgefiihrt.

Nukleotidsequenz von vpo-sf:
ATGTCTAGCTGTAGTAATTCAGATGACGCTCTAGACCCGACCCGTCCGTCTCGTCGT-
GAT-
GATGTTGTTTTCCACGCACGTATCGACGCCGCGGAACGTGAAAAAAGCGGCACCGGC
CTGGTGTGCCAAATTAACAACGGTGATACCAATCGCGCAATCAAGTTCCACAAAAC-
CTTAC-
CGCATGATGAGCTGGGTCAGGTAGACGAGGATGCTTTTACCGCTCTGGAAGAGTGC
ATTGCATTTGGCGACTTCGATGTGTGCGAAGACGTGCCGGCAGGCGACACTGCGAC-
CTTCAC-
CAACCCGATTGGCGCGTTCGCCGTGGACATGGCGGGTCCAGCTTCCAACGCCTTGGC
GATCCCCCCTGCCCCGACCCTGGACAGCGCAGAATTGGCTGCCCAACTCGCG-
GAGGTTTA-
CTGGATGGCGCTGGCGCGCGACGTCCCGTTTAGCCAATATGGCACCAACGAGATTAC
CACGACCGCCGCGGCTAATCTGGCGGGTATGGAAGGTCATTCCGAGATGTTT-
GGTGT-
TAGCATGAATGGCGACGGTAGCGTTGATCCGCTGTCCCAACTGTTCCGCGCTAATTT
TACGGGTGTTGAAACCGGTCCGATGATTAGCCAGCTGCTGGTGAACGAATTTACCTT-
CGACAGCATCACCATTACCCCGATGCACACCGTCTTTGCTCCAGGTGTGAATTATCTG
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Vektorkarten

ACCGAGTACGATGAATGGCTGCGCATCCAGAACGGCGGTGCGACGGAAGGGACT-
GAGGAT-
GTTGATTCCAGCACCCGTTTTATCCGCAATGCAAGAGACCTGGCGACCCTCGTGGCG
CGTGGTACGATCTACAGCGAAGCGTTTAGAGGCGCGCTGGTTCTGATG-
GAACAGGGTGCTAT-
CAGCAAGTCGGGCTTCAACGGTCCGTATGCAGAGAGCACCCGTCAGAACGGCTTTGT
GACCTACGGCGTGTCGAACCTGATGCGTTTGTTGGGTGCGGCCGAGCT-
TAGCCAACG-
TAGCTGTTGGTATCAGAAGTGGCAGGTGCATAATTTCGTTCGTCCGGAAGCGCTGG
GCGGTACGGTGCACAACACCCTGCTGGGCCTGTTGAAT-
GAGCCGATCCATCCGTCCCTGCTG-
GAAAACAGCGAGCTGCTCGACTTAGTTGCGGCGTCTAACGCAGCGCAGAACTTCGAT
GGTTCAGAGACTTACCTGCTGTCTCAAGCGTACATGGCGGGTAGCCCGCGTAAC-
CCGAGTTA-
CCCGGCTGGCCAAGCGGTTCACAACGGCGCGTTCGCCGCGGTCCTTAAGGCGTTCGT
TGGTTTGGACCGTGGTGAGTTATGCTTTGAAAATCCAGTGTACCCGTCCGACAAT-
GGCCTG-
GAGTTGTTAGATTATACCGGTGATTGTCTGACGTTTGAAGGCGAGATCAACAAACTG
GCAACCAACGTCGCTATCGGCCGCCAGATGTCTGGTGTGCACTATCATTTT-
GACTCGAC-
CGAGGGCCTAGTCTTCGGTGAGATTATCGGTATTCGCTTATTGCACCAAGAACTCAT
GAGCTACCCGGAAGAAAACACCTTCAAATTTCGTCTGTTCACGGGCGAGACAATT-
GAGTT-
GTTTTATGATGGTACTTTCGCAATTGATGGTGAGATGTGCTCTGGTGAGGTCTACGA
AGGGGTGGCTGCCTGTCTCGAGCACCACCACCACCACCACTGA

Aminosduresequenz von VPO-S£
MSSCSNSDDALDPTRPSRRDDVVFHARIDAAEREKSGTGLVCQINNGDTNRAIKFHKT-
LPHDELGQVDEDAFTALEECIAFGDFDVCEDVPAGDTATFTNPIGAFAVDMAGPASNAL
AIPPAPTLDSAELAAQLAEVYWMALARDVPFSQYGTNEITTTAAANLAGMEG-
HSEMFGVSMNGDGSVDPLSQLFRANFTGVETGPMISQLLVNEFTFDSITITPMHTVFAPG
VNYLTEYDEWLRIQNGGATEGTEDVDSSTRFIRNARDLATLVARGTIYSEAFRGAL-
VLMEQGAISKSGFNGPYAESTRQNGFVTYGVSNLMRLLGAAELSQRSCWYQKWQVHNF
VRPEALGGTVHNTLLGLLNEPIHPSLLENSELLDLVAAS-
NAAQNFDGSETYLLSQAYMAGSPRNPSYPAGQAVHNGAFAAVLKAFVGLDRGELCFEN
PVYPSDNGLELLDYTGDCLTFEGEINKLATNVAIGRQMSGVHYHFDSTEGLVFGEI-
IGIRLL-
HQELMSYPEENTFKFRLFTGETIELFYDGTFAIDGEMCSGEVYEGVAACLEHHHHHH
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Anhang

XhoI

exHis

pET21a_VPO_Rr_C6xHis
7221 bp

RBS
T7 promoter

Abbildung A 10: Vektorkarte von pET21a(+)::VPO-Rr
Der Vektor wurde als synthetisches Gen erhalten. Die verbliebenen Restriktionsschnittstellen der multiple cloning
site sind markiert. Stille Mutationen sind gesondert in der Vektorkarte aufgefiihrt.

Nukleotidsequenz von vpo-rr:
ATGCCCATGCTACCAAAAGTAGAAGAAGAGGCTGGTTTGAATGCGTAC-
CCGGTCCTGTACTG-
GAATCATGTCGCCTTGGAGATGAATCGTATCACCCACAGCCTGGGCGGTCCGCAGAC
CGGGCCAACGATGAGCAGCCGCGCACTGGGTTTGCTGCATCTGGCCATGCACGAT-
GCG-
TACTTCATCGCCTTGGGCCACAACCAAACCTCAAATCCGCCGACCTATCTGGCTACGA
CCGATGTTACCTCCGTGCTGGATCGTACAAGCAAGAACTACACCGGTCACCGT-
GACGGCCCGTCGAACCCGGTTGTACCGGGTAATCTGGCAAACGCCAACCTAGCGTTG
ACCGGTGCGGCTGTCACTATCCTAGATCTGTTGTACGGTCGTCAGTCCCCGAACAT-
CA-
GCGTGGTGGCCAGCGATACCCTGCGAAGCGCGCTGCGCCGGATGATTGGAGACCAC
GGCCCGTATATTGACACCTTACATCCGGCGCATGGCCTAGGTGTGAC-
CGTGGCGCGTGCGGTTTITTGATCTGTTGGGCGTGAAGCCGGATGAGCCGGGCGCCG
ACCAAGGTAGATATGAACCGCGCCAGGGTCGTTACTGCTTTCGTGACGAGCCGGT-
TA-
CTCCGGTGCGCCCAGCGCCGATAGACCCGAATGATCCGTCAAGAGGCACCACTGCGG

226



Vektorkarten

CCCGCATCTATCATGGTCCCTTCTATGGCTCCACGGTGAAGCGCTTT-
GCCGTGCACGATGAT-
GCGGGCCACCGTCTTGAGAAGTGGCCTGAGCCAGCCGCACCGGGTGCGCCAGGCGA
GTATCAGAATGCCCTGCAAGAAGTTGTTCAC-
CTCGGTGGCGCTCCGGGCCTGCCGAAAAC-
CCATCGTGACCCGGACCAGACCGTTGCGGCGTACTATTGGGCATACGATGGTGCTAA
CCTGATCGGCACTCCGCCACGTCTGTACAATCAAATTATCCGTACCATTGCGTG-
GAGCAAGAAACTGCCGGACGGCGATGAGCTGGCACGTACCTCCGACTTCGTGCGCCT
GTTTGCACTTGCGAACACGGCAATGGCAGACGCTGGTAAATACGCGTGGCTG-
GAAAAATA-
TCGTTTCGAGCTCTGGCGTCCGCTGAGCGGTATTCGTGAACACGATCCGTCCACCGG
CCCAGATGCCGTAGCAGGCACCGGCCCCGAGCCGATCGCCGAACCGCACCT-
GAGCGCAGAAGGTGCCGATCCGTTCTGGTACGCGCTGGGGGCGCCGGAAACCAACA
CCGATAAGGTGTCTTTTAAACCACCGTTCCCGGCCTACCCGTCTGGCCACGCTACCTT-
T-
GGTGCGGCTGCGTTTCAGATGGTTCGCTTATACTATAGGCAGCGTGCTGGTTCGCTG
CCTTCGGACCCGGCGGACTGGCAGGCACCGGACGACATTACCTTCACCTTCGT-
GAGCGAAGAACTGAACGGTATCTCCCGTGACTTGCGTCAGCCGTACGACCCGAGCAA
GCCGATTGAAGATCAACAAGGTGTTGTCCGCACCCGTGTTCGCCGTCGCTTCGTCA-
GCCTGTGGAACGCGATTTTCGAGAACGCGTTATCTCGCATCTATTTGGGCGTTCATT
GGCGCTTCGACGCCGCTGACTATGGTGACATGACGAACGGCTCCGGTGGT-
TATAAATCCCCGTCTGATATGCGTTTTAGCCACGTGTGGACTGGTCCGCGTGGTCCG
CAAGCGAAATACCCGACTGGTGGCATTCCGCTGGGGTTAGGTATCGCGAACGATA-
TTTTTCA-
TAACGGTATGAAAAGCCCGCATGGTGAAATGACCGCGGACCGCATCGCGACGTCTA
GCAGCGCGGCAGGTTCTGCTAAGATGACCAATACGAACATCCGTCTCGAGCACCAC-
CACCACCACCACTGA

Aminosduresequenz von VPO-Rr:
MPMLPKVEEEAGLNAYPVLYWNHVALEMNRITHSLGGPQTGPTMSSRALGLLHLAMH-
DAYFI-
ALGHNQTSNPPTYLATTDVTSVLDRTSKNYTGHRDGPSNPVVPGNLANANLALTGAAV
TILDLLYGRQSPNISVVASDTLRSALRRMIGDHGPYIDTLHPAHGLGVTVARAVFEFDLL-
GVKPDEPGADQGRYEPRQGRYCFRDEPVTPVRPAPIDPNDPSRGTTAARIYHGPFYGSTV
KRFAVHDDAGHRLEKWPEPAAPGAPGEYQNALQEVVHLGGAPGLPKTHRD-
PDQTVAAYYWAYDGANLIGTPPRLYNQIIRTIAWSKKLPDGDELARTSDFVRLFALANTA
MADAGKYAWLEKYRFELWRPLSGIREHDPSTGPDAVAGTGPEPIAEPHLSAEGADPE-
WYALGAPETNTDKVSFKPPFPAYPSGHATFGAAAFQMVRLYYRQRAGSLPSDPADWQAP
DDITFTFVSEELNGISRDLRQPYDPSKPIEDQQGVVRTRVRRRFVSLWNAIFEN-
ALSRIYLGVHWRFDAADYGDMTNGSGGYKSPSDMRFSHVWTGPRGPQAKYPTGGIPLG
LGIANDIFHNGMKSPHGEMTADRIATSSSAAGSAKMTNTNIRLEHHHHHH
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Anhang

6.2 Bioinformatische Suche nach neuen Haloperoxidasen

1o 20 20 0 50 60 70 0 20 100 110 120
NapH1/1-627 L T MTTSGHTSFSDYSPRRR- - - - SMLL- - <<~~~ ... G6LGGAAALSAAGF TOMASASPRGSAGSKAAAIEFDLDKDNY I - KWAGE ag
V-8PO_Aschod/ 1-557 1QTC5TSDDADDFTPPNERDDEAFASRVAAAKRELEGTGTVCQ INNGETDLAAKFHKSLPHDDLGAVDADAFAALEDCILNGDLS | CEDVPWGNSEGDPVGRLVHPTAAFAIDISGRAFS - - - - -
CPO15136.1:2298122-2289570/ 1482 1 - - = -~ = - s s S MCRVIPR- - - oo co-ooos oo JAFCTAALVLM-PARP- - -

Conservation

Quality
Consensus
QTCSTSDDADDPTPRNERDDEAFASRVAAAK+ +++G++++C4++PR++DLAAKFHKS+++DDLGOVDADAFAALED++L+G++A+CHA++WON++A+P+G+rt++AAA++FD+S+eN++ | +4t+P
130 140 150 180 170 180 180 200 210 220 230 240
NapH1/1-627 70 THENAGESFTLAILGPUDYTVF LW I NRVVWLAAFDALAPYHETAVGVYSQ | PREFSSESATNRNLN | AALHAGHGVIKR VL POOVDELRELMTALGLDPSDET -« - - ENLSSPVG |G NVAAKNAF 120
V-BRO_AscNod/1-567 120 - - -ATTIPPWPTLPSPELA- - - AQLAEVYWMALARD - VPFRG - - - - - - - - oo oo oo oo ... ... ... ... ......YG.-TDDITVTAAANLAGMEGFFNLDAVSIG 183
CPO15136,1,2298122.-229957(0/1-482 44 A- - - -VIPALFQTTSPNDAP | ILRHTTLITNAWFDA|APYHPTAKGVYTRLENRPPAEAT - TRHKN | AMAYATYRLLNRLMPRFAADWRQMLVSVGLDPDDAS- - - - VDVRTPIG [GHNVAGSAVA 150

Conservation

Quality
Consensus
ADE+++ |PPt+t++SP+DAR++ Lttt Vrliie At FDA+APYH TA+GVY+ 4t 4+ RP++ E++ THRH+N A+t Attt tatReePrtstsrRetttr+GLOPDDFTUTAACNL++P+0 |GNVAA+H++
260 270 280 200 200 210 320 230 240 250 260 a7
NapH1/1-627 161 NALKND - - -+ - - GMNF LOYE - GRKYNPRPWADY - - - - TGYEPVNTAF K-+ - - - VNNPSRWOPOLAGAHNARRAGGGPODLG I YVTAHFVTPATARTKAHIFROPSRF -« - - RIPRPEFSDHTNTR 204
V-BRO_AscNod/1-567 184 SDGTVDPLSALFRATFVGVETGPF | SOLLVNSFTIDSI TVEPKQETFAPDVNYMYDFDEWLNI - - - - - - - QN-GGFPAG-----------------PELLDDELRFVRNARDLARVTFTDNINTE 283
CPO15136,1,2298122-229957(/1-482 160 VARERD - - - - - - GMNQLGDEGGRVYDLRPYADY - - - - TG YMPUNTPWK - - - - - LSNPSRWQPLFTTPG------ .- - -NGTFLGAQOFATPAWGATTPYSYGNPAAF - - - . -GTPPF I DSNHHRRQ 264

Conservation

Quality
Consensus
4+ A+ ++DPLSOLFGMNF LG+ E+GR+ Y ++RF+ADYT I DSTOYERVNT+FKPDWNY++NPSRWAP++++++AR++GOGP+++GH+++Q+rF+ TPO+++ T+P++++DP+RFWRNAR++PRP+FSDH+ NT+
280 200 400 410 420 430 40 470 1&0 400
NapH1/1-627 208 AYKREVDE | | DASANLNDERKALAE [MENKLWG 1GHSS IV | ANKYDGNNEMGY - - HOWE HWMLANVLATF EP L | AATIMHIETRFDAV-FJPVT- - Al- - - - RHUYGNRK | 303
V-BRO_AscNod/1-567 BEAVREALI - - - - - oo LLGLDAFNRAGWNGPF IDI----DROAGFVNFGISHYFRL IGAAEL-AQRSS[IvalfwovHRFARIPEALGGTLHLT IKGELNADFDLSLLENAELLKRVAA I 388
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6.3 NMR-Spektren
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Abbildung A 12: TH-NMR-Spektrum von MeDAC 49
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Abbildung A 16: 1H-NMR-Spektrum von 4BrThymol 57
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Abbildung A 18: TH-NMR-Spektrum von Thymol (56)
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6.4 GC-MS-Spektren
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Abbildung A 20: GC-MS-Spektrum der Umsetzung von Thymol (56) in Abwesenheit von CTAB als
Negativkontrolle bei pH 5
Das Massenspektrum zeigt die Massen des Signals bei 5.32 min.
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Abbildung A 21: GC-MS-Spektrum der Umsetzung von Thymol (56) in Abwesenheit von CTAB als

Negativkontrolle bei pH 6
Das Massenspektrum zeigt die Massen des Signals bei 5.32 min.
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Abbildung A 22: GC-MS-Spektrum der Umsetzung von Thymol (56) durch V¢ PO-Ciin Anwesenheit
von Tantalat

Das Massenspektrum zeigt die Massen des Signals bei 11.2 min.
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Abbildung A 23: GC-MS-Spektrum der Umsetzung von Thymol durch Vo PO-C7 in Anwesenheit von
Niobat

Das Massenspektrum zeigt die Massen des Signals bei 11.2 min.
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Anhang

6.5 Eigenanteil an Publikationen

A. V. Fejzagic, J. Gebauer, N. Huwa, T. Classen, Molecules 2019, 24; 'Halogenating Enzymes for Active
Agent Synthesis: First Steps Are Done and Many Have to Follow'

Die oben genannte Publikation enthilt die folgenden Figenanteile: Konzeptionalisierung, Literatur-
recherche, Illlustration und Schreiben der Abschnitte ,,Eigenschaften von Halogenen® und ,,Halope-

roxidasen®

A. V. Fejzagic, S. Myllek, F. Hogenkamp, J. Greb, J. Pietruszka, T. Classen, ChemistryOpen 2020, 9,
959-966; 'A Fluorescence-Based Assay System for the Determination of Haloperoxidase-Activity Us-
ing a Two-Dimensional Calibration Ap-proach'

Die oben genannte Publikation enthilt die folgenden Eigenanteile: Konzeptionalisierung, Synthese &
Charakterisierung von MeDAC 49 und BrMedAC 50, Isolation und kinetische Charakterisierung von
VaPO-Cj, Illustration und Schreiben des Artikels

N. Porta, A. V. Fejzagi¢, K. Dumschott, B. Paschold, B. Usadel, |. Pietruszka, T. Classen, H. Gohlke,
Catalysts 2022, 12, 1195; 'Identification and Characterization of the Haloperoxidase VPO-RR from
Rhodoplanes rosens by Genome Mining and Structure-Based Catalytic Site Mapping'.

Die oben genannte Publikation enthilt die folgenden Eigenanteile: bioinformatische Identifizierung
von VPO-Lp als putative HPO, Expressionsstudien zu neuen Haloperoxidasen, Isolation und kineti-
sche Charakterisierung von VPO-Rr, biochemische Charakterisierung von VPO-Ry, Illustration und
Schreiben der Abschnitte zur biochemischen Charakterisierung der neuen Haloperoxidasen
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