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Zusammenfassung 
 

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit der Untersuchung der Promiskuität zweier 

Enzyme aus unterschiedlichen Proteinklassen, die allerdings auf eine gemeinsame, 

in der Biochemie sehr häufige Reaktion, die Säure-(Base)-Reaktion, zurückgreifen. 

Beide Enzyme verwenden die Asparaginsäure als katalytisch aktive Aminosäure, 

wobei Haloalkan Dehalogenasen aus der / -Hydrolase-Familie, die deprotonierte 

Form der Asparaginsäure als nukleophiles Aspartat verwenden, wohingegen die 

Squalen-Hopen-Zyklasen die protonierte Asparaginsäure als Brønsted-Säure nutzen. 

Das Substratspektrum der Dehalogenase LinB aus Sphingobium japonicum, das sonst 

nur halogenierte Alkane umfasst, sollte um alternative Substrate erweitert werden. 

Es konnte erfolgreich demonstriert werden, dass LinB eine eindeutige Hydrolyseak-

tivität gegenüber organischen Thiocyanaten und Isothiocyanaten aufweist, was auf 

erstmals beschriebene promiskuitive Eigenschaften der LinB schließen lässt. Es 

konnte gezeigt werden, dass Substrate von unterschiedlicher Größe toleriert wer-

den, um dabei Alkohole und Amine zu generieren. Mittels rationalem Design konn-

ten Varianten erzeugt werden, die eine deutliche Verbesserung gegenüber der Bil-

dung von Benzylamin demonstrierten. Zur Untersuchung der Art der Promiskuität, 

wurden sogenannte knockout-Mutanten der katalytischen Triade der LinB erstellt 

und für Studien bezüglich des Katalysemechanismus herangezogen. In der Tat 

konnte über die einfache Substratpromiskuität hinaus, katalytische Promiskuität der 

LinB in Bezug auf die organischen Isothiocyanate gezeigt werden. Anhand der 

Squalen-Hopen-Zyklase aus Alicyclobacillus acidocaldarius (AacSHC) wurden Unter-

suchungen bezüglich intermolekular katalysierter Reaktionen vorgenommen. Diese 

Fähigkeit der Etherbildung ist zwar bei der nativen AacSHC anhand des Substrates 

Farnesol bekannt, allerdings nur in geringem Umfang. So konnte mittels Varianten 

aus einer fokussierten Mutantenbibliothek eine 10-fache Steigerung der Produktbil-

dung erzielt werden. Ferner konnten unter Verwendung nicht-natürlicher Substrate 

und unterschiedlicher Nukleophile neue, nicht-literaturbekannte intermolekular 

gebildete Produkte dargestellt werden. Durch die Wahl des Nukleophils und dessen 

Konzentration gelang es, Produktverhältnisse eindeutig zu Gunsten der intermole-

kular gebildeten Produkte zu verschieben.  
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Abstract   
 

The present study deals with the investigation of the promiscuity of two enzymes 

from different proteinfamilies, which however draw on a common reaction, the 

acid (-base)-reaction. Both enzymes use an aspartic acid as catalytically active amino 

acid: haloalkane dehalogenases from the / -hydrolase fold family use the deproto-

nated form for nucleophilic attack, whereas the squalene-hopene-cyclases use the 

protonated form as Brønsted-acid. The substrate scope of the dehalogenase LinB 

from Sphingobium japonicum, which includes only halogenated alkanes so far, 

should be expanded towards alternative substrates. In this work, it was successfully 

demonstrated, that LinB exhibits unambiguously hydrolysis-activity towards or-

ganic thiocyanates and isothiocyanates, which indicates the promiscuous character 

of LinB for the first time. Different sizes of substrates where tolerated for generating 

alcohols and amines. Through rational design, variants could be generated, which 

showed a significant improvement in formation of benzylamine. To study the type of 

promiscuity, so-called knockout mutants were created for studies concerning the 

reaction mechanism. In fact, LinB demonstrated not only substrate promiscuity but 

additional catalytic promiscuity. With the squalene-hopene-cyclase from 

Alicyclobacillus acidocaldarius (AacSHC), studies concerning intermolecular cata-

lyzed reactions were performed. AacSHC is known to form ethers through intermo-

lecular linkage, when farnesol is used as substrate, but only to a limited extent. In 

the present study, a 10-fold increase in product formation with variants of a focused 

AacSHC mutant library was achieved. Using non-natural substrates and an extended 

set of nucleophiles, new intermolecular formed products could be generated. Fur-

thermore, it was possible to shift the product distribution clearly in favor of inter-

molecular formed products only with the choice of the nucleophile and its concen-

tration. 
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1 Einleitung 

1.1 Enzympromiskuität  

Viele heute bekannte Enzyme entwickelten sich aus bereits seit langer Zeit vorhan-

denen Enzymen durch Genvervielfältigung. [1] Zahlreiche Studien belegen, dass En-

zyme einer Superfamilie sehr ähnliche katalytische Zentren und sogar ähnliche me-

chanistische Merkmale verwenden, um damit ähnliche chemische Reaktionen mit 

jeweils verschiedenen Substraten zu katalysieren. Die Enzyme mit / -Hydrolase-

Faltung stellen ein sehr gutes Beispiel dafür dar, wie Enzyme mit konservierten ka-

talytischen Merkmalen, im Fall der / -Hydrolasen die katalytische Triade, sehr 

viele unterschiedliche Substrate umsetzen können (Abbildung 1). 

 
Abbildung 1 Konserviertes katalytisches Merkmal (links katalytische Triade) der unterschiedlichen Enzyme 
und deren Substrate, die der / -Hydrolase Familie angehören. [2] 
  

/ -Hydrolasen besitzen ein konserviertes Histidin als Base, eine Säure (Aspartat 

oder Glutamat) und ein Nukleophil (Serin, Asparat oder Cystein), die die katalytische 

Triade bilden. Allerdings werden verschiedene Reaktionen katalysiert, wie zum Bei-

spiel die Lipase-katalysierte Hydrolyse von Estern, die Haloalkan Dehalogenase-ka-

talysierte Hydrolyse von halogenierten Alkanen [3] oder die Freisetzung von Blau-

säure aus Cyanohydrinen mittels Hydroxynitril Lyasen. [4] Weitere Beispiele von Su-

perfamilien, die die gleichen strukturellen Merkmale für die Katalyse verschiedener 

Reaktionen benutzen, sind in der Literatur durchaus bekannt (wie zum Beispiel die 

Enolase-Superfamilie). [5] Die Tatsache, dass Enzyme einer Superfamilie einen 

gemeinsamen Vorgänger aufweisen, jedoch unterschiedliche Substrate akzeptieren, 

deutet auf schon immer schlummernde promiskuitive Eigenschaften hin. Von Pro-
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miskuität wird dann gesprochen, wenn ein Enzym die Fähigkeit besitzt, alternative 

Reaktionen, außer der bereits bekannten, zu katalysieren. Die natürlich auftretende 

Promiskuität wird vor allem am Beispiel der rapiden Evolution der Atrazin-

Chlorhydrolase (AtzA) deutlich. [6] Dieses Enzym hydrolysiert die C-Cl Bindung von 

Atrazin, einem inzwischen nicht mehr verwendeten, jedoch in der Umwelt noch weit 

verbreiteten Herbizid (Schema 1). Diese Hydrolase unterscheidet sich in nur neun 

Aminosäuren von der Aminohydrolase Melamin-Hydrolase (TriA), welche die Hyd-

rolyse der C-N Bindung von Melamin, einer Vorstufe von verschiedenen Duroplas-

ten, katalysiert. Die hohe Sequenzidentität (98 %) der beiden Enzyme und die Ähn-

lichkeit der aktiven Tasche lassen darauf schließen, dass die später entdeckte 

Atrazin-Chlorhydrolase aus der Melamin-Hydrolase entstand. Durch Mutationen 

relevanter Aminosäuren konnte die Aktivität der AtzA bei TriA induziert werden. [7] 

 

 
Schema 1 Chlorohydrolase-Aktivität der AtzA und Aminohydrolase-Aktivtät der TriA. 
 
Weitere Beispiele von Enzymen, die unterschiedliche Reaktionen katalysieren, aber 

ausgehend von einem gemeinsamen Vorfahren evolviert wurden, wie die 

Phosphotriesterase, die nachweisbare Lactonase-Aktivität besitzt [8] oder die 

Hydroxylase LFAH12 die aus einer FAD2 Desaturase entstand, [9] [10] wurden in der 

Literatur beschrieben. Auch in diesen Fällen war es durchaus möglich, die Aktivitä-

ten der Enzyme durch gezielte Punktmutationen oder gerichtete Evolution ineinan-

der zu überführen. Arnold et al. gingen daher der Frage nach, ob man nun über den 

Punkt der natürlichen Promiskuität hinausgehen kann und Promiskuität induzierbar 

ist. [11] Die Evolution eines Enzyms und die einhergehende Promiskuität sollte, mit 

den nun seit einigen Jahren studierten Methoden zur Proteinevolution, in kürzerer 

Zeit möglich sein, als die natürliche Evolution. Durchaus beschäftigen sich viele Ar-
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beitsgruppen im Bereich der Biokatalyse mit Enzympromiskuität, die durch gerich-

tete Evolution oder rationales Proteindesign induziert wird. Viele der Studien stre-

ben die Verbesserung der promiskuitiven Eigenschaft an, wenn diese schon auf ge-

ringem Niveau vorhanden ist. Die erst kürzlich entdeckte Promiskuität der 

Cytochrom-P450 Monooxygenase aus Bacillus megaterium (P450BM3) ermöglichte 

die Ergänzung des schon umfassenden Reaktionsrepertoires dieser Monooxygenase, 

um weitere hoch interessante chemische Reaktionen. [12] [13] In den Studien wurde 

der natürliche Eisen-Häm-Komplex des P450BM3-Enzyms genutzt, um mittels 

proteinengineering die nicht-natürliche Cyclopropanierung von Styrol zu katalysie-

ren (Abbildung 2). Der Komplex ist in der Lage, Carbene sowie auch Nitrene zu 

aktivieren und auf Substrate zu transferieren. Durch das screening der P450BM3-

Mutantenbibliothek konnten Varianten identifiziert werden, die eine 50-fach gestei-

gerte Aktivität und verbesserte Enantioselektivitäten für die Cyclopropanierung von 

Styrol gegenüber dem Wildtyp aufwiesen. [14] Weitere Varianten katalysierten 

erfolgreich durch den Nitren-Transfer die Sulfimidierung von verschiedenen Thio-

ethern [15] und die intramolekulare C-H-Aminierung verschiedener Sulfonylazide. [16] 

Ohne die im Labor durchgeführte Evolution des P450BM3-Enzyms wären diese syn-

thetisch nutzvollen Aspekte wohl verborgen geblieben.  

 
Abbildung 2 P450BM3 katalysierte Oxyfunktionalisierung von Styrol und die nicht-natürliche 
Cyclopropanierung der P450BM3 Varianten. 
 
Ein weiteres interessantes Beispiel stellt die in der synthetischen Chemie relevante  
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C-C-Knüpfung der Halohydrin Dehalogenase HheC dar. Janssen et al. demonstrierten 

die Reversibilität der natürlichen Funktion dieses Enzyms und konnten indem  

C-X, C-N, C-S und C-C Bindungen aufgebaut wurden, die Vielfältigkeit der HheC unter 

Beweis stellen (Abbildung 3). [17] Durch eine spezielle Methode der gerichteten 

Evolution, die sogenannte ProSAR (protein sequence-activity relationships)-Methode, 

konnte eine 4000-fache Verbesserung der volumetrischen Produktivität erlangt 

werden. Durch diese Steigerung wurde es möglich, die HheC Variante, die sich in 35 

Aminosäuren vom Wildtyp unterscheidet, industriell für die Synthese einer Vorstufe 

von Atorvastatin, einem cholesterinspiegelsenkenden Medikament, anzuwenden. [18] 

 
Abbildung 3 HheC katalysierte Epoxidöffnung mit Halogenen und die nicht-natürliche Epoxidöffnung mit 
weiteren linearen Nukleophilen. 

 

Die neusten Arbeiten von Hammer et al. lieferten ein weiteres Beispiel für Enzym-

promiskuität. [19] Durch rationales Proteindesign der Squalen-Hopen-Zyklase aus 

Alicyclobacillus acidocaldarius konnte eine Reihe von verschiedenen neuen Zyklisie-

rungsreaktionen, unter anderem die Prins-Zyklisierung von (S)-Citronellal und die 

Zyklisierung von Geraniol demonstriert werden. Durch das screenen der erstellten 

Mutantenbibliothek gelang es, Punktmutanten zu identifizieren, die eine deutliche 

Verbesserung in der Umsetzung der verschiedenen Substrate zeigten. So wies F365C 

eine 38-fache Steigerung des Umsatzes von Geraniol im Gegensatz zum Wildtyp auf. 

Die hier aufgeführten Beispiele zeigen eindeutig, dass nicht nur auf die natürliche 
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Evolution von Enzymen zurückgegriffen werden kann, sondern dass Promiskuität 

durchaus induzierbar ist. Für Studien zur Spezifität und Promiskuität von Enzymen 

wird daher als Ausgangspunkt oft die existierende katalytische Maschinerie ver-

wendet, um verschiedene Funktionen des Enzyms hervorzubringen. Neue Funktio-

nen oder eine Erweiterung der Spezifität kommen dann durch die Konformations-

änderung der aktiven Tasche zustande. So kann auf den gleichbleibenden Mecha-

nismus für verschiedene Reaktionen zurückgegriffen werden. 
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1.2 Säure-Base Katalyse in der Chemie 

Die Säure-Base-Katalyse nimmt unter den homogenen Reaktionen in der Chemie 

einen großen Stellenwert ein. Durch sie wird im Allgemeinen die freie Energie eines 

Übergangszustandes verringert. Ein wesentliches Merkmal der Säurekatalyse ist der 

Transfer eines Protons auf das Substrat. Umgekehrt wird bei der Basenkatalyse ein 

Proton vom Substrat auf die Base übertragen. [20] Zwei Arten der Säure-Base-

Katalyse sind beschrieben. Die allgemeine Säure-Base-Katalyse liegt vor, wenn die 

Säure als Wasserstoffbrückendonor, bzw. die Base als Wasserstoffbrückenakzeptor 

agiert und somit der Übergangszustand während der Katalyse stabilisiert wird. Von 

spezifischer Säure-Base-Katalyse wird dann gesprochen, wenn die Säure als 

Protonendonor bzw. die Base als Protonenakzeptor fungiert und somit das Substrat 

bereits vor dem Übergangszustand protoniert bzw. deprotoniert wird. Diese beiden 

Arten sind jeweils stark abhängig von der Acidität des Katalysators und der Basizität 

des Substrates, und umgekehrt von der Basizität des Katalysators und der Acidität 

des Substrates. Allgemeine Brønsted-Säuren in der organischen Chemie sind relativ 

schwache Säuren mit eher hohen pKs-Werten (15–30), wie zum Beispiel Thio-

harnstoffderivate, Harnstoffderivate oder BINOLE (Abbildung 4). [21] Sie dienen mit 

Wasserstoffbrücken zur Aktivierung von Carbonyl- oder Iminfunktionen für 

Folgereaktionen. Thioharnstoffderivate wurden zum Beispiel erstmals für die 

Strecker-Synthese und des Weiteren für die Aktivierung von Iminen und , -unge-

sättigten Verbindungen eingesetzt. [22] Das H8-BINOL-Derivat wurde für die 

asymmetrische Morita-Baylis-Hillman-Reaktion verwendet. [23] 

 
Abbildung 4 Allgemeine Brønsted-Säure Katalysatoren. 
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Spezifische Brønsted-Säuren dagegen, sind starke Säuren mit relativ niedrigen 

pKs - Werten (-3–1) und daher in der Lage unreaktive Substrate umzusetzen. Die von 

BINOL-abgeleiteten Derivate (Abbildung 5), wie beispielsweise das Hydrogenphos-

phat und die Dicarbonsäure, wurden für indirekte Mannich-Reaktionen [24] [25] und 

das noch acidere N-Triflylphosphoramid für Diels-Alder-Reaktionen [26] eingesetzt. 

 

 
Abbildung 5 Spezifische Brønsted-Säure Katalysatoren. 
 

1.3 Enzymkatalysatoren auf Säure(-Base)-Katalyse Basis  

 

Die Abgrenzungen der allgemeinen Säure-Base-Katalyse und der spezifischen Säure-

Base-Katalyse sind auch in der Biokatalyse bekannt. Die in der Literatur meist be-

schriebene enzymkatalysierte Reaktion ist die Säure-(Base)-Katalyse. Viele enzyma-

tische Reaktionen beinhalten mindestens einen Protonen-Transfer als einen Schritt 

der Katalyse. In der Datenbank MACiE (mechanism, annotation and classification in 

enzymes) umfassen über 69 % der beinhaltenden enzymkatalysierten Reaktionen 

einen Protonen-Transfer. [27] Somit ist die Protonenübertragung der meist genutzte 

Reaktionstyp in der Biokatalyse. Bei der Übertragung eines Protons wird in vielen 

Fällen der Übergangszustand durch Wasserstoffbrücken stabilisiert. [28] Tritt inner-

halb eines Mechanismus die Säurekatalyse und die Basenkatalyse gleichzeitig auf, 

spricht man von einer Säure-Base-Katalyse. Enzyme haben daher oft basische oder 

saure Aminosäuren um das aktive Zentrum angeordnet, sodass sie eine konzertierte 

Säure-Base-Katalyse ausüben können. So besitzen die schon angesprochenen / -

Hydrolasen saure sowie auch basische Aminosäuren im aktiven Zentrum, die im 
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neutralen Bereich (pH≈7) Protonen leicht abgeben oder aufnehmen können. [29] Zu-

sätzlich dienen hier Aminosäuren aus dem Proteinrückgrat (oxyanion hole) zur Sta-

bilisierung des Übergangszustands. Bekannte Beispiele für biologische Säure-Base-

Katalysatoren werden im Folgenden erläutert. Eines dieser Beispiele ist die RNAse 

A, die die Transphosphorylierung oder die reverse Reaktion, die Hydrolyse mittels 

Säure-Base-Mechanismus, katalysiert. [30] Die HIV-Protease verwendet ein Aspartat 

als Base, das ein Wassermolekül für einen nukleophilen Angriff auf das Substrat ak-

tiviert und die zweite Asparaginsäure stabilisiert über das Proton den 

tetraedrischen Übergangszustand. [31] Die Serin-Protease beschleunigt unter 

Verwendung des Säure-Base-Mechanismus die Amid-Hydrolyse über die doppelte 

Wasserstoffbrücke aus dem Proteinrückgrat. [32] Unter Verwendung eines 

Zwei-Basen-Mechanismus katalysiert die Mandelsäure-Racemase die Racemisierung 

von (R)-Mandelsäure zu (S)-Mandelsäure und umgekehrt (Abbildung 6). [33] 
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Abbildung 6 Allgemeine Säure(-Base)-Katalyse in der Biokatalyse. a) Die RNase A katalysiert die 
Transphosphorylierung, die beiden gezeigten Histidine wirken hier als Säure-Base-Paar, His1 abstrahiert im 
ersten Schritt das Proton vom Sauerstoff der Hydroxylgruppe um den nukleophilen Angriff am Phosphor der 
Phosphorylgruppe zu ermöglichen. His2 agiert als Säure und gibt das Proton an die Abgangsgruppe der 
Pentose ab. [30] b) Bei der HIV-Protease agiert das Aspartat als Base und aktiviert somit das Wassermolekül 
für den nukleophilen Angriff auf die Carbonylgruppe des Amids. Der tetraedrische Übergangszustand wird 
dabei durch das Proton der zweiten Asparaginsäure stabilisiert. [31] c) Die Serin-Protease katalysiert unter 
Verwendung des oxyanion hole (wird aus zwei Aminosäuren des Protein-Rückgrats gebildet), der katalyti-
schen Base Histidin und des Nukleophils Serin die Hydrolyse von Amiden. [32] Die Mandelsäure-Racemase 
katalysiert die Racemisierung von (R)- zu (S)-Mandelsäure, indem das Histidin das -Proton des Substrates 
abstrahiert und das Lysin das entstandene Enolat zum Produkt protoniert.[33] 
 
In der Enzymkatalyse sind nur wenige Fälle von spezifischer Brønsted-Säure Kata-

lyse bekannt, da generell die Aminosäuren, eher pKs-Werte im neutralen Bereich 

besitzen. Eine Ausnahme stellen die Squalen-Hopen-Zyklasen dar. Diese agieren als 



1 Einleitung  
 

10 

direkte Brønsted-Säuren und übertragen ein Proton der katalytisch aktiven Aspara-

ginsäure auf das Substrat. [34] 

1.3.1 Haloalkan Dehalogenasen 

 

Haloalkan Dehalogenasen (E.C. 3.8.1.5) [35] gehören zur Klasse der / -Hydrolasen. 

Sie katalysieren die hydrolytische Dehalogenierung von halogenierten Substraten 

zum entsprechenden Alkohol und Halogenidion. Ein Wassermolekül dient dabei als 

einziges Co-Substrat. Es gibt keinerlei Erkenntnis darüber, dass Haloalkan Dehalo-

genasen Metallionen oder andere Cofaktoren benötigen. [36] Mitglieder dieser Fami-

lie sind in der Lage chlorierte, bromierte und iodierte Substrate umzusetzen. [37] 

Haloalkan Dehalogenasen spielen eine große Rolle in der Industrie, da sie vor allem 

zum Abbau von halogenierten Lösungsmitteln im Grundwasser eingesetzt wur-

den. [38] 

1.3.1.1 Substratspezifität 

 

Phylogenetische Analysen von Damborsky et al. [39] zeigten, dass die Haloalkan 

Dehalogenasen (HLD) aufgrund verschiedener Substratspezifitäten und der Position 

wichtiger Aminosäurereste in drei Unterfamilien eingeteilt werden können: HLD I, II 

und III. Die meisten Enzyme die biochemisch charakterisiert sind, entstammen der 

HLD II Unterfamilie. Bis heute wurden 17 verschiedene Dehalogenasen biochemisch 

charakterisiert (siehe Tabelle 1). 

 
Tabelle 1 Liste der experimentell charakterisierten HLDs. [39] 
Unterfamilie Protein Organismus Substrate Kat. Triade 
HLD I DhlA Xanthobacter 

autotrophicus 
Kurze (C2-C4), terminal 
halogenierte Alkane 
 

 
 
 
Asp-His-Asp 
Trp-Trp 

 DhmA Mycobacterium 
avium 

 
 

DmbB Mycobacterium 
tuberculosis 

 DppA Plesiocystis 
pacifica SIR-1[40] 

 DrmA Mycobacterium 
rhodesiae JS60 [41] 

  

HLD II LinB Sphingobium 
japonicum 

Längere (C3- Asp-His-Glu 
Asn-Trp 
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 DmbA Mycobacterium 
tuberculosis 

C8), -und -halogenierte 
Alkane 
 
 

 DmsA Mycobacterium 
smegmatis 

 DhaA Rhodoccocus sp. 

 DbjA Bradyrhizobium 
japonicum 

 DmlA Mesorhizobium 
loti 

 DatA Agrobacterium 
tumefaciens 

Asp-His-Glu 
Asn-Tyr [42] 

 DbeA Bradyrhizobium 
elkani [43] 

 
 

DmmA Mariner 
Mikroorganismus 
[44] 

  

HLD III DrbA Rhodopirellula 
baltica 

undefiniert Asp-His-Asp 
Asn-Trp 

 DmbC Mycobacterium 
tuberculosis 

 

 DmrB Mycobacterium 
rhodesiae JS60 [41] 

  

 

Die erste isolierte Haloalkan Dehalogenase DhlA aus Xanthobacter autotrophicus [45] 

ist mit eine der am besten charakterisierten Dehalogenase. Die Kristallstruktur 

wurde Anfang der neunziger Jahre aufgeklärt [46] [47] und ist für Modellberechnungen 

sehr beliebt. Weitere Dehalogenasen deren Kristallstruktur gelöst wurde:  

 

 LinB aus Sphingobium japonicum (Sphingomonas paucimobilis UT26) [48] 

 DmbA aus Mycobacterium tuberculosis H37Rv [49] 

 DhaA aus Rhodococcus sp.TDTM0003 [50] 

 DbjA aus Bradyrhizobium japonicum USDA110 [51]  

 DbeA aus Bradyrhizobium elkani USDA94 [52] 

 DppA aus Plesiocystis pacifica SIR-1[40] 

 DmmA aus einem Konsortium von marinen Mikroorganismen [44] 

Im weiteren Verlauf wird im Speziellen die in der vorliegenden Arbeit verwendete 

Haloalkan Dehalogenase LinB behandelt. 
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1.3.1.2 LinB 

 

LinB wurde 1997 erfolgreich aus dem Organismus Sphingobium japonicum iso-

liert. [53] Dieser Organismus besitzt die Fähigkeit auf Lindan 

( -1,2,3,4,5,6-Hexachlorcyclohexan) als einziger Kohlenstoffquelle zu wachsen. 

Lindan dient in der Landwirtschaft als Insektizid. [54] Die Haloalkan Dehalogenase 

LinB ist dabei Teil des Lindan-Abbaus in Sphingobium japonicum. Sie katalysiert die 

Umsetzung von 1,3,4,6-Tetrachlor-1,4-cyclohexadien 1 zu 2,5-Dichlor-2,5-

cyclohexadien-1,4-diol 2 (Schema 2).  

 
 

Schema 2 Natürliche Reaktion katalysiert durch LinB während des Lindan Abbaus. 
 

Zusätzlich zu zyklischen Dienen, kann LinB eine Reihe an halogenierten Alkanen und 

Alkenen umsetzen (siehe Tabelle 1). Durch das breite Substratspektrum der LinB ist 

in der Literatur eine Vielzahl an biotechnologischen Anwendungen beschrieben, wie 

beispielsweise die biologische Entgiftung von Ökosystemen, [38] der Abbau von 

chemischen Waffen [55] und die Synthese von chiralen Intermediaten für die pharma-

zeutische Industrie. [56] 

 

1.3.1.3 Struktur  

 

Typisches strukturelles Merkmal einer / -Hydrolase sind zwei Domänen, die 

Hauptdomäne, sowie die Cap-Domäne. So besitzt auch LinB diese beiden Domänen. 

Die Hauptdomäne setzt sich aus acht -Faltblättern zusammen, welche von sechs -

Helices umgeben sind. Die Cap-Domäne umfasst fünf -Helices, die einer Utero-

globin-Faltung ähnelt. [57] Die Cap-Domäne ist flexibler als die Hauptdomäne, und 

verantwortlich für die Substratspezifität. Zwischen diesen beiden Domänen liegt die 

aktive Tasche (siehe Abbildung 7). [58]  
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Abbildung 7 Kristallstruktur von LinB WT (PDB-Code:1K5P). Die katalytische Triade (Asp108, Glu132, 
His272) ist in rot dargestellt. 
 

LinB besitzt unter den HLDs, deren Struktur aufgeklärt ist, die zugänglichste aktive 

Tasche. Diese ist erreichbar über insgesamt drei Tunnel. Damborsky et al. nutzten 

das Programm CAVER [59] um diese Zugänge anhand der Kristallstruktur sichtbar zu 

machen. Bei LinB waren es die in Abbildung 8 gezeigten Tunnel: upper tunnel (blau), 

lower tunnel (rot) und der slot tunnel (grün). Über diese drei finden Substrat-Eintritt 

und Produkt-Freisetzung statt. [60] Molekulardynamische Studien zeigten auch, dass 

alle drei Tunnel zum Austausch von Wassermolekülen zwischen der aktiven Tasche 

und dem umgebenden Lösungsmittel dienen. [58] Die schon angesprochene Flexibili-

tät der Cap-Domäne wurde in verschiedenen Studien untersucht und mitunter 

wurde Position 177 durch Sequenzalignment mehrerer Haloalkan Dehalogenasen 

als eine der variabelsten Aminosäuren identifiziert. Position 177 ist in der LinB am 

lower tunnel lokalisiert (Abbildung 8) und trägt ein Leucin. Durch rationale Muta-

genese an dieser Position, wurden Punktmutanten mit unterschiedlich großen Ami-

nosäuren erzeugt. Die Substitution zu großen Aminosäuren führte zur Schließung 

des upper tunnels, aber gerade die Existenz von weiteren verfügbaren Tunneln für 

den Produkt- und Substrataustausch in LinB erklärt die erhaltene Gesamtaktivität 

der LinB-Varianten, die eine große Aminosäure an der Stelle 177 tragen. [61] 

Cap-Domäne 

Hauptdomäne 
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Abbildung 8 Schematische Darstellung der Tunnel der LinB. [60] 

1.3.1.4 Aktives Zentrum und katalytische Triade 

 

Die aktive Tasche der HLDs ist überwiegend mit hydrophoben Aminosäuren ausge-

stattet, ausgenommen der katalytische Triade, welche hydrophile Reste umfasst. 

LinB weist im Gegensatz zu anderen HLDs eine recht große aktive Tasche auf. [62] Die 

katalytische Triade der LinB besteht aus den drei Resten: Aspartat-Histidin-

Glutamat. Aspartat dient als Nukleophil, Histidin als Base und der Glutamat-Rest als 

Säure, womit wie vorher der in Kapitel 1.3 beschriebene Säure-Base-Mechanismus 

Anwendung findet. [63] Zusätzlich zur katalytischen Triade gibt es zwei weitere 

katalytisch aktive Reste. Diese sind ein Tryptophan und ein Asparagin-Rest. Sie die-

nen zum einen zur Bindung des Substrates und zum anderen zur Stabilisierung des 

freiwerdenden Halogenidions. Zusätzlich besitzt jede Haloalkan Dehalogenase ein 

oxyanion hole, das aus zwei N-haltigen Aminosäuren gebildet wird. Durch die ausge-

bildeten Wasserstoffbrücken kommt es zur Stabilisierung des negativ geladenen 

tetraedrischen Übergangszustands. [64]  

 

 

1.3.1.5 Mechanismus 

 

Durch Röntgenuntersuchung [46] und ortsgerichtete Mutagenese [65] wurde zum ers-

ten Mal am Beispiel der DhlA der Mechanismus der Haloalkan Dehalogenasen vorge-

schlagen. Die Katalyse der LinB verläuft analog zum Mechanismus der DhlA, nach 

dem angesprochenen Säure-Base-Mechanismus. In Schema 3 ist der Mechanismus 
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veranschaulicht: I) Das Substrat (hier 1-Chlorbutan) wird in der hydrophoben Bin-

detasche des Enzyms gebunden. Die zwei Aminosäuren Trp109 und Asn38 binden 

spezifisch das Chlorid-Ion. Die Katalyse erfolgt dann über einen SN2-Mechanismus 

mit einem nukleophilen Angriff des Asp108-Sauerstoffatoms auf das C-Atom, an dem 

das Halogen gebunden ist. II) Der resultierende kovalent gebundene, durch das 

oxyanion hole stabilisierte Alkyl-Enzym-Übergangszustand ist ein Ester, in welchen 

der Sauerstoff des Enzyms eingebaut ist. In der darauffolgenden nukleophilen Addi-

tion wird das Alkyl-Enzym-Intermediat hydrolysiert. Das Wassermolekül wird hier-

bei durch die katalytische Base His272 aktiviert und ermöglicht so den Angriff am 

Carbonylkohlenstoff des Aspartats. Während des Mechanismus stabilisiert die kata-

lytische Säure Glu132 die Ladung am Imidazolring des Histidins. III) Der letzte 

Schritt des Mechanismus umfasst das Freisetzen des Alkohols und des 

Halogenidions und die gleichzeitige Regenerierung des Aspartats. [62] 

 

 
Schema 3 Reaktionsmechanismus der LinB am Beispiel von 1-Chlorbutan. 
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1.3.2 Squalen-Hopen-Zyklase AacSHC 

1.3.2.1 Katalyse und Struktur der AacSHC 

 

Die Squalen-Hopen-Zyklase (E.C. 5.4.99.17) aus Alicyclobacillus acidocaldarius 

AacSHC (Terpen-Zyklase der Klasse II) katalysiert in der Natur die Zyklisierung von 

Squalen 3 zu Hopen 4 und Hopanol 5 (Schema 4). [66] Diese Polyzyklisierung ist eine 

der anspruchsvollsten biochemischen Reaktionen, da fünf neue C-C Bindungen ge-

knüpft und neun Chiralitätszentren gebildet werden. [67] Die Reaktionskaskade wird 

durch einen Protonentransfer der katalytisch aktiven Asparaginsäure auf die termi-

nale Isopren-Einheit des Squalens initiiert, wodurch ein reaktives Carbokation ent-

steht.  

 
Schema 4 AacSHC katalysiert die Zyklisierung von Squalen 3 zu pentazyklischen Produkten. Hopen 4 ent-
steht durch Eliminierung und Hopanol 5 entsteht durch einen nukleophilen Angriff eines Wassermoleküls. 
 

Dieses Carbokation greift jeweils das π-System der benachbarten C=C-Bindung an, 

wobei die Zyklisierung zum größten Teil als konzertiert beschrieben wurde. [68] [69] 

Die jeweiligen Produkte werden entweder durch Eliminierung oder spezifische 

nukleophile Addition eines Wassermoleküls generiert. Dieser letzte Schritt in der 

Katalyse wird durch ein stark ausgeprägtes Wassernetzwerk im Enzym be-

stimmt. [70][71] Das Wassermolekül, das im Falle der Deprotonierung als Base agiert, 

wird von diesem Wassernetzwerk stark polarisiert und kann somit das Proton auf-

nehmen. Ist das Wassermolekül weniger polarisiert und befindet sich in einer alter-
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nativen Position, übt es einen nukleophilen Angriff auf das Carbokation aus, 

wodurch es zur Bildung von Hopanol kommt.  

Die AacSHC besteht aus einer - und -Domäne, die jeweils in einer ( / )6-Fass-

Struktur vorliegen. Sogenannte QW-Sequenzmotive verbinden die äußeren 

-Helices miteinander. Diese QW-Motive haben eine charakteristische loop-Struktur 

und besitzen konservierte Aminosäurensequenzen QxxDGGWG oder QxxDGSWG. [72] 

SHCs zählen zu den monotopischen Membranproteinen, da die -Domäne mit einer 

Helix in die Zellmembran bindet. An dieser gebundenen Helix befindet sich der hyd-

rophobe Substratkanal, der als Eingang für Squalen und für die Freisetzung der zyk-

lischen Produkte dient. Die hydrophobe aktive Tasche liegt zwischen den beiden 

Protein-Domänen. Am Ende dieser aktiven Tasche befindet sich die katalytisch ak-

tive Asparaginsäure (Asp376). Diese Aminosäure ist Teil eines konservierten DxDD-

Sequenzmotivs, das in allen Squalen-Hopen-Zyklasen vorkommt. Die mittlere 

Asparaginsäure in diesem Sequenzmotiv ist die bereits erwähnte katalytische Säure 

an Position 376 der AacSHC und für die Protonierung der C=C-Bindung verantwort-

lich. [72][73][74] Die ausreichend hohe Acidität dieser Asparaginsäure kommt durch die 

anti-Orientierung des Protons zustande. Diese Orientierung wird über ein spezielles 

H-Brücken-Netzwerk, das die beiden Aminosäuren H451 und Y495 sowie ein Was-

sermolekül ausbilden, verwirklicht (Abbildung 9). Des Weiteren befinden sich über-

wiegend hydrophobe aromatische und aliphatische Aminosäuren in der aktiven Ta-

sche. Durch die Co-Kristallisation mit 2-Azasqualen als Inhibitor, konnte deutlich 

gezeigt werden, dass das Substrat vor der Zyklisierung schon in einer passenden 

reaktiven Konformation vorliegen muss. [75] 
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Zwischen dem linearen Substrat und dem später zyklisiertem Substrat ist während 

der Katalyse kaum eine Konformationsänderung zu erkennen. [75] Das aktive Zent-

rum dient hier als Templat und bindet das bewegliche Substrat in einer genau vor-

gegebenen Position. Die bei der Katalyse entstehenden Carbokationen werden durch 

π-Elektronensysteme der aromatischen Aminosäuren, wie Tryptophan, Phenylala-

nin oder Tyrosin stabilisiert. [76] Durch gezielte Punktmutationen dieser aromati-

schen Aminosäuren in AacSHC konnte in verschiedenen Studien der positive Ein-

fluss der π-Systeme nachgewiesen werden. [77][78][79][80] Diese Kation-π-Interaktion 

ist durchaus auch in nicht-enzymatischen Systemen bekannt und gut studiert. [81] [82] 

[83]  

1.3.2.2 Reaktionsspektrum 

 

Die AacSHC akzeptiert neben dem natürlichen Substrat Squalen auch ein um fünf 

Kohlenstoffatome verlängertes Substrat. [84] Aufgrund dieser Beobachtung wurden 

weitere nicht-natürliche Substrate zur Zyklisierung verwendet. Hoshino und Mitar-

beiter konnten erfolgreich zeigen, dass AacSHC auch verkürzte Substrate (C15-C25) 

akzeptiert und ein breites Produktportfolio entsteht. [85] Ein vielfältiges 

Abbildung 9 a) Kristallstruktur der AacSHC co-kristallisiert mit 2-Azasqualen (PDB-Code: 1UMP). b) Aktive 
Tasche der AacSHC mit der katalytisch aktiven Aminosäure Asp376 in rot, und dem co-kristallisierten 
Inhibitor 2-Azasqualen in grün. c) Anti-Orientierung des aciden H-Protons (rot), die durch ein spezielles 
Wasserstoffbrückennetzwerk aufrechterhalten wird. 
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Produktspektrum zeigte sich vor allem bei der Zyklisierung von Farnesol, bei der 

vier Produkte entstehen. Es entstehen ein Wasseradditionsprodukt und zwei Elimi-

nierungsprodukte. Zusätzlich wurde ein weiteres Produkt geformt, das durch den 

nukleophilen Angriff der Hydroxygruppe eines zweiten Farnesol-Moleküls an das 

Carbokation-Intermediat entsteht. Diese Reaktion stellte eine Neuerung im Reakti-

onsspektrum der AacSHC dar, da bis dahin keine intermolekulare Reaktion zweier 

Substratmoleküle beschrieben wurde. Bis dahin wurden nur intramolekulare Ter-

minierungen von Nukleophilen beobachtet (Schema 5). [79][86][87]  
 

 
Schema 5 Intramolekulare Zyklisierung mit nukleophilen Hydroxygruppen. [86] 

  

Des Weiteren wurden Studien bezüglich der Zyklisierung von weiter verkürzten 

Squalen-Analoga mit AacSHC durchgeführt. Das C10-Analogon Geraniol wurde von 

AacSHC nicht als Substrat akzeptiert. [85] Allerdings ist die Darstellung gerade von 

diesen monozyklischen Terpenen für die Duft- und Geschmackstoffindustrie hoch 

interessant. [88][89] Um dem Grund der Inaktivität bezüglich des verkürzten 

Squalenanalogon Geraniol nachzugehen, wurden theoretische sowie experimentelle 

Studien durchgeführt. [90] Durch MD-Simulationen wurde ersichtlich, dass Geraniol 

als deutlich kürzeres Substrat mehr Platz in der aktiven Tasche hat und keine für die 

Katalyse essentielle Sesselkonformation einnehmen kann und somit eine reaktive 

Bindung ausbleibt. Durch eine sukzessive Vergrößerung des Substrates zu verschie-

denen Ether-Derivaten konnte eine bessere Stabilisierung und damit eine Zyklisie-

rung des Substrates erreicht werden. Somit konnte durch substrate engineering die 

Aktivität gegenüber der Monozyklisierung von Geraniol-Derivaten gesteigert wer-
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den. [90] In diesem Ansatz wurde für eine Reaktivitätssteigerung das Substrat der 

aktiven Tasche angepasst, eine weitere und durchaus wünschenswerte Möglichkeit 

ist die Anpassung der aktiven Tasche auf das umzusetzende Substrat. 

1.3.2.3 AacSHC fokussierte aktive-Tasche-Mutantenbibliothek 

 

Um die aktive Tasche auf das Substrat anzupassen, wurde von Hammer et al. [19] eine 

Umgestaltung der aktiven Tasche der AacSHC mit hydrophoben Aminosäuren vor-

genommen (Abbildung 10). Es wurden ausschließlich Aminosäuren in der aktiven 

Tasche adressiert, welche keine katalytischen Fähigkeiten besitzen, die jeweils mit 

möglichst kleinen oder großen hydrophoben Aminosäuren substituiert wurden. So-

mit wurde eine fokussierte aktive-Tasche Mutantenbibliothek generiert.  

 

 
Abbildung 10 Aktive Tasche der AacSHC mit ausgewählten Aminosäuren für die Mutantenbibliothek. [19] 
 

Die Veränderung der aktiven Tasche sollte so eine Stabilisierung kleiner Moleküle 

wie Geraniol ermöglichen. Die Funktionalität dieser Mutantenbibliothek konnte in 

beeindruckenden Studien demonstriert werden. Über die erfolgreiche Zyklisierung 

von Geraniol und weiteren C10-Analoga hinaus, zeigte diese Bibliothek durchaus eine 

gewisse Diversität, indem für das natürliche Substrat Squalen eine Reihe von unter-

schiedlich zyklisierten (mono-, di-, mehrfach-zyklisierten) Produkten beobachtet 

wurde.  
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1.4 Motivation 

In der vorliegenden Arbeit sollen zwei unterschiedliche Enzyme verwendet werden, 

indem die katalytische bzw. vorranging die Substratpromiskuität untersucht wird. 

Beide Enzyme verwenden den in der Biokatalyse häufigsten Reaktionstyp, die 

Säure-Base-Katalyse. Während die verwendete Haloalkan Dehalogenase LinB aus 

Sphingobium japonicum einen nukleophilen Substitutionsmechanismus nutzt, ver-

wendet die Squalen-Hopen-Zyklase AacSHC aus Alicyclusbacillus acidocaldarius die 

spezifische Brønsted-Katalyse mit direktem Protonentransfer. Beide Enzyme tragen 

als katalytisch aktive Aminosäure eine saure Aminosäure, die Asparaginsäure. In der 

LinB liegt die Asparaginsäure als Aspartat geladen vor und agiert als Nukleophil. In 

der AacSHC liegt die Asparaginsäure protoniert vor und ist somit in der Lage ein 

Proton direkt auf das Substrat zu übertragen. Da die beiden Enzyme sehr gut bio-

chemisch beschrieben sind und Kristallstrukturdaten vorliegen, wurden rational-

generierte, fokussierte Mutantenbibliotheken zur Bestimmung der Aktivität und der 

möglichen Promiskuität verwendet. Innerhalb der / -Hydrolasen zeigen viele En-

zyme, wie zum Beispiel Esterasen, Lipasen und Proteasen Promiskuität. Da für die 

Familie der Haloalkan Dehalogenasen noch keine Substratpromiskuität beschrieben 

wurde, wurde LinB als Modellsystem für diese Arbeit herangezogen. Dieses Enzym 

soll auf Aktivität und Substratpromiskuität getestet werden, indem Substrate aus 

der / -Hydrolase-Familie und sogenannte Pseudohalogenide verwendet werden. 

Das Reaktionsspektrum der Squalen-Hopen-Zyklasen sollte erweitert werden, um 

neben den sonst intramolekular katalysierten Reaktionen auch intermolekulare Re-

aktionen zu untersuchen. Hierfür wurde die AacSHC als Modellsystem eingesetzt.  
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2 Material und Methoden  

2.1 Materialien 

2.1.1 Chemikalien 

Die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien wurden in den jeweils höchsten er-

hältlichen Reinheitsgraden von den folgenden Firmen bezogen: Alfa Aesar (Ward 

Hill, US), Carl-Roth (Karlsruhe, DE), Sigma-Aldrich (St. Louis, US). 

2.1.2 Biochemische Reagenzien und Marker 
Tabelle 2: Marker & Biochemische Standards. 
Marker/ Standards Anbieter 

PageRuler™ Prestained Protein Ladder ThermoScientific, Karlsruhe, DE 

GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder ThermoScientific, Karlsruhe, DE 

  

2.1.3 Oligonukleotide (Primer) 

Die in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide (Primer) wurden von der Firma 

Metabion International AG (Martinsried, DE) bezogen. Die erhaltenen Primer wur-

den abzentrifugiert (30 s, 13400 U/min) und in ddH2O gelöst (Endkonzentration 

100 pmol/μL). Es wurden Aliquots in einer Arbeitskonzentration von 10 pmol/μL 

hergestellt und diese bis zur Verwendung bei -20 °C gelagert. 

 
Tabelle 3: Oligonukleotide zur Gen Amplifikation der LinB. 
Primer Sequenz 
LinB_f_HindIII 
LinB_r_Nco1 

GCTAGAAGCTTAGTGATGGTGATGGTGATGTGCTGGG 
GCATCCATGGCCAGCCTCGGCGCAAAGCCATTTGG

 

 
Tabelle 4: Oligonukleotide für die ortsgerichtete Mutagenese der LinB. 
Variante Primer Sequenz 

LinB_D108S F 
R 

GGTTGTTCTGGTCGTGCATTCCTGGG  
CCCAGGAATGCACGACCAGAACAACC 

LinB_L177F F 
R 

GTTCTCCCCGGATTCATCCTGCGCCCCTTAAGCG  
CGCTTAAGGGGCGCAGGATGAATCCGGGGAGAAC 

LinB_L177M F 
R 

GTTCTCCCCGGAATGATCCTGCGCCCCTTAAGCG 
CGCTTAAGGGGCGCAGGATCATTCCGGGGAGAAC 

LinB_L177W F 
R  

GTTCTCCCCGGATGGATCCTGCGCCCCTTAAGCG 
CGCTTAAGGGGCGCAGGATCCATCCGGGGAGAAC 
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LinB_P144R F 
R 

CGAATGGGCGGATTTTCGCGAACAGGATCGCGATCTG 
CAGATCGCGATCCTGTTCGCGAAAATCCGCCCATTCG 

LinB_Q146A F 
R 

GCGGATTTTCCCGAAGCGGATCGCGATCTGTTTCAGGCC  
GGCCTGAAACAGATCGCGATCCGCTTCGGGAAAATCCGC 

LinB_V173L F 
R 

GGACAATGTTTTTGTCGAACAACTTCTCCCCGGATTGATCC  
GGATCAATCCGGGGAGAAGTTGTTCGACAAAAACATTGTCC 

LinB_H272F F 
R  

GGTCGCAGGCGCCTTTTTCATCCAGGAGG  
CCTCCTGGATGAAAAAGGCGCCTGCGACC 

LinB_N38S F 
R 

CCTCTTCCAGCACGGCAGTCCGACGTCGTCC  
GGACGACGTCGGACTGCCGTGCTGGAAGAGG 

 

2.1.4 Plasmide 
 
Tabelle 5 Verwendete Plasmide für die Expression. 
Plasmid Merkmale Resistenz Anbieter 

pET-28a(+) T7- Promotor, lac 
Operator 

Kanamycin 
 

Novagen, Madison, 
Wisconsin, USA 

pET-22b(+) T7- Promotor, lac 
Operator 

Ampicillin 
 

Novagen, Madison, 
Wisconsin, USA 

 
 
Tabelle 6 Vektorkonstrukte der LinB, die in dieser Arbeit verwendet wurden. 
Vektorkonstrukte Insert Quelle ITB No. 
pET-28a(+)_LinB_WT LinB_WT Diese Arbeit pITB1221 

pET-28a(+)_LinB_N38S LinB_N38S Diese Arbeit pITB1222 

pET-28a(+)_LinB_D108S LinB_D108S Diese Arbeit pITB1223 

pET-28a(+)_LinB_P144R LinB_P144R Diese Arbeit pITB1227 

pET-28a(+)_LinB_Q146A LinB_Q146A Diese Arbeit pITB1228 

pET-28a(+)_LinB_V173L LinB_V173L Diese Arbeit pITB1231 

pET-28a(+)_LinB_L177F LinB_L177F Diese Arbeit pITB1232 

pET-28a(+)_LinB_L177M LinB_L177M Diese Arbeit pITB1233 

pET-28a(+)_LinB_L177W LinB_L177W Diese Arbeit pITB1234 

pET-28a(+)_LinB_H272F LinB_H272F Diese Arbeit pITB1235 
 

 

 
Tabelle 7 Vektorkonstrukte der AacSHC, die in dieser Arbeit verwendet wurden. 
Vektorkonstrukte Insert Quelle ITB No. 
pET-22b(+)_AacSHC_WT AacSHC_WT S.Hammer [19] pITB1024  
pET-22b(+)_AacSHC_W169A AacSHC_W169A  S.Hammer [19] pITB1027  

pET-22b(+)_AacSHC_I261A AacSHC_I261A  S.Hammer [19] pITB1028  

pET-22b(+)_AacSHC_I261W AacSHC_I261W  S.Hammer [19] pITB1033  

pET-22b(+)_AacSHC_S307A AacSHC_S307A  S.Hammer [19] pITB1034  
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pET-22b(+)_AacSHC_W312A AacSHC_W312A  S.Hammer [19] pITB1036  

pET-22b(+)_AacSHC_F365A AacSHC_F365A S.Hammer [19] pITB1037  

pET-22b(+)_AacSHC_Q366A AacSHC_Q366A  S.Hammer [19] pITB1041  

pET-22b(+)_AacSHC_Q366F AacSHC_Q366F  S.Hammer [19] pITB1042  

pET-22b(+)_AacSHC_D376C AacSHC_D376C  S.Hammer [19] pITB1043  

pET-22b(+)_AacSHC_A419G AacSHC_A419G  S.Hammer [19] pITB1045  

pET-22b(+)_AacSHC_Y420A AacSHC_Y420A  S.Hammer [19] pITB1046  

pET-22b(+)_AacSHC_Y420C AacSHC_Y420C  S.Hammer [19] pITB1047  

pET-22b(+)_AacSHC_W489A AacSHC_W489A  S.Hammer [19] pITB1051  

pET-22b(+)_AacSHC_G600A AacSHC_G600A  S.Hammer [19] pITB1052  

pET-22b(+)_AacSHC_G600F AacSHC_G600F  S.Hammer [19] pITB1053  

pET-22b(+)_AacSHC_L607A AacSHC_L607A  S.Hammer [19] pITB1058  

pET-22b(+)_AacSHC_L607F AacSHC_L607F  S.Hammer [19] pITB1059  

pET-22b(+)_AacSHC_Y609A AacSHC_Y609A  S.Hammer [19] pITB1061  

pET-22b(+)_AacSHC_Y609W AacSHC_Y609W  S.Hammer [19] pITB1062  
 

 

2.1.5 E. coli-Stämme 
Tabelle 8 E. coli Stämme. 
Stamm Genotyp ITB No. 

DH5  
F– Φ80lacZΔM15Δ(lacZYA-argF) 
U169 recA1 endA1 hsdR17 (rK–, 
mK+) phoA supE44 λ– thi-1 
gyrA96 relA1 

ITB 4 

BL21(DE3) F-, ompT hsdSB (rB
- mB

-), dcm, 
galλ(DE3) ITB 7 

 
 

2.1.6 Kits 

Die verwendeten Kits wurden jeweils den Herstellerangaben entsprechend ver-

wendet. 
Tabelle 9 Verwendete Kits und Anbieter. 
Kit Anbieter 

Pierce BCA Protein Assay Kit Thermo Scientific Waltham, US 

Zymoclean Gel DNA Recovery Kit Zymo Research Irvine, US 

Zymoclean DNA Clean & Concentrator Kit Zymo Research Irvine, US 

Zyppy Plasmid Miniprep Kit Zymo Research Irvine, US 
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2.1.7 Software für das molekulare Docking 

 

Für das durchgeführte Docking und die Bildgestaltung wurden die Programme 

YASARA [91] und PyMOL [92] verwendet.  

 

2.1.8 Medien und Puffer 

2.1.8.1 Kulturmedien 

 

Zur Anzucht von E. coli Zellkulturen wurde den Flüssigmedien zur Selektion, je nach 

enthaltenem Plasmid und der damit gegebenen Antibiotikum-Resistenz, entweder 

Ampicillin (Endkonzentration 100 μg/mL) oder Kanamycin (30 μg/mL) zugesetzt. 

Die Zugabe erfolgte nach Autoklavieren der Medien, wenn diese auf ca. 50 °C abge-

kühlt waren, um eine Zersetzung der Antibiotika zu verhindern. 

 
Tabelle 10 Medien für die Anzucht von E. coli Zellen. 

LB-Medium: 
(low salt) 

Trypton 
Hefeextrakt 
NaCl 
 
ddH2O 
pH 7.0 

10.0 g 
  5.0 g 
  5.0 g 
  
ad 1000 mL 
mit NaOH [1 M] 

 
TB-Medium: 

Trypton 
Hefeextrakt 
Glycerin (88 %) 
 
ddH2O 
 
10x TB-Phosphatpuffer 
 
 

12.0 g 
24.0 g 
  4.0 mL 
 
ad 900 mL 
 
100 mL nach Autoklavieren 

SOC-Medium: 

Trypton 
Hefeextrakt 
NaCl 
250 mM KCl-Lösung  
1 M Glucose  
 
ddH2O 
pH 7.0 

 20.0 g 
   5.0 g 
   0.5 g 
 10.0 mL 
   5.0 mL 
 
ad 1000 mL 
mit NaOH [1 M] 

KPi-Puffer: 
(Kaliumphosphatpuffer) 

KH2PO4 
K2HPO4 

 
pH 7.5 

1 M 
1 M 
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10x TB-Phosphatpuffer: KH2PO4 
K2HPO4 
 
pH 7.0 

0.17 M 
0.72 M 

 
Puffer und Lösungen für die Agarose-Gelelektrophorese 

 
Orange G DNA Loading- 
Puffer: 
 

Saccharose 
Orange G 
 
ddH2O 
 

  2.0 g 
10.0 mg 
 
ad 5 mL 
 

TAE-Puffer: 
 

Tris 
Eisessig 
0.5 M EDTA-Lösung 
ddH2O 
 
pH 8 

  4.8 g 
1.14 mL 
  2.0 mL 
ad 1000 mL 
 
mit Salzsäure (37 %ig) 

0.7 % Agarose: 
 

Agarose 
TAE-Puffer 

3.5 g 
ad 500 mL 
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Puffer zur Herstellung kompetenter E. coli-Zellen 

 
TfbI-Puffer: 
 

KOAc 
RbCl 
CaCl2 
MnCl2  · 4 H2O 
Glycerin 
ddH2O 
 

0.59 g 
2.42 g 
0.29 g 
  2.0 g 
   30 mL 
 200 mL 
 

6x SDS Probenpuffer: 
 

Tris-HCl pH 8 
DTT 
Glycerol 
SDS 
Bromphenolblau 

   350 mM 
   600 mM 
     30 % (v/v)   
     10 % (w/v) 
  0.12 % (w/v) 

4 x Lower Tris Puffer: 
 

Tris 
SDS 
ddH2O 
 
pH 8.8 

181.7 g 
       4.0 g 
ad 1000 mL 
 
mit Salzsäure (37%ig) 

4 x Upper Tris Puffer: 
 

Tris 
SDS 
ddH2O 
 
pH 6.8 

   60.6 g 
     4.0 g 
ad 1000 mL 
 
mit Salzsäure (37%ig) 

Trenngel 15 %: 
 

ddH2O 
Acrylamidlösung 30 % 
4 x Lower Tris Puffer 
SDS 10 % 
APS 10 % 
TEMED 

    2.3 mL 
    5.0 mL .    
     2.5 mL 
    0.1 mL 
    0.1 mL 
0.004 mL 

Sammelgel 4 %: 
 

ddH2O 
Acrylamidlösung 30 %  
4 x Upper Tris Puffer 
SDS 10% 
APS 10 % 
TEMED 

    1.4 mL 
    0.3 mL 
   0.25 mL 
   0.02 mL 
   0.02 mL 
 0.002 mL 

Elektrodenpuffer: 
 

Tris 
Glycin 
SDS 
ddH2O 

   15.0 g 
   72.0 g 
     5.0 g 
ad 1000 mL 

Coomassie-Färbelösung: 
 

Ethanol 
Essigsäure (99.8 %) 
ddH2O 
Coomassie-Brilliantblau R-250 

30 % (v/v) 
10 % (v/v) 
60 % (v/v) 
  1 g/L 

Coomassie-Entfärbelösung: 
 

Ethanol 
Eisessig 
ddH2O 

30 % (v/v) 
10 % (v/v) 
60 % (v/v) 
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pH 5.8 mit Essigsäure (99.8%) 
TfbII-Puffer: 
 

MOPS 
CaCl2 
RbCl 
Glycerin 
ddH2O 
 
pH 6.5 

0.21 g 
  1.1 g 
0.12 g 
   15 mL 
 100 mL 
 
mit NaOH [1 M] 

 

Puffer für die Metallchelataffinitätschromatographie (IMAC)  
Bindepuffer: 
 

KPi 
NaCl 
 
pH 7.6 

  50 mM 
150 mM 
 
mit NaOH/HCl [1 M] 

Waschpuffer: 
 

KPi 
NaCl 
Imidazol 
 
pH 7.6 

  50 mM 
150 mM 
    5 mM 
 
mit HCl [1 M] 

Elutionspuffer: 
 

KPi 
NaCl 
Imidazol 
 
pH 7.6 

  50 mM 
150 mM 
150 mM 
 
mit HCl [1 M] 

 

2.2 Molekularbiologische Methoden 

2.2.1 Isolation von Plasmid-DNA aus E. coli 

 

Zur Isolation von Plasmid-DNA aus E. coli wurde das Zyppy MiniPrep Kit verwendet. 

Die Präparation der E. coli-Zellen erfolgte durch das Anzüchten einer Übernachtkul-

tur (5 mL Volumen) in LB-Selektionsmedium bei 37 °C und 180 U/min über Nacht. 

Die Isolation erfolgte den Herstellerangaben entsprechend. Die Konzentration der 

erhaltenen Plasmid-DNA wurde mittels Absorptionsmessung bei 260 nm an einem 

NanoDrop 1000 (Agilent, Santa Clara, US) vermessen. 

2.2.2 Herstellung RbCl-kompetenter Zellen 

 

Zur Herstellung chemisch kompetenter Zellen wurde die Rubidiumchlorid-Methode 

verwendet. Hierzu werden 100 mL LB-Medium mit den benötigten E. coli-Zellen in-
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okuliert und im Schüttelkolben bei 37 °C und 180 U/min bis zu einer optischen 

Dichte OD600 = 0.5 inkubiert. Die Zellkultur wurde 2 min auf Eis gelagert und an-

schließend abzentrifugiert (4 °C, 10 min, 4000 U/min). Der Überstand wurde ver-

worfen und das erhaltende Zellpellet wurde in 40 mL TfbI-Puffer suspendiert für 15 

min auf Eis gelagert und danach erneut abzentrifugiert (4 °C, 10 min, 4000 U/min). 

Nach erneutem Resuspendieren des Zellpellets in 5 mL TfbII-Puffer, wurde die Zell-

suspension für 5 min auf Eis inkubiert, anschließend aliquotiert und mit flüssigem 

Stickstoff schockgefroren. Bis zur weiteren Verwendung wurden die Aliquots bei -80 

°C gelagert. 

2.2.3 DNA Amplifikation mittels PCR (Polymerasekettenreaktion) 

 

Die Polymerasekettenreaktion dient der Amplifikation spezifischer DNA-Fragmente. 

Das jeder PCR zugrunde liegende Prinzip beruht auf periodischer Wiederholung 

dreier Schritte: 

Denaturierung: Durch Erhitzen der DNA-Matrize auf 95 °C werden die komple-

mentären Einzelstränge getrennt. 

Annealing: Bei Abkühlung des Reaktionsansatzes auf 37–72 °C können sich 

die einzelsträngigen DNA-Fragmente (Primer) an die nun ein-

zelsträngige DNA-Matrix anlagern. Die verwendeten Primer 

sind komplementär zu kurzen Sequenzabschnitten am 5‘- und 

3‘-Ende des zu amplifizierenden DNA-Fragments. Die 

Annealingtemperatur hängt in erster Linie von der Länge und 

des GC-Gehalts der verwendeten Primer ab.  

Elongation:  Bei Temperaturen zwischen 68–72 °C und optimalen Pufferbe-

dingungen synthetisieren hitzestabile DNA-Polymerasen, be-

ginnend an den angelagerten Primern, den komplementären 

Strang. Die Synthese erfolgt stets von Richtung des 5‘ nach 3‘ 

Ende unter Verwendung zugesetzter Desoxyribonukleosid-5‘-

triphopshate (dNTPs). 

Durch jeden Zyklus wird das Amplifikat im Idealfall verdoppelt und so eine expo-

nentielle Vervielfältigung erreicht. 
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Tabelle 11 PCR Ansatz. 

 
Tabelle 12 PCR-Programm. 
 
Schritt Temperatur [°C] Dauer Zyklen 

initiale Denaturierung 95 2 min 1 

Denaturierung 95 20 s 
 

20 
Annealing 58-68 10 s 

Elongation 70 4 min 

Zu Schritt 2    

finale Elongation 70 5 min 1 

2.2.4 Agarosegelelektrophorese 

 

Zur Auftrennung von PCR-Produkten aus einem Restriktionsverdau oder PCR er-

folgte nach der Agarosegel-Elektrophorese, wobei 0.7 %-ige Agarosegele verwendet 

wurden. Zur Visualisierung der DNA wurde dem Gel 0.01 % (v/v) GelRed™ hinzuge-

geben. Als interner DNA-Standard wurden 3 μL GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder 
(ThermoScientific) pro Geltasche verwendet. DNA-Proben wurden mit dem Farb-

stoff Orange G überschichtet und in die entsprechenden Geltaschen überführt. Die 

Trennung der DNA-Proben erfolgte bei konstanter Spannung (120 V) für 40 min. Die 

Detektion und Dokumentation erfolgte über eine Dokumentationsstation (Vilber 

Lourmat, Eberhardzell, DE). Zur Aufreinigung spezifischer DNA-Fragmente wurde 

das Fragment mit einem Skalpell aus dem Gel geschnitten und mit Hilfe des Ge-

lExtraction Kits (Zymo Research, Irvine, US) den Herstellerangaben entsprechend 

aufgearbeitet. 

 

10 x Polymerase-Puffer         5 μL 

25 mM MgSO4        3 μL 

Forward Primer (1 μM)     0.2 μM 

Reverse Primer (1 μM)     0.2 μM 

DNA-Templat 1 ng-1 μg 

dNTPs (jeweils 2.5 mM)    0.2 mM jeweils 

KOD Hot Start DNA Polymerase (1 U/ μL)  0.02 U/μL 

ddH2O ad 50 μL 



2 Material und Methoden 

31 

2.2.5 DNA-Sequenzierung 

 

Die Sequenzierung von isolierter Plasmid-DNA wurde bei GATC Biotech (GATC Bio-

tech, Konstanz, DE) durchgeführt. Die Sequenzierung erfolgte mittels der Didesoxy-

Methode nach Sanger. [93] Als Primer wurden die bei GATC vorhandenen 

Standardprimer T7 und pET-RP verwendet, welche für pET-Vektor-Systeme ent-

worfen wurden.  

 

2.2.6 Überprüfung einer Gen- Insertion mittels Kolonie-PCR 

 

Die Insertion eines Gens wurde durch Kolonie-PCR überprüft. Einzelne Kolonien 

wurden gepickt und in den PCR-Ansatz (Tabelle 11) überführt. Hierzu wurde aller-

dings die Taq-Polymerase anstelle der KOD Hot Start DNA Polymerase verwendet. 

Das PCR-Programm wurde entsprechend Tabelle 12 gewählt, mit der Änderung der 

Annealing Temperatur auf 50 °C. Die PCR-Produkte wurden durch 

Agarosegelelektrophorese (2.2.4) aufgetrennt und die Banden unter UV-Licht detek-

tiert. Die Banden, die die richtige Größe aufwiesen, wurden mit dem Zymo Gel DNA 

Recovery Kit aufgereinigt und die Plasmide zur Sequenzierung (2.2.5) verschickt.  

 

2.2.7 Restriktionsverdau von DNA 

 

Die Restriktion von DNA erfolgte mit den entsprechenden Restriktionsenzymen der 

Firma Fermentas. Alle Bedingungen wurden den Herstellerangaben entsprechend 

gewählt. Die Produkte der Resktriktion wurden mit Agarosegelelektrophorese 

überprüft und aufgereinigt (2.2.4). 

2.2.8 Transformation kompetenter E. coli- Zellen 

 

Zur Transformation chemisch kompetenter Zellen mit Plasmid-DNA, wurde die Hit-

zeschock-Methode verwendet. Hierzu wurde ein 50 μL-Aliquot der chemisch kom-

petenten Zellen auf Eis aufgetaut. Den Zellen wurde 1 μL Plasmid-DNA zugegeben 

und der Ansatz für 30 min auf Eis inkubiert. Nach einem 45 s andauernden Hitze-
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schock bei 42 °C im Wasserbad wurden die Zellen 2 min auf Eis inkubiert und dann 

mit 500 μL SOC-Medium versetzt. Nach 30 min bei 37 °C und 180 U/min im Inkuba-

tor wurden die Zellen abzentrifugiert (5000 U/min, 2 min, RT), 400 μL des Über-

standes abgenommen, die Zellen in dem verbleibenden Medium resuspendiert und 

100 μL der Suspension auf LB-Agarplatten mit geeignetem Selektionsantibiotikum 

ausplattiert. Die Kultivierung erfolgte im Brutschrank bei 37 °C über Nacht. 

 

2.2.9 Ligation von DNA-Fragmenten mittels T4- DNA- Ligase 

 

Die Ligation von DNA-Fragmenten erfolgt mit Hilfe der T4-DNA-Ligase, die sowohl 

überhängende (sticky) als auch glatte (blunt) Resktriktionsenden verknüpft. Der 

Ligationsansatz wurde mit Hilfe des T4-DNA-Ligase Ligation Protocol (New England 

Biolabs, Ipswich, US) laut Herstellerangaben durchgeführt. Der Ligationsansatz 

wurde anschließend entsprechend (2.2.8) transformiert.  

 

2.2.10 Ortsgerichtete Mutagenese von Genen mit Hilfe der QuikChange PCR 

 

Für die Einführung von Punktmutationen wurde die QuikChange®-PCR-Methode 

verwendet, wobei die Durchführung den Herstellerangaben der Firma Stratagene 

für das QuikChange® Site-Directed Mutagenesis Kit entsprechend erfolgte. Dabei 

werden Primer mit der gewünschten Mutation entworfen, welche ca. 25 – 45 bp lang 

sind. Die Nukleotidsequenz nach der gewünschten Mutation sollte mindestens ca. 15 

bp betragen und auf G oder C enden. Die Schmelztemperatur sollte mindestens 78 °C 

betragen, wobei die Berechnung der Schmelztemperatur nach der von Stratagene in 

der entsprechenden Anleitung gegebenen Formel erfolgte. Zu beachten ist, dass bei 

der QuikChange® beide Primer dieselbe Sequenz darstellen, nur auf unterschiedli-

chen Strängen der DNA, sodass forward und reverse Primer komplementär zueinan-

der sind. Im Laufe der PCR wird dann das komplette Plasmid amplifiziert. Die Zu-

sammensetzung der QuikChange®-PCR-Ansätze erfolgte analog zu den Ansätzen der 

klassischen PCR mit KOD Hot Start DNA-Polymerase (2.2.3). Im Anschluss an die 

QuikChange®-PCR werden die Parentalstränge der PCR, also das ursprüngliche bak-
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terielle Plasmid, mittels des Restriktionsenzyms DpnI abgebaut. Dafür wird dem 

QuikChange®-PCR-Ansatz 1 μL DpnI zugegeben, der gesamte Ansatz für 2 h bei 37 °C 

inkubiert und im Anschluss daran das Enzym für 20 min bei 80 °C inaktiviert. Nach 

der Inaktivierung des DpnI Restriktionsenzyms wurden E. coli DH5 -Zellen mit 4 μL 

des PCR-Ansatzes transformiert (2.2.8). Die Analyse der erhaltenen Transformanden 

erfolgte durch Sequenzierung der Inserts der entsprechenden Plasmide (2.2.5). 

 

2.3 Biochemische Methoden  

2.3.1 Kultivierung von E. coli 

 

Sämtliche E. coli Stämme wurden in LB- oder in TB-Medium kultiviert. Zur Selektion 

rekombinanter Zellen wurde je nach verwendetem Plasmid Ampicillin oder Ka-

namycin zugesetzt. Für Übernachtkulturen wurden 5 mL LB-Medium mit entspre-

chendem Antibiotikum versetzt, mit einer Einzelkolonie von einer Agarplatte an-

geimpft und über Nacht bei 37 °C und 180 U/min inkubiert.  

2.3.2 Proteinexpression von LinB in E. coli BL21 (DE3) per Induktion mit IPTG 

 

400 mL TB-Medium und 400 μL Kanamycin (30 mg/mL) wurden in einem 2 L 

Erlenmeyerkolben vorgelegt. Anschließend wurde mit einer Übernachtkultur von E. 

coli auf eine OD600 = 0.005 angeimpft und bei 37 °C und 180 U/min bis zu einer 

OD600 0.8 – 1 inkubiert. Nach Erreichen dieses Wertes wurde die Expression durch 

Zugabe von 0.5 mM IPTG induziert. Die Kultur wurde anschließend zwischen 16 –

20 h lang bei 30 °C und 180 U/min inkubiert. Die Zellernte erfolgte durch Zentrifu-

gieren in einem SLA 3000 Rotor (7000 U/min, 15 min, 4 °C). 

2.3.3 Proteinexpression von AacSHC in E. coli BL21 (DE3) per Autoinduktion 

 

400 mL TB-Medium und 400 μL Ampicillin (100 mg/mL) wurden in einem 2 L 

Erlenmeyerkolben vorgelegt. Anschließend wurde mit einer Übernachtkultur (4 mL) 

von E. coli inokuliert und bei 37 °C und 180 U/min 18 h inkubiert. Die Zellernte er-

folgte durch Zentrifugieren in einem SLA-3000 Rotor (7000 U/min, 15 min, 4 °C). 
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2.3.4 Zellaufschluss 

 

Zellpellets wurden mit 3–5 mL 50 mM Kaliumphosphatpuffer pH 7.5 (für LinB) oder  

200 mM Citratpuffer pH 6.0 (für AacSHC) mit 0.1 mM PMSF und DNAse pro 1 g Zell-

masse resuspendiert. Der Aufschluss der Zellen erfolgte mittels Ultraschall im 

Sonifier bei 80 Watt und einem Arbeitsintervall von 40 %. Der Aufschluss erfolgte 

vier Mal für eine Minute, mit jeweils 30 s Unterbrechung, unter Eiskühlung. Die un-

löslichen Zellbestandteile wurden in einem SS-34 Rotor abzentrifugiert 

(17000 U/min, 30 min, 4 °C). Das Lysat der LinB wurde an dieser Stelle weiter auf-

gereinigt. Der Überstand der AacSHC wurde verworfen und mit dem Zellpellet wei-

ter verfahren. 

2.3.5 Solubilisierung und Hitzeschock-Aufreinigung des Membranproteins 

AacSHC 

 

Da die Squalen-Hopen-Zyklase ein membrangebundenes Enzym ist, muss sie durch 

ein Detergens nach dem Zellaufschluss vom Zellpellet gelöst werden. Das erfolgte im 

Solubilisierungspuffer (60 mM Citratpuffer, pH 6.0 mit 1 % CHAPS als Detergens) für 

2 h oder maximal über Nacht bei 4 °C. Nach der Solubilisierung wurden übrige Men-

gen an E. coli- Proteinen durch einen Hitzeschock (30 min bei 50 °C) präzipitiert und 

durch Zentrifugation (17000 U/min, 4 °C) abgetrennt. Enzympräparationen wurden 

an dieser Stelle für Biotransformationen verwendet oder bis zu weiteren Verwen-

dung aliquotiert und bei -20 °C gelagert. 

2.3.6 Proteinaufreinigung der LinB mittels HisGraviTrap™ TALON® 

Chromatographie 

 

Die Proteinaufreinigung von His6-Tag enthaltenden Proteinen (LinB und Varianten) 

erfolgte mittels Co-Affinitätschromatographie, bei der Proteine mit einem His6-Tag 

über eine Säulenmatrix mit gebundenen Co2+-Ionen geleitet werden und an dieser 

Probenmatrix, aufgrund der Affinität der Histidin-Seitenketten gegenüber Co2+ ge-

bunden werden. Die Aufreinigung erfolgte an HisGraviTrap™ TALON®-Säulen 

(GE Healthcare, Chalfont St. Giles, UK) unter Verwendung eines vorgegebenen Puf-



2 Material und Methoden 

35 

fersystems (Bindepuffer, Waschpuffer und Elutionspuffer (2.1.8.1.). Es wurde 

entsprechend der Herstellerangaben verfahren. Darauf folgend wurde, um das in der 

Proteinlösung vorhandene Imidazol zu entfernen, das erhaltene Zielprotein gegen 

einen KPi-Puffer ohne Imidazol über Vivaspin6-Säulen mit 10 kDa MWCO (Sartorius-

Stedim biotech, Göttingen, DE) ausgetauscht und anschließend aufkonzentriert. 

2.3.7 SDS-PAGE 

 

Zum Nachweis von Proteinen und zur Analyse ihrer Reinheit wurde eine SDS-PAGE 

angewandt. [94] Die in einem Gemisch vorhandenen Proteine werden dabei entspre-

chend ihrer Größe aufgetrennt. Zur Analyse der Proteine wurden 15 % Acrylamid 

enthaltende Trenngele hergestellt und nach der Polymerisation mit 4 %–igen Sam-

melgelen überschichtet. Die Proteinproben wurden mit 6x SDS-Probenpuffer ver-

setzt und 5 min bei 95 °C denaturiert. Nach Zentrifugation der Proben (14000 

U/min, 2 min, 4 °C) wurde das Gel beladen. Nach Zugabe von SDS-Elektrodenpuffer 

erfolgte die Elektrophorese zunächst 10 min bei 10 mA pro Gel, anschließend 1 h bei 

25 mA pro Gel. Als Größenmarker diente der Proteinstandard Pa-

geRuler™ Prestained Protein Ladder (ThermoScientific). Die Proteinbanden wurden 

durch Anfärben mit Coomassie Brilliant Blue sichtbar gemacht. Hierzu wurde das 

Gel eine Stunde in SDS-Färbelösung inkubiert und nach genügend starker Färbung, 

wieder mit SDS-Entfärbelösung entfärbt. 

 

2.3.8 Proteinkonzentrationsbestimmung 

 

Zur Bestimmung des Gesamtproteingehaltes wurde das BCA-Kit von 

ThermoScientific verwendet und entsprechend den Herstellerangaben verfahren. 

2.3.9 Umsetzungen von Substraten 

2.3.9.1 Analytische Biotransformationen mit LinB 

 

Alle Substrate wurden in einer Konzentration von 250 mM in DMSO gelöst. Daraus 

wurden verschiedene Stocklösungen für die Kalibrierung erstellt. Es wurde eine 
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250 mM Stocklösung des jeweiligen Substrats für die Biotransformation verwendet 

(cEND(DMSO)= 1 %). Die Enzymmenge betrug 50 μg/mL (1.6 μM). Die Reaktion 

wurde in einem Glasboden Gefäß (2 mL) für verschiedene Zeiträume bei 37 °C und 

750 U/min in einem Thermomixer durchgeführt. Das Endvolumen betrug 1 mL in 

KPi- Puffer (50 mM, pH 7.5). Nach der Reaktion wurde direkt 1 x mit 1 mL tert- 

butylmethylether (mit 0.01% 1-Octanol als interner Standard) extrahiert und die 

organische Phase über MgSO4 getrocknet. Im Falle der Verwendung von organischen 

Isothiocyanaten wurden zunächst 30 μL NaOH (10 M) zugegeben und dann wie oben 

angegeben extrahiert. Die Proben wurden mittels GC-FID Messung quantitativ ana-

lysiert. 

2.3.9.2 Qualitativer Bismut-Assay  

 

Da bei der Umsetzung von organischen Isothiocyanaten mit LinB Schwefelwasser-

stoff frei wurde, wurde dieser in situ mit Bi3+ abgefangen und als unlösliches 

Bismutsulfid (Bi2S3, schwarz-braun) gefällt. Dafür wurden 2 μL Bi(NO3)3 (gesättigte 

Lösung in HCl-saurem Wasser) zum Biotransformationsansatz gegeben und wie in 

2.3.9.1 verfahren. 

2.3.9.3 Analytische Biotransformationen mit AacSHC 

 

Farnesol wurde in einer Konzentration von 200 mM in DMSO gelöst. Diese Stocklö-

sung wurde für die Biotransformation verwendet (cEND(DMSO)= 1 %). Die Enzym-

menge betrug 1 mg/mL. Die Reaktion wurde in einem Glasboden Gefäß (2 mL) für 

verschiedene Zeiträume bei 65 °C und 750 U/min in einem Thermomixer durchge-

führt. Das Endvolumen betrug 1 mL in Citrat-Puffer (60 mM, pH 6.0). Nach der Reak-

tion wurde direkt 1 x mit 1 mL tert-butylmethylether (mit 0.01 % 1-Octanol als in-

terner Standard) extrahiert und die organische Phase über MgSO4 getrocknet. Die 

Proben wurden mittels GC-FID/MS quantitativ analysiert. 
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2.3.9.4 Präparative Biotransformationen mit AacSHC 

 

Produkt 37 

 
Für die Reaktion wurden ca. 40 mL Enzympräparation mit 207.5 mL Reaktionspuf-

fer (60 mM Citrat, pH 6.0) und 2.5 mL Farnesol (200 mM DMSO Stock) für 4 Tage bei 

60 °C in einem Rundhalskolben inkubiert. Die Reaktionsmischung wurde anschlie-

ßend mit tert-butylmethylether extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen 

wurden über Na2SO4 getrocknet, am Rotationsverdampfer eingeengt und mittels 

Säulenchromatographie aufgereinigt (Ethylacetat/Cyclohexan 1:12).  
1H-NMR (500 MHz, CDCl3), 0.8 (m, 6H), 0.9 (m, 3H), 1.1-1.9 (m, 27H), 2.0 (m, 8H), 

3.7 (m, 1H), 3.8 (m, 1H), 3.9 (m, 2H), 4.2 (s, OH), 5.1 (s, 2H), 5.2 (s, 1H) ppm. 
13C-NMR (CDCl3),  16.0 (C-29), 16.4 (C-14), 16.4 (C-28), 17.7 (C-30), 18.6 (C-2), 

19.4 (C-15), 19.7 (C-6), 21.6 (C-13), 25.7 (C-27), 26.4 (C-20), 26.7 (C-24), 33.3 (C-4), 

33.5 (C-12), 37.6 (C-10), 39.1 (C-7), 39.6 (C-19), 39.7 (C-23), 40.0 (C-1), 41.7 (C-3), 

55.7 (C-5), 56.5 (C-16), 59.4 (C-9), 60.7 (C-11), 80.4 (C-8), 121.2 (C-17), 123.3 (C-

21), 124.4 (C-25), 131.3 (C-26), 135.3 (C-22), 139.6 (C-18) ppm. 

 

Produkt 39 

 
 

Für die Reaktion wurden ca. 40 mL Enzympräparation mit 207.5 mL Reaktionspuf-

fer (60 mM Citrat, pH 6.0) und 2.5 mL Farnesol (200 mM DMSO Stock) und 1 % (v/v) 

Geraniol für 4 Tage bei 60 °C in einem Rundhalskolben inkubiert. Die Reaktionsmi-

schung wurde anschließend mit tert-butylmethylether extrahiert. Die vereinigten 

organischen Phasen wurde über Na2SO4 getrocknet, am Rotationsverdampfer einge-
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engt und das überschüssige Geraniol mittels Vakuum-Destillation entfernt. Der Des-

tillationssumpf wurde weiter mittels Säulenchromatographie aufgereinigt (Ethyl-

acetat/Cyclohexan 1:10).  
1H-NMR (500 MHz, CDCl3), 0.8 (m, 6H), 0.9 (m, 3H), 1.1-1.9 (m, 22H), 2.0 (m, 6H), 

3.7 (m, 1H), 3.8 (m, 1H), 3.9 (m, 2H), 4.2 (s, OH), 5.0 (s, 1H), 5.1 (s, 1H) ppm. 
13C-NMR (CDCl3),  15.4 (C-24), 16.7 (C-14), 17.6 (C-25), 18.4 (C-2), 18.7 (C-6), 20.6 

(C-15), 24.7 (C-12), 25.4 (C-13), 28.7 (C-23), 32.2 (C-20), 32.5 (C-4), 36.6 (C-10), 

38.0 (C-1), 38.5 (C-19), 39.0 (C-3), 40.7 (C-7), 54.7 (C-5), 55.5 (C-9), 58.4 (C-11), 59.6 

(C-16), 79.4 (C-8), 120.1 (C-17), 122.9 (C-21), 130.6 (C-22), 138.5 (C-18) ppm. 

 

Produkt 40 

 
 

Für die Reaktion wurden ca. 40 mL Enzympräparation mit 207.5 mL Reaktionspuf-

fer (60 mM Citrat, pH 6.0) und 2.5 mL Substrat (20 mM DMSO Stock) für 4 Tage bei 

60 °C in einem Rundhalskolben inkubiert. Die Reaktionsmischung wurde anschlie-

ßend mit tert-butylmethylether extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen 

wurde über Na2SO4 getrocknet, am Rotationsverdampfer eingeengt und mittels 

Säulenchromatographie aufgereinigt (Ethylacetat/Cyclohexan 1:10).  
1H-NMR (500 MHz, CDCl3), 0.8 (m, 6H), 1.1 (m, 3H), 1.9 (m, 2H), 2.1 (m, 2H), 1.1-

2.0 (m, 16H), 3.7 (m, 1H), 3.8 (m, 1H), 3.9 (m, 2H), 4.2 (s, OH), 5.0 (s, 1H), 5.2 (s, 1H) 

ppm.  
13C-NMR (CDCl3),  16.4 (C-19), 17.7 (C-20), 18.9 (C-2), 19.9 (C-8), 21.9 (C-18), 25.7 

(C-4), 26.4 (C-15), 33.2 (C-9), 33.7 (C-10), 37.9 (C-1), 39.6 (C-14), 40.0 (C-3), 54.7 (C-

7), 56.7 (C-25), 61.6 (C-11), 80.3 (C-6), 121.1 (C-12), 124.0 (C-16), 131.7 (C-17), 

139.7 (C-13) ppm. 
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Produkt 42,43 

 

 
 

Für die Reaktion wurden ca. 40 mL Enzympräparation mit 207.5 mL Reaktionspuf-

fer (60 mM Citrat, pH 6.0) und 2.5 mL Farnesol (200 mM DMSO Stock) und jeweils 

1 % (v/v) Butanol oder 1 % (v/v) Pentanol für 4 Tage bei 60 °C in einem Rundhals-

kolben inkubiert. Die Reaktionsmischung wurde anschließend mit tert-butylmethyl-

ether extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden über Na2SO4 getrock-

net, am Rotationsverdampfer eingeengt und mittels Säulenchromatographie aufge-

reinigt (Ethylacetat/Cyclohexan 1:10).  

Produkt 42: 
1H-NMR (500 MHz, CDCl3), 0.7 (m, 6H), 0.9 (m, 3H), 1.1-2.0 (m, 22H), 3.3 (m, 2H), 

3.8 (m, 2H), 4.2 (s, OH) ppm. 
13C-NMR (125 MHz, CDCl3),  13.9 (C-19), 16.4 (C-14), 18.6 (C-2), 19.1 (C-6), 19.5 (C-

13), 19.7 (C-15), 21.6 (C-18), 32.5 (C-17), 33.3 (C-4), 33.5 (C-12), 37.6 (C-10), 39.0 

(C-7), 40.0 (C-1), 41.7 (C-3), 55.7 (C-5), 59.2 (C-9), 59.6 (C-11), 60.7 (C-16), 80.2 (C-

8) ppm. 

Produkt 43: 
1H-NMR (500 MHz, CDCl3), 0.8 (m, 6H), 0.9 (m, 3H), 1.1-2.0 (m, 24H), 3.3 (m, 2H), 

3.7 (m, 1H), 3.8 (m, 1H), 4.2 (s, OH) 
13C-NMR (CDCl3),  14.0 (C-20), 16.4 (C-14), 18.6 (C-2), 19.1 (C-19), 19.7 (C-6), 21.6 

(C-13), 22.5 (C-15), 28.5 (C-18), 30.2 (C-17), 33.3 (C-4), 33.5 (C-12), 37.6 (C-10), 

39.0 (C-7), 40.0 (C-1), 41.7 (C-3), 55.7 (C-5), 59.6 (C-9), 59.6 (C-11), 60.7 (C-16), 80.2 

(C-8) ppm. 
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2.4 Chemisch-analytische Methoden 

2.4.1 Gaschromatographie  

 

LinB 

Für die Gaschromatographie wurde ein Gaschromatograph vom Typ Shimadzu GC-

2010 (Kyōto, JP) mit Flammenionisationsdetektor (FID) und ZB-5 Kapillarsäule 

(30 m × 250 μm × 0.25 μm, Phenomenex, US) verwendet. Als Trägergas diente Was-

serstoff mit einer linearen Trägergasgeschwindigkeit von 30 cm/s. Die Injektortem-

peratur betrug 250 °C und die Detektortemperatur 370 °C. Für das Stan-

dard-Temperaturprogramm wurden folgende Parameter gewählt: 50 °C (1 min), 

Erhitzen auf 125 °C (15 °C/min) mit einer Haltezeit von 2 min, Erhitzen auf 300 °C 

(50 °C/min) mit einer Haltezeit von 1 min. Für die chirale Messung der Analyten 

wurde eine CP-Chirasil-Dex CB Kapillarsäule (25 m × 250 μm × 0.25 μm, Agilent, US) 

verwendet. Die Injektortemperatur betrug 200 °C und die Detektortemperatur 

240 °C. Für das Temperaturprogramm wurden folgende Parameter verwendet: 

90 °C, Erhitzen auf 165 °C (4 °C/min), Erhitzen auf 200 °C (40 °C/min). Quantifizie-

rungen wurden mit 1-Octanol als internen Standard durchgeführt. 

 

AacSHC 

Des Weiteren wurde ein Gaschromatograph vom Typ Agilent 7890A GC/MS (Santa 

Clara, US) mit kombinierten Flammenionisationsdetektor sowie massenselektivem 

Detektor (Agilent 5975 Series MSD, Santa Clara, US) genutzt. Die parallele Analyse 

mit beiden Detektoren erfolgte über die Teilung des Gasflusses direkt nach der 

Trennung in der Kapillarsäule (DB-5HT, 30 m × 250 μm × 0.1 μm, Agilent, Santa 

Clara, US). Bei diesem System wurde Helium als Trägergas verwendet. Gemessen 

wurde bei einer Injektortemperatur von 275 °C sowie einer FID-Temperatur von 

410 °C. Für das Standard-Temperaturprogramm wurden folgende Parameter ge-

wählt: 70 °C (2 min), Erhitzen auf 230 °C (20 °C/min), Erhitzen auf 240 °C 

(20 °C/min), Erhitzen auf 270 °C (20 °C/min), Erhitzen auf 380 °C (20 °C/min) mit 

einer Haltezeit von 2 min. Die Quantifizierungen wurden mit 1-Octanol als internen 

Standard durchgeführt. 
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2.4.2 NMR-Spektroskopie 

 

Zur Charakterisierung der enzymatisch synthetisierten Moleküle wurde die NMR-

Spektroskopie genutzt. 1H- und 13C-NMR Spektren wurden mit einem Bruker Avance 

500 Spektrometer bei 500.15 MHz vermessen. Die chemische Verschiebung ( ) in 

parts per million (ppm) wurde bezogen auf den Standard Tetramethylsilane 

( =0 ppm). 
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3 Ergebnisse 

In der vorliegenden Arbeit wurden Enzymklassen gewählt, die unter Verwendung 

der Asparaginsäure als aktive Aminosäure verschiedene Reaktionen katalysieren. Es 

sollte die jeweilige katalytische Promiskuität, vor allem aber die Substratpromiskui-

tät untersucht werden. Dafür wurden Untersuchungen mit zwei unterschiedlichen 

Enzymen, der LinB aus Sphingobium japonicum als Vertreter der Haloalkan Dehalo-

genasen, und der AacSHC aus Alicyclobacillus acidocaldarius als Vertreter der 

Squalen-Hopen-Zyklasen, durchgeführt, welche im Folgenden separat behandelt 

werden. 

3.1 LinB 

3.1.1 Klonierung, Expression und Aufreinigung der LinB 

 

Das native LinB Gen, welches sich auf dem pUC18-Plasmid (freundlicherweise von 

der Arbeitsgruppe J. Damborksy, Masaryk Universität, Brünn zur Verfügung gestellt) 

befand, wurde mittels einer PCR (2.2.3) vervielfältigt, wobei gleichzeitig die jeweili-

gen Sequenzen der HindIII und NcoI Bindestellen eingefügt wurden. Anschließend 

wurde das Gen mit Hilfe der Restriktionsenzyme HindIII und NcoI verdaut und per 

Agarose-Gelelektrophorese (2.2.4) aufgereinigt. Das Plasmid pET-28a(+) wurde mit-

tels derselben Restriktionsenzyme verdaut und per Agarose-Gelelektrophorese 

(2.2.4) aufgereinigt. Anschließend wurde das LinB-Fragment in pET-28a(+) kloniert. 

Das klonierte Gen wurde mittels Sequenzierung überprüft, in den entsprechenden 

Expressionsstamm E. coli BL21 (DE3) transformiert und anschließend die Expres-

sion nach 2.3.2 über 19 h durchgeführt. Die Proteinaufreinigung, die nach dem Auf-

schluss der Zellen erfolgte, wurde mittels Co2+-Affinitätschromatographie über 

HisGraviTrap™ TALON®-Säulen durchgeführt (2.3.6). Die durchschnittlichen 

Proteinkonzentrationen wurden nach 2.3.8 bestimmt. Die Menge an gewonnenem 

Enzym nach der Proteinaufreinigung und Aufkonzentration über Vivaspin Säulen 

betrug ca. 20 mg LinB pro L TB-Medium. Die Reinheit betrug > 95 % (SDS-Gel im 

Anhang). 
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3.1.2 Bestimmung der Aktivität des LinB Wildtyps 

 

Die Aktivität des exprimierten und aufgereinigten Wildtyps wurde anhand in vitro 

Biotransformationen (2.3.9.1) mit 1-Chlorhexan als natürlichem Substrat getestet 

und mittels GC-FID analysiert. Die spezifische Aktivität wurde mit 0.46 ± 0.01 U/mg 

Enzym bestimmt. 

3.1.3 Untersuchung zur Substratspezifität der nativen LinB 

 

Zur Untersuchung der Substratspezifität der aufgereinigten LinB wurde diese auf die 

Fähigkeit dahingehend getestet, ob nicht-halogenierte Alkane als Substrate umge-

setzt werden, die noch nicht literaturbekannt sind. Dabei wurde das Augenmerk auf 

Substrate gelegt, die Substrate anderer Mitglieder der Hydrolase-Familie darstellen, 

wie etwa Ester, Amide oder auch Epoxide. Zusätzlich wurden Substrate gewählt, die 

chemisch sehr ähnlich zu den halogenierten Verbindungen sind, wie die Pseudoha-

logenide Azide, Thiocyanate, Isocyanate und Isothiocyanate. Die ausgewählten Sub-

strate, die für ein erstes screening ausgewählt wurden, sind in Schema 6 zu-

sammengefasst. 

 

 
 

Schema 6 Natürliche Reaktion der LinB (1) und alternativ getestete Substrate (2). 
 

Ausgewählte Substrate wurden nach dem beschriebenen Protokoll unter 2.3.9.1 auf 

Aktivität getestet. Die Reaktionsansätze wurden mit 1.6 μM (50 μg/mL) Enzym, 
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2.5 mM Substrat über Nacht (16 h) bei 37 °C inkubiert. Negativkontrollen wurden 

jeweils mit leerem pET-28a(+)-Vektor vorgenommen. Im Rahmen erster Untersu-

chungen konnte festgestellt werden, dass LinB keine Aktivität gegenüber den Subs-

traten 12-16 aufwies. 1-Isocyanatohexan 16 hydrolysierte bei den gegebenen Reak-

tionsbedingungen ohne Enzymzugabe. Unter den getesteten Pseudohalogeniden 17-

19 zeigte LinB interessanterweise eine deutliche Aktivität gegenüber 

1-Thiocyanatohexan 18 und 1-Isothiocyanatopentan 19 von bis zu 30 % Umsatz 

nach 16 h (Tabelle 13). Allerdings stellte 1-Azidohexan 17 kein Substrat für LinB 

dar, da keine Umsetzung des Substrates festgestellt werden konnte. Die spezifischen 

Aktivitäten der nativen LinB bezüglich 1-Thiocyanatohexan 18 und 

1-Isothiocyanatopentan 19 waren 30–100-fach verringert im Gegensatz zum natür-

lichen Substrat 1-Chlorhexan 10. Weiterhin wurden zyklische oder benzylische 

Pseudohalogenide getestet (Schema 7). 

 
Schema 7 Weitere getestete Substrate. 
 

Die sterisch anspruchsvolleren Substrate Benzylthiocyanat 20 und 

Cyclohexylisothiocyanat 23 zeigten deutlich höhere Umsätze (95 % und 71 %) als 

die linearen Substrate 18 und 19 (10 % und 29 %). LinB akzeptierte Azide nicht als 

Substrate, da auch kein Umsatz für Benzylazid 22 beobachtet werden konnte. Inte-

ressanterweise zeigte Benzylisothiocyanat 21 nur geringen Umsatz (unter 10 %) im 

Gegensatz zum linearen Substratanalogon 1-Isothiocyanatopentan 19 (30 %) und 

zum strukturell sehr ähnlichen Benzylthiocyanat 20 (95 %). Die Negativkontrolle 

mit leerem pET-28a(+)-Vektor zeigte keine Umsetzung der Thio- oder 

Isothiocyanate. Da die erwarteten Alkohole Hexanol 11, Pentanol, Benzylalkohol 

und Cyclohexanol als Referenzen kommerziell erhältlich waren, wurde nicht nur die 

Substratabnahme gemessen, sondern zusätzlich die Produktbildung überprüft. Inte-

ressanterweise konnte bei Substraten, die eine Isothiocyanat Gruppe aufweisen, der 

entsprechende Alkohol nicht detektiert werden, allerdings eine klare Substratab-

nahme. Die Negativkontrolle zeigte nach pH-neutraler Extraktion mit MTBE neben 
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dem Substrat 1-Isothiocyanatopentan 19 (rt 7.8 min) und dem internen Standard 1-

Octanol (ISTD) (rt 7.4 min) keinen weiteren Peak (Abbildung 11). 

 

 
Abbildung 11 GC-Chromatogramm nach der Biotransformation von 1-Isothiocyanatopentan (Substrat) mit 
LinB Wildtyp. blau: Negativkontrolle mit leerem pET-28a(+) mit 1-Octanol als Standard (ISTD), rot: Umset-
zung mit LinB Wildtyp, braun: erneute salzsaure Extraktion des Reaktionsansatzes mit MTBE, schwarz: 
erneute basische Extraktion des Reaktionsansatzes mit MTBE. 
 
 
Nach der Umsetzung mit LinB Wildtyp über 16 h war eine deutliche Substratab-

nahme zu verzeichnen. Durch basische Extraktion (deprotonierendes Milieu) konnte 

ein unbekanntes Produkt detektiert werden (rt 3.9 min). Über das GC-MS Fragmen-

tierungs-Muster wurde deutlich, dass es sich um ein Amin handeln könnte. Da 

Amine im pH-neutralen Milieu positiv geladen vorliegen und somit kaum durch Ex-

traktion mit organischen Lösungsmitteln gewonnen werden können, wird durch das 

basische Milieu ein Proton der Aminogruppe abstrahiert und es dadurch möglich 

das Amin mit organischen Lösungsmitteln zu extrahieren. Durch anschließende Ace-

tylierung mit Acetanhydrid und Auswertung des GC-MS Fragmentierungsmusters 

(Abbildung 12) konnte bestätigt werden, dass es sich um ein Amin handelt.  

 

 
Abbildung 12 Fragmentierungsmuster des acetylierten Amins. 
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Für die eindeutige Identifizierung wurde das kommerziell erhältliche 

1-Aminopentan 24 als Referenzstandard eingesetzt. Somit konnte die enzymkataly-

sierte Hydrolyse zum Amin verifiziert werden. Die Substrate Benzylisothiocyanat 21 

und Cyclohexylisothiocyanat 23 zeigten als Produkte nach der in vitro Biotransfor-

mation jeweils Benzylamin 26 und Cyclohexylamin 27. Tabelle 13 zeigt die Zusam-

menfassung der Ergebnisse, die mit LinB Wildtyp erhalten wurden. 
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Tabelle 13 Ergebnisse der Umsetzungen der alternativ getesteten Substrate mit LinB Wildtyp nach 16 h. 
Alle Experimente wurden als Triplikate durchgeführt. 

# Substrat                               Produkt Produktbildung [%] 
Spez. Aktivität 

[U/mg] 

1 
 

55.32 ± 1.62 * 0.46 ± 0.01 

2 
 

10.08 ± 0.19 0.005 ± 0.000 

3 
 

28.89 ± 1.08 0.015 ± 0.001 

4 

 

95.18 ± 1.89 0.050 ± 0.001 

5 

 

3.62 ± 0.08 0.002 ± 0.000 

6 

 

70.93 ± 0.99 0.037 ± 0.001 

*: nach 1 h 

 

Qualitativer Bismut Assay zum Nachweis eines neuen Reaktionsmechanismus 

 

Die erhaltenen Ergebnisse implizierten an dieser Stelle einen neuen Reaktionsme-

chanismus für LinB in Bezug auf die Isothiocyanate, da erstmals Amine generiert 

wurden. Betrachtet man den Reaktionsmechanismus der LinB, wäre ein denkbares 

Intermediat ein an das Enzym kovalent gebundenes Thiocarbamat-Analogon, das 

durch den nukleophilen Angriff der katalytisch aktiven Asparaginsäure zustande 

kommt. Durch den Angriff eines aktivierten Wassermoleküls (aktiviert durch 

Histidin aus der katalytischen Triade) auf die Carbonylgruppe des Thiocarbamat-

Analogons, wird somit das Aspartat des Enzyms regeneriert und unter Zerfall des 

Thiocarbamat-Analogon das Gas Carbonylsulfid (O=C=S) und das entsprechende 
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Amin frei. Das Amin konnte wie eben erwähnt gaschromatographisch eindeutig 

identifiziert werden. Um den Reaktionsmechanismus zu bekräftigen, wurde ein 

Assay entwickelt, der Carbonylsulfid nachweisen sollte. Die Tatsache, dass das ver-

mutlich gebildete Carbonylsulfid in wässrigem Medium direkt zu H2S und CO2 zer-

fällt, wurde für einen qualitativen Assay ausgenutzt. Mit Bismut-Ionen sollte das in 

situ entstandene Carbonylsulfid unter Bildung eines braunen Niederschlags Bi2S3 

abgefangen werden. Es wurden verschiedene Reaktionsansätze nach 2.3.9.2 

durchgeführt. In Abbildung 13 sind die Reaktionsgefäße nach der erfolgten Biotrans-

formation zu sehen: Die Positivkontrolle mit LinB Wildtyp und 

Cyclohexylisothiocyanat 23 als Substrat in Kaliumphosphatpuffer (KPi-Puffer) 

(pH 7.6), zeigte als einzige den braunen Niederschlag (Abbildung 13(a)). Als 

Negativkontrollen dienten LinB in (KPi-Puffer) ohne Substrat (b), KPi-Puffer (pH 7.6) 

mit Cyclohexylisothiocyanat 23 ohne LinB (c), LinB in KPi-Puffer (pH 7.6) mit 

Benzylthiocyanat 20 (d) und KPi-Puffer (pH 7.6) mit Benzylthiocyanat 20 ohne LinB 

(e).  

 
Abbildung 13 Reaktionsgefäße (a)-(e) nach der Biotransformation. (a) LinB mit Cyclohexylisothiocyanat 23 
zeigte deutlich einen braunen Niederschlag, welcher auf die Bildung von Bi2S3 hindeutet. Bei den jeweiligen 
Negativkontrollen (b)-(e) war keine Braunfärbung zu erkennen.  
  

 (a)  (b)  (c)  (d)  (e) 
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3.1.4 Design und Charakterisierung der LinB-Mutantenbibliothek 

 

Um ein besseres Verständnis für den Reaktionsmechanismus zu gewinnen, und die 

Substratspezifizität zu untersuchen, wurde auf Basis von einem Sequenzalignment 

bezüglich konservierter und flexibler Aminosäuren innerhalb der HLD Familie, [61] 

mit Hilfe von rationalem Design eine fokussierte Mutantenbibliothek erzeugt. Da aus 

der Literatur bekannt ist, dass die flexible Cap-Domäne einen großen Einfluss auf die 

Substratspezifität hat, [61] [95] [96] wurden hier die Aminosäuren V173 (aus der ersten 

Sphäre der aktiven Tasche) und drei weitere P144, Q146 und L177 (Tunnel-Amino-

säuren) adressiert. Insgesamt wurden sechs Varianten erstellt (Cap-Domäne Varian-

ten). Um die hydrophobe Tasche der LinB in der Cap-Domäne weitgehend zu erhal-

ten, wurden Aminosäuren gewählt, die sich in der Größe unterscheiden, den hydro-

phoben Charakter aber beibehalten (P144R, Q146A, V173L, L177F, L177M, L177W). 

Zur Untersuchung des postulierten Reaktionsmechanismus wurden zusätzlich Ami-

nosäuren ausgetauscht, die Teil der katalytisch aktiven Pentade sind (D108S, H272F 

und N38S) und als sogenannte knockout-Mutanten dienten.  

 

 
Abbildung 14 Kristallstruktur der LinB (PDB-Code 1K5P). Eingefärbte Aminosäuren wurden für die rationale 
Mutagenese ausgewählt. Aminosäuren in grün (Asn38, Asp108 und His272), welche Teil der Hauptdomäne 
sind, wurden gewählt um den Mechanismus zu studieren und Aminosäuren in blau (Pro144, Glu146, Val173 
und L177) wurden gewählt um die Substratspezifität zu untersuchen. 
 

Die Erstellung der Mutanten erfolgte durch Substitution der entsprechenden Amino-

säuren nach dem QuikChange® Protokoll (2.2.10). Nach der Mutagenese wurde die 

Mutation durch Sequenzierung des gesamten Gens verifiziert. Die Expression er-
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folgte identisch zu der des Wildtyps (2.3.2). Die Aktivität der Mutanten wurde nach 

3.1.2 mit 1-Chlorhexan 10 als Modellsubstrat getestet. Die ersten Ergebnisse der 

fokussierten Mutantenbibliothek zeigten durchaus, dass das Expressionslevel stabil 

und die Aktivität gegenüber dem natürlichen Substrat (1-Chlorhexan 10) erhalten 

bleibt (Tabelle 14). 

 
Tabelle 14 Spezifische Aktivitäten der nativen LinB und zugehörige Mutanten. Alle Experimente wurden als 
Triplikate durchgeführt. 

Substrat Produkt Spezifische Aktivität [U/mg] 

WT 0.46 ± 0.01 

  P144R 0.48 ± 0.01 

  Q146A 0.46 ± 0.02 

  
V173L 0.52 ± 0.04 

  L177F 0.50 ± 0.04 

  L177M 0.49 ± 0.03 

  L177W 0.50 ± 0.01 

 

Des Weiteren wurden die spezifischen Aktivitäten der Mutanten gegenüber den al-

ternativen Substraten mit aufgereinigtem Protein bestimmt. Einige Varianten zeig-

ten im Gegensatz zum Wildtyp jeweils eine deutliche Steigerung oder Minderung der 

Aktivität. Die zusammenfassenden Ergebnisse der getesteten Substrate sind in 

Tabelle 15 aufgelistet.  
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Tabelle 15 Substratspezifität des aufgereinigten Wildtyps LinB und zugehörige Mutanten. 

  Relative Aktivitäten [% von WT] 

 

Cap-Domäne Varianten Knockout-Mutanten 

WT P144R Q146A V173L L177F L177M L177W  N38S D108S H272F 

 
100 104 101 113 107 106 108  - - - 

 
100 35 65 61 58 52 31  - - - 

 
100 31 58 41 19 52 40  - - - 

 

100 65 93 67 54 91 34  - - - 

 

100 101 99 120 1313 1245 1688  - - - 

 

100 21 72 43 99 88 18  - - - 

aSpezifische Aktivitäten (U/mg Enzym) des Wildtyps LinB: 0.46 ± 0.01 (1-Chlorhexan), 0.005 ± 0.000 (1-Thiocyanatohexan

), 0.015 ± 0.001 (1-Isothiocyanatopentan), 0.050 ± 0.001 (Benzylthiocyanat), 0.002 ± 0.000 (Benzylisothiocyanat), 0.037 ± 

0.001 (Cyclohexylisothiocyanat) 

-:  Keine Aktivität 

 

Die Cap-Domäne-Varianten (linksstehend in Tabelle 15) und der Wildtyp 

demonstrierten moderate bis hohe Aktivitäten gegenüber den organischen Thio-und 

Isothiocyanaten. L177M und Q146A setzten Benzylthiocyanat 20 annähernd mit 

gleicher Aktivität wie der Wildtyp um. Die restlichen Varianten in der Cap-Domäne 

zeigten eine deutliche, wenn auch geringere Aktivität gegenüber Benzylthiocya-

nat 20. Tunnelvariante L177W zeigte hingegen einen ausgeprägten Rückgang der 

Aktivität gegenüber der nativen LinB. Das lineare, weniger sterisch anspruchsvolle 

1-Thiocyanatohexan 18 war ein schlechtes Substrat für die Cap-Domäne Varianten, 
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da die Bildung von Hexanol 11 nur sehr gering war (nur ca. 3-7 %). Interessanter-

weise wurde Benzylisothiocyanat 21 im Gegensatz zu Benzylthiocyanat 20 nur mit 

bis zu 4 % nach 16 h umgesetzt. Positive Ausnahmen stellten hier die drei Varianten 

L177F, L177M und L177W dar. Unabhängig von der eingeführten Aminosäure an 

Position 177 zeigten alle die Bildung von Benzylamin 26 mit 45–61 %. L177W 

wurde hierbei als aktivste Variante identifiziert, die eine 15-fach höhere Produktbil-

dung von Benzylamin 26 relativ zum Wildtyp aufwies (Tabelle 15). Dies deutet auf 

eine essentielle Rolle für die Substratspezifität der Position 177 hin. Im Schnitt de-

monstrierten die Cap-Domäne Varianten unter den getesteten Isothiocyanaten die 

höchste Aktivität gegenüber Cyclohexylisothiocyanat 23. Der maximal erreichbare 

Umsatz war nach 5 h bereits erreicht (Abbildung 15).  
 
 

Abbildung 15 Bildung von Cyclohexylamin mit der nativen LinB und zugehörige Mutanten. Alle Experimente 
wurden als Triplikate durchgeführt, die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung an. 

 
Es zeigte sich, dass die Mutanten das sterisch weniger anspruchsvolle  

1-Isothiocyanatopentan 19 mit verringerten Umsätzen hydrolysierten. Die höchste 

Produktbildung von 1-Aminopentan 24 zeigte Q146A mit knapp 17 %. Hervorzuhe-

ben ist auch, dass der Austausch der Aminosäuren D108, H272 und N38 zum voll-

ständigen Verlust der Aktivität führte.  
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3.1.5 Enantioselektivitäten der LinB und Varianten 

 

In folgenden Experimenten wurden die Mutantenbibliothek und die native LinB auf 

Enantioselektivität getestet. Als Substrat wurde anfangs 

-Methylbenzylisothiocyanat rac-28 gewählt. rac-28 wurde jeweils auch als enan-

tiomerenreines Substrat eingesetzt. Die Biotransformation wurde nach 2.3.9.1 

durchgeführt. Das resultierende -Methylbenzylamin 29 konnte allerdings nicht 

detektiert werden, da die Aminogruppe direkt mit dem elektrophilen C-Atom der 

NCS-Gruppe des Substrats reagierte und eine Thiourea-Verbindung 30 (Schema 8) 

bildete, die eindeutig per GC-MS Analyse verifiziert werden konnte. 

 

 
Schema 8 LinB-katalysierte Hydrolyse von rac-28. 
 

Allerdings konnte durch die Biotransformationen mit den enantiomerenreinen 

Substraten festgestellt werden, dass LinB (S)-28 bevorzugt hydrolysierte, da hier 

der Umsatz 4-fach größer war, als für das (R)-28. Aufgrund der Reaktivität des -

Methylbenzylamin wurde für die Aufklärung der Enantioselektivität der LinB für die 

folgenden Experimente 2-Isothiocyanatooctan rac-31 als Substrat gewählt (Schema 

9).  

 
Schema 9 Hydrolyse von 2-Isothiocyanatooctan mit LinB. 
 
Nach der in vitro Biotransformation nach 2.3.9.1 von rac-31 wurde eine Derivatisie-

rung mit Acetanhydrid der entstandenen Amine durchgeführt, um somit eine bes-

sere Trennung auf der chiralen GC-Säule zu erlangen. Die getesteten Varianten ein-

schließlich des Wildtyps zeigten ausschließlich (S)-Selektivität. Der höchste Enanti-



3 Ergebnisse  
 

54 

omerenüberschuss von (S)-2-Octanamin (S)-32 wurde mit dem Wildtyp erreicht, 

welcher bei 97 % lag. Allerdings war der Gesamtumsatz (4.85 %) niedriger als der 

von Q146A, welche als beste Variante einen Umsatz von 11 % (94 % ee) zeigte. Inte-

ressanterweise zeigte L177W keinen stark ausgeprägten Enantiomerenüberschuss, 

da hier der ee-Wert des (S)-enantiomerenreinen Produktes bei 33 % lag (Tabelle 

16). 

 
Tabelle 16 Produktbildung nach der Biotransformation mit aufgereinigtem Enzym. 
 

Substrat Produkt Enzym 
Produktbildung (%) / 

 (ee) (%) 

  WT 
4.85 ± 0.11 / 

 >97 (S) 

  P144R 
9.92 ± 0.35 / 

>95 (S) 

  

Q146A 
10.97 ± 0.61 / 

>94 (S) 

  V173L 
3.3 ± 0.23 / 

>89 (S) 

  L177M 
7.60 ± 0.24 / 

>83 (S) 

  L177W 
1.41 ± 0.04 / 

>33 (S) 

 
 
Begleitend zu diesen Untersuchungen wurde eine theoretische Studie zur Bindung 

der verschiedenen Enantiomere von rac-31 durchgeführt, wozu ein Docking von 

rac-2-Isothiocyanatooctan rac-31 in die Kristallstruktur LinB Wildtyp und zum Ver-

gleich in Tunnelvariante L177W erfolgte. Als Dockingsoftware wurde YASARA ver-

wendet, welches mit dem Vina Algorithmus arbeitet. Im Docking ist deutlich zu er-

kennen, dass bei LinB Wildtyp eine unterschiedliche Ausrichtung der (R)-und (S)- 

Enantiomere von rac-31 in der aktiven Tasche zustande kommt (Abbildung 16). 

Dadurch hat die funktionelle Gruppe eine andere Orientierung zum nukleophilen 

Aspartat und den halogenid-stabilisierenden Aminosäuren. Bei Variante L177W sind 
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beide Enantiomere sehr ähnlich in ihrer Orientierung, gleichzeitig ist eine ge-

stauchte Ausrichtung der Substrate in der aktiven Tasche zu erkennen. 

 

 

 
 
Abbildung 16 a) Schematische Darstellung der Kristallstruktur von LinB Wildtyp (PDB-Code: 1K5P) mit 
(R)-2-Isothiocyanatooctan (gelb) und (S)-2-Isothiocyanatooctan (lila) in der aktive Tasche gedockt b) Sche-
matische Darstellung der Kristallstruktur von LinB L177W mit (R)-2-Isothiocyanatooctan (gelb) und 
(S)-2-Isothiocyanatooctan (lila) in der aktive Tasche gedockt. 
 
  

a b 
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3.2 AacSHC 

Die Substratpromiskuität der AacSHC wurde in vorangegangen Studien von Hoshino 

et al. [85] bezüglich verkürzter Substratanaloga von Squalen untersucht. Es konnte 

wie in 1.3.2.2 beschrieben, die erfolgreiche Zyklisierung des Sesquiterpens Farnesol 

33 gezeigt werden. Alle Produkte wurden ausgehend von einem Carbokation-Inter-

mediat gebildet (Schema 10). Produkte 34 und 35 kommen durch 

Eliminierungsreaktionen zustande, Produkt 36 durch einen selektiven nukleophilen 

Angriff eines Wassermoleküls und Produkt 37 durch den Angriff der Hydroxygruppe 

des Farnesols.  

 

 
Schema 10 Polyzyklisierung von Farnesol 33 mit der nativen AacSHC und die jeweiligen Ausbeuten. [85] 
  

Produkt 37 resultiert daher aus einer intermolekularen Reaktion, die bis dahin noch 

nicht zum Reaktionsrepertoire der nativen AacSHC gehörte. Die vorliegende Studie 

wird sich im Folgenden mit intermolekular-katalysierten Reaktionen der AacSHC 

beschäftigen. Der Fokus lag auf dem screening der AacSHC Mutantenbibliothek, wel-

che in Kapitel 1.3.2.3 erläutert wurde, gegenüber höheren Ausbeuten dieses 

Etherproduktes 37 und die Ausnutzung des katalytischen Potentials dieser Biblio-

thek gegenüber der Bildung neuer, intermolekularer Produkte. 
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3.2.1 Expression und Aktivitätstest der Mutantenbibliothek gegenüber 

Farnesol 

 

Die Expression der nativen AacSHC und deren Mutanten erfolgte nach 2.3.3. Nach 

Solubilisierung und Hitzeschock (2.3.5) wurden die Enzympräparationen für das 

screening des Sesquiterpen Farnesol 33 verwendet. Die Biotransformation wurde 

nach 2.3.9.3 für 20 h durchgeführt. Die Varianten zeigten deutliche Unterschiede in 

Bezug auf die Produktverteilung. Die Ergebnisse der aktivsten Punktmutanten (Um-

satz von Farnesol ≥ 50 %) der fokussierten Bibliothek sind in Abbildung 17 zu se-

hen.  

 
 

 
  
Abbildung 17 Produktverteilung [%] nach der Zyklisierung von Farnesol mit der AacSHC Mutantenbibliothek 
(2 mM Substrat, 0.01 % CHAPS, 1 mg/mL Katalysator, 20 h, 65 °C). Alle Experimente wurden als Triplikate 
durchgeführt. 
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Auffällig ist, dass die Mehrheit der Varianten ein ähnliches Produktverteilungsmus-

ter zeigte und keine Bildung von 37 zu verzeichnen war. Bei diesen treten 36 als 

Hauptprodukt, 34 und 35 als Nebenprodukte auf. Interessanterweise demonstrier-

ten einige Varianten eine ausgeprägt hohe Selektivität gegenüber genau diesen Ne-

benprodukten, wie zum Beispiel F365A und I261W, welche Produkt 35 selektiv 

mit > 98 % bildeten. Bei Varianten Q366W, S307A, W312A und I261W war deutlich 

zu sehen, dass kein Additionsprodukt wie 36 oder 37 gebildet wurde. Unterschiedli-

che Varianten mit der Fähigkeit 37 zu bilden konnten identifiziert werden. Diese 

positiv getesteten Varianten W489A, Y420C, L607A, L607F und Y609A und der 

Wildtyp wurden in darauffolgenden Studien näher untersucht. Durch in vitro Bio-

transformationen nach 2.3.9.3 

wurde ausschließlich die relative 

Aktivität bezüglich der Produktbil-

dung von 37 verglichen zum Wild-

typ in einer Einfachbestimmung 

betrachtet. Es stellte sich heraus, 

dass die besten Varianten L607A 

und L607F nach 20 h eine bis zu 

4-fach höhere Produktbildung von 

37 gegenüber dem Wildtyp zeigten.  

 

 

3.2.2 Reaktionskontrolle der Farnesol Zyklisierung mit L607A und L607F 

über 48 h 

 

Eine Reaktionskontrolle der Zyklisierung von Farnesol wurde mit den Varianten 

L607A und L607F durchgeführt, um den Umsatz und die Produktbildung zu verfol-

gen. Es wurden Proben nach 2.5 h, 4.5 h, 21 h, 29 h und 48 h genommen. Durch eine 

dünnschichtchromatographische Analyse wurde deutlich, dass 34–36 schneller ge-

bildet werden als 37 (die erste nachweisbare Menge wurde nach 4.5 h detektiert). 
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Abbildung 18 Relative Aktivität bestimmt anhand von 
Einfachmessungen der nativen AacSHC und zugehörige 
Mutanten gegenüber der Bildung von 37. 
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Abbildung 20 
DC-
Chromatogramm 
nach der 
Umsetzung von 
Farnesol mit 
AacSHC WT. 

37 

34, 35 

33 

36 

Nach 21 h konnte die nahezu vollständige Umsetzung von Farnesol erreicht werden. 

Aufgrund ansteigender Bildung von nicht-identifizierbaren Nebenprodukten nach 

29 h und 48 h, wurde für weitere Analysen die Biotransformationszeit von 24 h ge-

wählt.  

 
Abbildung 19 DC-Chromatogramm der Biotransformationen von Farnesol 33 mit L607A (links) und L607F 
(rechts). 
 

 

3.2.3 Isolation, Identifizierung und Quantifizierung des Farnesol 

Zyklisierungsprodukts 37 

 

Um das Produkt zu isolieren, wurde ein Upscaling der Biotransfor-

mation nach 2.3.9.4 durchgeführt, indem 111 mg (2 mM) Farnesol 

mit der AacSHC (1 mg/mL) umgesetzt wurden. Die Produkte wurden 

mittels Säulenchromatographie mit einer Mischung aus 

Cyclohexan:Ethylacetat 12:1 isoliert und die Struktur mittels NMR 

analysiert. Die Rf-Werte wurden zu 0.6 (34), 0.5 (35), 0.1 (36) und 

0.7 (37) bestimmt (Abbildung 20). Die isolierte Menge von 37 betrug 

4.6 mg (4.1 % isolierte Ausbeute). Mit dem isolierten Produkt wurde 

eine Kalibriergerade aufgenommen und für die Quantifizierung der 

analytischen Biotransformationen verwendet (Tabelle 17). 
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Tabelle 17 Produktbildung nach der Zyklisierung von Farnesol mit AacSHC WT und deren Varianten (2 mM 
Substrat, 1 mg/mL Katalysator, 0.01 % CHAPS, 24 h, 65 °C). Alle Experimente wurden als Triplikate durch-
geführt. 
 
Substrat Produkt Enzym Produktbildung (mM) 

 

WT 0.08 ± 0.03 

L607F 0.78 ± 0.01 

L607A 0.30 ± 0.01 

 

Mit Variante L607F wurde eine 10-fach höhere Produktbildung von 37 erzielt.  

3.2.4 Docking Studien mit PyMOL 

 

Unter der Verwendung der Kristallstruktur der nativen AacSHC, wurden Docking-

Studien durchgeführt, um mögliche Gründe der verbesserten Umsätze von L607A 

und L607F gegenüber der Bildung von 37 zu untersuchen. Unter der Annahme, dass 

Farnesol 33 ähnlich zum Azasqualen, welches in der Kristallstruktur der AacSHC 

co-kristallisiert wurde, in einer sesselartigen Konformation bindet, wurde das 

Sesquiterpen Farnesol analog zu Azasqualen in die aktive Tasche gedockt 

(Abbildung 21). Es zeigte sich sehr deutlich, dass die aliphatische Seitenkette von 

L607 in Richtung des Kohlenstoffes exponiert ist, der die zuletzt gebildete positive 

Ladung trägt. 

 
Abbildung 21 Schematische Darstellung der Kristallstruktur von AacSHC WT mit Farnesol (lila) in der akti-
ven Tasche, in grün sind die Aminosäuren Asp376 und Leu607 dargestellt. 
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Die Mutationen von Leucin wurden mittels der Software PyMOL durchgeführt. 

Durch die Substitution von Leucin zu Phenylalanin (oder Alanin) wurde die aktive 

Tasche in diesem Segment deutlich verändert (Abbildung 22). 
 

 
Abbildung 22 Schematische Darstellung der Kristallstruktur von a) AacSHC WT mit Farnesol (grün) in der 
aktiven Tasche, in blau sind die Aminosäuren Leu607 dargestellt und b) L607F. Durch die Substitution von 
Leucin zu Phenylalanin ist eine Vergrößerung der aktiven Tasche zu sehen, die einen nukleophilen Angriff 
durch ein weiteres Molekül erleichtert. 
 
 

3.2.5 Untersuchung der Zyklisierung von Farnesol mit L607F in Gegenwart 

von Geraniol  

 

Zur Erweiterung des Produktspektrums, wurde ein weiter verkürztes Terpen Gera-

niol 38 als weiteres Nukleophil für die intermolekulare Reaktion getestet. Hier 

wurde für die Biotransformationen anfangs wieder L607F gewählt, da diese Vari-

ante die höchste Aktivität gegenüber intermolekularen Reaktionen aufwies. Interes-

santerweise zeigte die Zyklisierung von Farnesol in Gegenwart von Geraniol neben 

Produkten 34-37 nach der GC-Analyse nicht nur das erwartete intermolekulare 

Produkt 39 (Schema 11), sondern zusätzlich ein unbekanntes Produkt 40 welches 

eine geringere Masse als 39 aufwies.  
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Schema 11 Nukleophile Addition von Geraniol an Farnesol 33 führt zur Bildung von 39 und weiteren Produk-
ten. 
 

Knockout-Mutante D376C zeigte keine Formation dieser Produkte, was auf eine en-

zymkatalysierte Reaktion schließen lässt, auch für das unbekannte Produkt 40. Da 

das unbekannte Produkt laut Massenspektrum die Masse von 290 m/z aufwies, 

wurde vermutet, dass es sich um ein Etherprodukt handelt, das von zwei Geraniol-

molekülen gebildet wurde.  

 
Schema 12 Ein weiteres Zyklisierungsprodukt aus der Biotransformation von L607F mit Geraniol. 
 

Untersuchung der Monozyklisierung von Geraniol mit L607F 

 

Wie bereits erwähnt führten die Experimente mit Geraniol als Nukleophil unter an-

derem zu einem neuen, noch nicht bekannten Produkt 40, welches durch die Zykli-

sierung von Geraniol und anschließender nukleophiler Addition eines weiteren Ge-

raniolmoleküls zustande gekommen sein könnte. Für die Untermauerung dieser 

These wurde die Zyklisierung mittels L607F mit Geraniol ohne Farnesol durchge-

führt. Als Substratkonzentration wurden 65 mM Geraniol gewählt (dies entspricht 

den 1 % Geraniol (v/v), die in vorherigen Experimenten als Nukleophil Konzentra-
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37 

tion gewählt wurde). Produkt 40 konnte erneut per GC-MS Analyse detektiert wer-

den.  

3.2.6 Isolation und Identifizierung der Zyklisierungsprodukte 39 und 40 

 

Um die Produkte zu isolieren, wurde ein Upscaling der Biotransfor-

mation nach 2.3.9.4 durchgeführt, indem 111 mg (2 mM) Farnesol 

und 1 % (v/v) Geraniol (65 mM) mit der solubilisierten L607F umge-

setzt wurden. Um das überschüssige Geraniol vor der Säulenchroma-

tographie zu entfernen wurde eine Vakuum-Destillation durchge-

führt. Die Zyklisierungsprodukte wurden mittels Säulenchromato-

graphie mit einer Mischung aus Cyclohexan:Ethylacetat 9.5:1 isoliert 

und die Struktur mittels NMR analysiert. Die Rf-Werte wurden zu 

0.50 (37), 0.41 (39), 0.38 (40), und 0.25 (33) bestimmt. Die gewon-

nene Menge von 40 betrug 20 mg (0.2 % isolierte Ausbeute). Mit 

dem isolierten Produkt 40 wurde eine Kalibriergerade aufgenom-

men und für die Quantifizierung der analytischen Biotransformatio-

nen verwendet. Produkt 39 konnte nicht in ausreichender Form für 

eine Kalibriergerade isoliert werden.  

 

 

 

Untersuchung der Auswirkung von verschiedenen Geraniolkonzentrationen 

auf die Produktverteilung der Farnesol Zyklisierung 

 

Zur Untersuchung der Auswirkung von verschiedenen Geraniolkonzentrationen auf 

die Produktverteilung der Farnesol Zyklisierung wurden analytische Biotransfor-

mationen nach 2.3.9.3 mit L607F durchgeführt. Die Konzentration von Geraniol 

wurde zwischen 1-5 % (v/v) variiert. Insgesamt konnten nach der Reaktion die 

schon bekannten Zyklisierungsprodukte 34-37 und 39-40 detektiert werden Der 

Gesamtumsatz von Farnesol wurde nur unmerklich geringer bei steigendem Gera-

niol Anteil (14 % weniger Umsatz bei 5 % (v/v) Geraniol). Eine interessante Be-

obachtung war, dass mit steigender Konzentration an Geraniol das Produktverhält-

Abbildung 23 
DC-
Chromatogramm 
der 
Biotransformation 
von Farnesol und 
Geraniol mit 
L607F. 
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nis zu Gunsten von 40 verschoben wurde. Dafür wurde die Bildung von 36 geringer. 

Die Formation von 39 wurde dabei kaum verändert. Allerdings konnte 37 ab einem 

Geraniolgehalt von 2.5 % (v/v) nicht mehr detektiert werden (Abbildung 24). 

 

 
Abbildung 24 Produktverteilung [%] nach der Umsetzung von Farnesol 33 mit Variante L607F. 
 

3.2.7 Unterschiede zwischen den Varianten L607A und L607F und dem Wild-

typ bezüglich der intermolekularen Reaktion zwischen Farnesol und 

Geraniol 

 

Auch hier wurde wie in den vorherigen Experimenten der Vergleich zwischen Wild-

typ, L607A und L607F gezogen. Für die analytischen Biotransformationen wurde 

1 % (v/v) Geraniol verwendet, da bei dieser Konzentration Produkt 37, das auch 

betrachtet werden soll, noch gebildet wird. Interessanterweise zeigte nicht nur 

L607F die Formation von 39 und 40 sondern auch der Wildtyp und Variante L607A. 

In Tabelle 18 ist die Produktverteilung nach der Zyklisierung von Farnesol zu sehen. 
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Tabelle 18 Produktverteilung [%] nach der Zyklisierung von Farnesol mit AacSHC WT und Varianten (2 mM 
Substrat, 1 % (v/v) Geraniol, 0.01 % CHAPS, 1 mg/mL Katalysator, 24 h, 65 °C), Alle Experimente wurden 
als Triplikate durchgeführt. 

Nukleophil Enzym 34 35 36 37 39 40 
WT 17 17 55 - 2 9 

Geraniol 1% L607A 26 17 9 - 3 45 
L607F 4 14 40 1 8 33 

 

Die Varianten L607A, L607F und der Wildtyp erzeugten Produkt 40 bevorzugt ge-

genüber 39. Der Wildtyp zeigte nach der Biotransformation ein ähnliches Produkt-

verhältnis wie in den vorigen Experimenten ohne zusätzliches Nukleophil. Das Was-

seradditionsprodukt 36 wurde als Hauptprodukt mit 55 % und zu gleichen Teilen 

34 und 35 mit 17 % gebildet. Die Aktivität des Wildtyps gegenüber den intermole-

kular gebildeten Produkten 39 und 40 war allerdings nur gering. Es ist hervorzuhe-

ben, dass im Gegensatz dazu, L607A eine sehr hohe Selektivität gegenüber 40 zu-

kommt, da es mit 45 % als Hauptprodukt gebildet wurde. Das Wasseradditionspro-

dukt 36 war mit 9 % nur noch Nebenprodukt. Im Falle von L607F war das prozen-

tuale Verhältnis der beiden Produkte 36 und 40 vergleichbar. Alle Enzyme demons-

trierten nur eine sehr geringe Aktivität gegenüber 39. Ein dagegen deutlicher Unter-

schied, der bei den Umsetzungen mit den drei Enzymen auftrat, war die Bildung von 

37, die nur bei L607F nachweisbar war. Der Gesamtumsatz von Farnesol war bei 

L607A am geringsten, Wildtyp und L607F zeigten 2- oder 1.5-fach höheren Umsatz. 

Aus den Experimenten wurde eine Aussage über die Quantität von 40 getroffen 

(Tabelle 19).  

 
Tabelle 19 Produktbildung von 40 nach der Zyklisierung von Farnesol mit AacSHC WT und Varianten (2 mM 
Farnesol, 1 % (v/v) Geraniol, 0.01 % CHAPS, 1 mg/mL Katalysator, 24 h, 65 °C). 
Substrat Produkt Enzym Produktbildung (mM) 

 

WT 0.07 ± 0.01 

L607A 0.05 ± 0.01 

L607F 0.09 ± 0.02 
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3.2.8 Untersuchung der Zyklisierung von Farnesol mit L607F in Gegenwart 

von verschiedenen Alkohol-Nukleophilen 

 

Um das katalytische Potential der AacSHC weiter zu untersuchen, sollten Alkohole 

wie Ethanol, Butanol, Pentanol und Hexanol als Nukleophile für die intermolekuare 

Reaktion dienen. Es wurde dazu analog vorgegangen wie in 2.3.9.3 beschrieben, mit 

dem Unterschied, dass den Biotransformationen 1 % (v/v) des entsprechenden Al-

kohols als Nukleophil zugegeben wurde. Für erste Untersuchungen wurde die beste 

Variante L607F als Biokatalysator gewählt. Nach 20 h Biotransformation wurde die 

Reaktion gestoppt und mittels GC-FID/MS analysiert. Es konnten in der Tat jeweils 

unbekannte Produkte neben den bereits bekannten Zyklisierungsprodukten 34-37 

detektiert werden (Abbildung 25).  

 
Abbildung 25 GC-Chromatogramm der Farnesol Umsetzung mit L607F. Schwarz: Biotransformation mit 
Ethanol, Blau: Biotransformation mit Butanol, Braun: Biotransformation mit Pentanol, Rot: Biotransformation 
mit Hexanol. 
 
 
Anhand der Massenpeaks und Fragmentierungsmuster konnten die Etherprodukte 

41-44 identifiziert werden (Schema 13).  
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Schema 13 Zyklisierungsprodukte 41-44 neben 34-37 aus L607F-katalysierten Reaktionen von Farnesol mit 
kurzkettigen Alkoholen als Nukleophilen. 
 

 
Abbildung 26 Produktverteilung [%] nach der Umsetzung von Farnesol mit L607F und 1 % (v/v) Nukleophil. 
  

Interessanterweise verringerte sich der Gesamtumsatz von Farnesol mit steigender 

Kettenlänge des Nukleophils (96 % im Experiment mit Ethanol, 81 % im Experiment 

mit Hexanol). Unabhängig vom gewählten Nukleophil jedoch, ließ sich anhand der 

Produktverteilung deutlich erkennen, dass nach wie vor 36 das Hauptprodukt ist 

(Abbildung 26). Auffällig war, dass die Bildung des intermolekular gebildeten 

Produktes (41-44) ein Maximum bei einer Kettenlänge des Nukleophils von fünf C-

Atomen erreichte, und mit fallender oder steigender Kettenlänge wieder abnahm. 

Die höchste Produktbildung von 37 konnte bei der Umsetzung von Farnesol mit Bu-

tanol als Nukleophil erreicht werden.  
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3.2.9 Isolation und Identifizierung der Farnesol Zyklisierungsprodukte 42 

und 43 

 

Um die Produkte zu isolieren, wurde ein Upscaling der Bio-

transformation nach 2.3.9.4 durchgeführt, indem 111 mg 

(2mM) Farnesol mit jeweils 1 % (v/v) Butanol oder Pentanol 

mit der solubilisierten L607F umgesetzt wurden. Die Zyklisie-

rungsprodukte wurden mittels Säulenchromatographie mit 

einer Mischung aus Cyclohexan:Ethylacetat 10:1 isoliert und 

die Struktur mittels NMR analysiert. Die Rf-Werte wurden zu 

0.64 (34), 0.6 (35), 0.14 (36), 0.68 (42), 0.7 (43) und 0.77 (37) 

bestimmt. Die gewonnene Menge von 42 und 43 betrug jeweils 

3.7 mg (2 % isolierte Ausbeute) und 4.6 mg (3 % isolierte Aus-

beute). Mit dem isolierten Produkt wurde eine Kalibriergerade 

aufgenommen und für die Quantifizierung der analytischen Bio-

transformationen verwendet. 

3.2.10 Unterschiede zwischen den Varianten und dem Wildtyp bezüglich der 

intermolekularen Reaktion 

 

Des Weiteren sollte mit den besten Varianten L607A und L607F ein Vergleich zum 

Wildtyp gezogen werden, inwiefern sich verschiedene Nukleophil-Konzentrationen 

auf die Bildung der verschiedenen Etherprodukte und die daraus resultierende Pro-

duktverteilung auswirken. Dafür wurden analytische Biotransformationen nach 

2.3.9.3 durchgeführt und Butanol und Pentanol als Nukleophile gewählt und deren 

Konzentration von 0-2.5 % variiert.  

36 

33 
34, 35 

 43 
37 

Abbildung 27 DC-
Chromatogramm der 
Biotransformationen von 
Farnesol mit 
solubilisierter L607F. 
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Abbildung 28 Produktbildung von 37 nach Zyklisierung von Farnesol unter Einfluss verschiedener Nukleo-
phile und deren Konzentration. 
 

Die Produktbildung von 37 mit verschiedenen Nukleophilen und variierter Konzent-

ration ist in Abbildung 28 zu sehen. Hervorzuheben ist hier Variante L607F, die die 

intermolekulare Reaktion zwischen zwei Farnesol-Molekülen am besten kataly-

sierte. Ohne Zugabe eines Nukleophils zeigte Variante L607F die höchste Produkt-

bildung von 37 mit 77 % nach 24 h. Allerdings nahm mit steigender Konzentration 

von Butanol oder steigender Kettenlänge des Nukleophils die Bildung von 37 deut-

lich ab. Zwischen den Experimenten ohne Nukleophil und 1 % Pentanol konnte eine 

87 %-ige Verminderung von 37 verzeichnet werden. Interessanterweise war das 

Niveau der Bildung von 37 bei Wildtyp und L607A annähernd gleichbleibend, unab-

hängig vom gewählten Nukleophil oder dessen Konzentration.  

 

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

0 % R-OH 1 % Butanol 2.5 % Butanol 1 % Pentanol

Pr
od

uk
tb

ild
un

g 
[%

] 

WT L607A L607F



3 Ergebnisse  
 

70 

 
Abbildung 29 Produktbildung von 42 bzw. 43 nach Zyklisierung von Farnesol unter Einfluss verschiedener 
Nukleophile und deren Konzentration. 
 

Die Produktbildung von 42 und 43 mit Butanol oder Pentanol und variierter Kon-

zentration ist in Abbildung 29 zu sehen. Auf den ersten Blick wird deutlich, dass 

auch hier Variante L607F die aktivere Variante bezüglich der neu geformten Ether-

produkte 42 und 43 darstellte. Im Experiment mit 2.5 % Butanol konnten 20 % 42 

gewonnen werden, wobei L607A nur 3 % und der Wildtyp 6 % bildeten. In Tabelle 

20 ist die Produktverteilung der verschiedenen Ansätze dargestellt. Die Varianten 

und Wildtyp erzeugten ohne Zugabe von Butanol oder Pentanol das Wasseradditi-

onsprodukt 36 als Hauptprodukt. Die Bildung von Eliminierungsprodukten 34 und 

35 wurde durch die Zugabe von einem Nukleophil kaum beeinträchtigt. Sobald 1 % 

Alkohol im Reaktionsansatz vorlag, wurde bei allen Reaktionen das Produktverhält-

nis verschoben, indem eine Abnahme der Produkte 36 und 37 und ein gleichzeitiges 

Auftreten des neuen Etherproduktes 42 bzw. 43 zu verzeichnen war. Bei erhöhter 

Zugabe von Butanol (2.5 % (v/v)) konnte eine noch deutlichere Verschiebung der 

Produktverteilung zu Gunsten des Etherproduktes 42 beobachtet werden. Wobei 

diese Verschiebung des Produktverhältnisses ausgeprägter bei L607F auftrat. Hier 

wurden als Hauptprodukte 36 und 42 mit jeweils 36 und 28 % gebildet. In 

Abbildung 30 ist eine grafische Darstellung zu sehen, die die eindeutige Verringe-

rung des Wasseradditionsproduktes zeigt, je mehr Alkohol als Nukleophil zugesetzt 

wird. 
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Tabelle 20 Produktverteilung [%] nach der Zyklisierung von Farnesol mit AacSHC und Varianten (2 mM 
Substrat, 1-2.5 % (v/v) Nukleophil, 0.01 % CHAPS, 1 mg/mL Katalysator, 24 h, 65 °C). 

Nukleophil Enzym 34 35 36 37 42 43 

- 
WT 15 13 70 2 - - 

L607A 14 24 58 4 - - 
L607F 6 17 65 12 - - 

Butanol [1 %] 
WT 14 15 66 1 4 - 

L607A 14 29 52 3 2 - 
L607F 14 27 43 7 9 - 

Butanol [2.5 %] 
WT 14 18 57 1 10 - 

L607A 14 29 50 3 4 - 
L607F 14 19 36 3 28 - 

Pentanol [1 %] 
WT 15 17 57 1 - 10 

L607A 14 26 53 3 - 4 
L607F 14 24 43 2 - 17 

 

 
Abbildung 30 Produktverteilung [%] der Zyklisierung von Farnesol mit AacSHC und Varianten. 
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4 Diskussion 

Die Promiskuität von Enzymen spielt in der Biokatalyse eine sehr wichtige Rolle in 

der Entwicklung neuer katalytischer Aktivitäten. [97] [98] [99] [100] [101] [102] Die bereits 

aufgeführten Beispiele zur Enzympromiskuität in Kapitel 1.1 zeigen, dass es generell 

möglich ist, nur unter der Verwendung der aktiven Tasche oder weiteren Struktur-

merkmalen (wie Metallzentren) des Enzyms, neue Reaktivitäten durch proteinengi-

neering zu generieren. Hierfür ist es essentiell, die Reaktionsmechanismen aus der 

Enzymologie und aus der organischen Chemie in Analogie zu setzen und deren Ge-

meinsamkeiten für neue Reaktionen zu nutzen. Durch die in der Biokatalyse etab-

lierten Methoden, wie dem rationalen Design oder der gerichteten Evolution, ist es 

dann möglich neue Biokatalysatoren zu entwickeln. Einer der häufigsten Reakti-

onsmechanismen in der organischen Chemie als auch in der Natur ist der Säure-

Base-Mechanismus. Zur Untersuchung der Promiskuität wurde daher der Fokus in 

dieser Arbeit auf Enzyme gelegt, die diesen Mechanismus nutzen. Anhand zweier 

Enzyme, LinB aus S. japonicum und SHC aus A. acidocaldarius, wurden die Spezifität 

und Promiskuität untersucht. Es konnte erfolgreich gezeigt werden, dass jeweils das 

katalytische Zentrum als Ausgangspunkt für die Katalyse von nicht-natürlichen Re-

aktionen verwendet werden kann. In beiden Fällen konnte durch Substitution ein-

zelner Aminosäuren die konformative Flexibilität der aktiven Tasche genutzt wer-

den, um alternative Substrate zu binden und umzusetzen. Punktmutanten beider 

Enzyme waren wiederum auch in der Lage, die jeweils natürliche Reaktion zu kata-

lysieren, was die Überschneidung von Spezifität und Promiskuität in der aktiven 

Tasche aufzeigt. Im ersten Schritt der Studie wurde LinB verwendet, um nicht-na-

türliche Substrate zu hydrolysieren. Dafür wurden Pseudohalogenide und typische 

Substrate der / -Hydrolase-Familie verwendet. Es konnte gezeigt werden, dass 

LinB den natürlichen Reaktionsmechanismus nutzt, um die Hydrolyse von organi-

schen Thiocyanaten zu katalysieren. Im Zuge dieser Studie konnte interessanter-

weise auch ein neuer Reaktionsmechanismus beschrieben werden. Es konnte erfolg-

reich nachgewiesen werden, dass LinB für die Umsetzung von Isothiocyanaten zu 

Aminen noch die katalytische Triade nutzt, der nukleophile Angriff des Aspartats 

aber nicht mehr am -Kohlenstoff des Substrates erfolgt. Somit kann im Fall der 

LinB sogar von katalytischer Promiskuität gesprochen werden, da ein anderer Über-
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gangszustand stabilisiert wird und eine andere Art von Bindung gespalten wird. 

AacSHC wurde verwendet um vorrangig intermolekular katalysierte Reaktionen zu 

studieren. Die in der Literatur schon als substratpromiskuitiv beschriebene AacSHC, 

ist in der Lage in geringem Umfang intermolekulare Reaktionen zu katalysieren. In 

der vorliegenden Arbeit wurde die fokussierte Mutantenbibliothek der AacSHC ver-

wendet, um das katalytische Potential bezüglich intermolekularer Reaktionen mit 

neuen Nukleophilen zu erweitern. Durch die Diversität der Mutantenbibliothek 

wurden Varianten identifiziert, die die literaturbekannten Produkte in höheren 

Mengen als die native AacSHC bildeten und je nach Wahl des Nukleophils neue 

Etherprodukte generierten. Zusätzlich konnte durch die eingesetzte Menge des 

Nukleophils die Selektivität bezüglich der Bildung dieser Etherprodukte gesteigert 

werden.  

 

4.1 LinB 

4.1.1 Klonierung, Expression und Aufreinigung der LinB 

 

Die Klonierung und Expression erfolgte wie in Kapitel 3.1.1. beschrieben. Die dabei 

erhaltene Sequenz stimmte mit den Literaturdaten überein (UniProt-P51698 

(LINB_SPHPI). Auch die Expression und Aufreinigung mittels des His6-tags war er-

folgreich. Die spezifische Aktivität wurde nach der Inkubation von 1-Chlorhexan zu 

0.46 ± 0.01 U/mg Enzym bestimmt und liegt damit unterhalb der spezifischen Akti-

vität die in der Literatur angegeben ist (1.25 U/mg Enzym). [61] Die spezifische 

Aktivität in dieser Arbeit wurde in KPi-Puffer (pH 7.6) bestimmt, der angegebene 

Wert aus der Literatur wurde in Glycin-Puffer (pH 8.6) bestimmt. Allerdings ergab 

die Verwendung von Glycin-Puffer (pH 8.6) in der vorliegenden Studie dieselbe spe-

zifische Aktivität wie in KPi-Puffer (pH 7.6). 

4.1.2 Untersuchung zur Substratpromiskuität der nativen LinB 

 

LinB ist eine sehr gut charakterisierte Haloalkan Dehalogenase, die in der Natur für 

den Abbau des Pestizids Lindan verantwortlich ist (siehe 1.3.1.2). Darüber hinaus 
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besitzt LinB ein sehr breites Substratspektrum, indem chlorierte, bromierte und 

iodierte Alkane, die zyklisch als auch azyklisch sein können, hydrolysiert wer-

den. [103] In dieser Arbeit sollte nun die katalytische Vielseitigkeit gezeigt werden, 

indem man die Hydrolyse auch auf andere Substrate anwenden kann. Dabei wurde 

das Augenmerk auf Verbindungen gelegt, die Substrate anderer Mitglieder der Hyd-

rolase-Familie darstellen, wie etwa Ester, Amide oder auch Epoxide. Zusätzlich wur-

den Substrate gewählt, die chemisch sehr ähnlich zu den halogenierten Verbindun-

gen sind, wie die Pseudohalogenide Azide, Thiocyanate, Isocyanate und 

Isothiocyanate. Basierend auf den initialen Ergebnissen kann gesagt werden, dass 

LinB tatsächlich eine Substratpromiskuität aufweist, indem nicht-natürliche Sub-

strate hydrolysiert werden. Benzylthiocyanat 20 und Hexylthiocyanat 18 wurden zu 

den entsprechenden Alkoholen umgesetzt (Tabelle 13). Hieraus kann der Schluss 

gezogen werden, dass die C-S Bindung ähnlich leicht spaltbar ist wie eine 

C-X-Bindung (X=Cl, Br, I), was durch die Bindungsenergien bestätigt wird. Diese lie-

gen alle im selben Rahmen (C-Cl 339 kJ/mol, C-Br 285 kJ/mol, C-I 218 kJ/mol, 

C-S 272 kJ/mol). [104] LinB demonstrierte keine Aktivität gegenüber den getesteten 

Aziden. Daher wurde davon ausgegangen, dass das Enzym Substrate mit einer C-N 

Einfachbindung nicht hydrolysieren kann, obwohl die Bindungsenergie mit 

305 kJ/mol im Bereich von C-Cl liegt. Um dem Grund der Inaktivität des Enzyms ge-

genüber Aziden nachzugehen, wurde überprüft ob LinB generell nicht in der Lage ist 

C-N-Einfachbindungen zu hydrolysieren, oder ob es sich bei den Aziden um einen 

Sonderfall handelt. Hierzu wurde ein weiterer Vertreter der Pseudohalogenide ge-

wählt, das 1-Isothiocyanatopentan 19. Erstaunlicherweise konnte eine enzymkata-

lysierte Umsetzung des Substrates verzeichnet werden, im Gegensatz zum Azid. Je-

doch wurde nicht Pentanol generiert, sondern das entsprechende Pentylamin 24. 

Nach diesen Beobachtungen wurde deutlich, dass LinB nicht die C -N Einfachbin-

dung spaltet, da sie Azide nicht umsetzt und im Falle der Isothiocyanate nicht die C-

N Bindung spaltet, sondern die N=C Doppelbindung. Aufgrund dieser Erkenntnis 

wurde im Zuge dieser Arbeit ein neuer Reaktionsmechanismus postuliert. In 

Abbildung 31 ist der vorgeschlagene Mechanismus zu sehen. 



4 Diskussion 

75 

 
Abbildung 31 Vorgeschlagener Mechanismus der LinB bezüglich der Umsetzung von Isothiocyanaten. 
 

I) Das nukleophile Asp108 greift am elektrophilen Kohlenstoff, welcher sich in der 

NCS-Gruppe befindet, an und es wird ein Thiocarbamat-Intermediat gebildet. II) Ein, 

durch die Base His272 aktiviertes, Wassermolekül greift an der Carbonylgruppe des 

Asp108 an und es bildet sich ein tetraedrischer Übergangszustand aus. III) Durch 

Umlagerung zerfällt das Intermediat zum Amin und dem gasförmigen COS. Dieses 

Gas zerfällt wiederum unter den gegebenen wässrigen Reaktionsbedingungen zu 

Schwefelwasserstoff und Kohlendioxid. IV) Im letzten Schritt wird das Asp108 rege-

neriert und das Amin wird freigesetzt. Für den Nachweis von Schwefelwasserstoff 

wurde ein qualitativer anorganischer Assay entwickelt. Das H2S wurde in situ mit 

Bismut-Ionen abgefangen und ein schwarz-brauner Niederschlag, welcher auf Bi2S3 

hindeutet, wurde in der Positivkontrolle deutlich. Diese Beobachtung bestätigt den 

postulierten Mechanismus. Das CO2 wurde in diesem Fall nicht nachgewiesen, da der 

mögliche Nachweis mit Calciumhydroxid (CaCO3) eine trübe Lösung mit weißlichem 

Niederschlag ergibt, der weniger eindeutig ist als der schwarze Niederschlag. Zudem 
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kann nicht gänzlich ausgeschlossen werden, dass sich etwas CO2 gelöst im Puffer 

befindet und ein falschpositives Ergebnis hervorruft. Warum LinB nicht in der Lage 

ist, eine C-N-Einfachbindung zu hydrolysieren, könnte unter anderem mit weiteren 

Faktoren, die für einen SN2 Mechanismus ausschlaggebend sind, erklärt werden, 

denn im Fall der Isothiocyanate liegen die Bindungsenergien mit 615 kJ/mol (C=N) 

und 536 kJ/mol (C=S) höher als beispielsweise bei C-Cl oder C-S. Trotzdem ist hier 

eine Katalyse mit der LinB möglich. Die Natur der Abgangsgruppe bestimmt zusätz-

lich die SN2 Reaktion. Das austretende Ion nimmt das Elektronenpaar der C-X Bin-

dung mit, daher ist die Spaltung umso leichter, je stabiler das austretende Ion ist. 

Das Anion ist dann stabil, wenn die Ladung über einen größeren Bereich delokali-

siert ist, wie zum Beispiel beim Iodid. Zusätzlich bestimmt die Säurestärke der kon-

jugierten Säure H-X, die Stabilität des Anions. Je höher der pKs-Wert H-X, desto bes-

ser ist die Abgangsgruppe. Im Fall der Halogene liegen die Säurestärken der konju-

gierten Säuren zwischen -9.5 für HI und -6 für HCl. Die Säurestärke der Thiocyan-

säure liegt bei -1.9. Die Reaktion, indem SCN- als Ion abgespalten wird, kann somit 

von LinB katalysiert werden. Die Säurestärke der Isothiocyansäure HNCS liegt bei -

1.3 und es wäre theoretisch möglich, den Alkohol und das NCS-Ion zu bilden. Aller-

dings wird hier, wie auch in der organischen Chemie, der elektrophilere Kohlenstoff 

vom Nukleophil (hier Aspartat) angegriffen. Zusätzlich wird bei der katalysierten 

Hydrolyse ein Gas (COS) frei, was immer eine Triebkraft einer Reaktion darstellt. Im 

Gegensatz zur Isothiocyansäure liegt die Säurestärke der Stickstoffwasserstoffsäure 

HN3 bei 4.8. Daher liegt es nahe, dass das Azid im Gegensatz zu Chlorid, Bromid, Io-

did oder Thiocyanat eine schlechtere Abgangsgruppe darstellt und daher die en-

zymkatalysierte Reaktion erschwert ist. Wenn nun davon ausgegangen wird, dass 

das Azid-Ion keine Abgangsgruppe darstellt, müsste der nukleophile Angriff des 

Aspartats am endständigen Stickstoffatom des Alkylazids stattfinden, analog zum 

nukleophilen Angriff des Phosphors in der Staudinger-Reaktion. [105] Durch Reduzie-

rung entstehen in dieser Reaktion elementarer Stickstoff und das Amin. Allerdings 

scheint ein ähnlicher Mechanismus nicht auf das Enzym anwendbar, da keine Sub-

stratumsetzung zu verzeichnen war. Eine Inaktivität aufgrund der sterischen oder 

elektronischen Ansprüche des Azids, können sehr wahrscheinlich ausgeschlossen 

werden, da es in den Studien von Janssen et al. [17] zur Substratpromiskuität der 

Halohydrin Dehalogenase HheC (siehe 1.1) möglich war, Azide anstelle von 
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Halogeniden zur Katalyse zu verwenden. Azide können daher generell in der vor-

handenen Halogenid-Bindetasche binden. Allerdings wurde in den Studien von 

Janssen et al. der nukleophile Charakter des Azids ausgenutzt, und keine Funktion 

als Abgangsgruppe beschrieben. 

 

4.1.3 Design und Charakterisierung der LinB-Mutantenbibliothek 

 

Die vorgenommenen Mutationen in der Cap-Domäne konnten via der QuikChange ® 

Methode erfolgreich eingeführt werden. Die Expression wurde durch die vorge-

nommenen Mutationen nicht stark beeinflusst, da die Cap-Domäne dafür bekannt 

ist, flexibler zu sein als die Hauptdomäne und Mutationen besser zulässt. [35] Die 

Varianten P144R, Q146A, V173L, L177F, L177M und L177W zeigten dasselbe Aktivi-

tätslevel gegenüber Chlorhexan verglichen mit dem Wildtyp. Der Einfluss der Muta-

tionen bezüglich der Aktivität gegenüber alternativen Substraten war jedoch sehr 

unterschiedlich. Die nicht natürlichen Substrate waren auch für die Varianten deut-

lich schlechtere Substrate. In vielen Fällen aus der Literatur zeigt sich durch Muta-

genese eine Verschiebung der Aktivität in Richtung der neuen Reaktivität, und dabei 

eine Verschlechterung der natürlichen Aktivität. [99] Dies ist in der vorliegenden Ar-

beit nicht der Fall, da die originale Aktivität dominierend gegenüber der neugewon-

nene Reaktivität bleibt. Insgesamt wurden lineare, sterisch weniger anspruchsvolle 

Substrate schlechter umgesetzt als ihre sterisch anspruchsvolleren Analoga. Dies 

hängt damit zusammen, dass die aktive Tasche von LinB recht groß und die Bindung 

der kleineren Substrate und deren Stabilisierung während der Katalyse nicht effi-

zient genug ist. Computerunterstützte Studien zeigten, dass sich bei linearen Subs-

traten wie 1-Bromhexan oder 1-Chlorhexan zwei Moleküle in der aktiven Tasche 

befinden können, und sich diese beide gegenseitig an einer effizienten Katalyse hin-

dern. Bei zyklischen Substraten befand sich während MD-Simulationen ein Substrat 

in der aktiven Tasche, während das andere im Tunnelbereich saß. [106] In Überein-

stimmung mit diesem Ergebnis, wurde Hexylthiocyanat 13 nur mit bis zu 10 % von 

LinB Wildtyp umgesetzt während Benzylthiocyanat 17 einen Umsatz von 95 % nach 

16 h zeigte. Variante L177W zeigte hier den geringsten Umsatz von 17 mit 32 %. Aus 

der Literatur ist bekannt, dass die Mutation von Leucin zu Tryptophan an der Stelle 
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177 die aktive Tasche verkleinert und der lower tunnel (p1a), der im Wildtyp vor-

handen ist, durch die sterisch anspruchsvolle Aminosäure geschlossen wird. [107] 

Deutlich wird dies in Abbildung 32, im Wildtyp sind drei Tunnel vorhanden, wie 

auch in der Einleitung unter 1.3.1.3 beschrieben, hier p1a (upper tunnel) p1b (lower 

tunnel) und p2 (slot tunnel). In der L177W Variante ist p1a nun nicht mehr zugäng-

lich. 

 
Abbildung 32 A) Kristallstruktur der LinB WT (PDB code 1MJ5) in grau mit den von CAVER berechneten 
Tunneln in Sphären gezeigt: p1a tunnel (cyan), p1b tunnel (magenta) und p2 tunnel (orange) B) Modell-
struktur von L177W mit desselben Farb-Codes wie für LinB WT. Durch die Substitution von Leucin zu 
Tryptophan (rote Aminosäure) wird Tunnel p1a blockiert .[107] 
 

Aus MD-Simulationen und kinetischen Studien von L177W mit 1,2-Dibromethan als 

Substrat geht hervor, dass der Mechanismus der Bromid-Bindung nun aus zwei 

Schritten besteht im Gegensatz zum normalerweise auftretenden einstufigen Bin-

dungsmechanismus. Auch die Freisetzung der Produkte wurde verlangsamt oder 

sogar gehindert. [107] Diese Beobachtung aus der Literatur könnte auch in der vorlie-

genden Arbeit durchaus ein Grund dafür sein, dass L177W gegenüber den getesteten 

Substraten eher geringere Umsätze zeigte. Es liegt nahe, dass durch den fehlenden 

Tunnel eine Verzögerung der Katalyse auftritt, da nun das recht große SCN-Ion 

durch einen anderen Tunnel die aktive Tasche verlassen muss. Eine Unregelmäßig-

keit ergibt sich allerdings, wenn man das Substrat Benzylisothiocyanat 21 betrach-

tet. Die Varianten inklusive Wildtyp Enzym zeigten nach 16 h kaum signifikanten 

Umsatz. Alleine Substitutionen an der Position L177 schienen förderlich zu sein. 
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L177W als beste Variante generierte das resultierende Benzylamin 26 in 15-facher 

Menge verglichen zum Wildtyp. Allerdings ist es an dieser Stelle schwer eine plau-

sible Erklärung für die gesteigerte Aktivitäten der Mutanten L177F, L177W und 

L177M zu geben. Alle drei Aminosäuren (Methionin, Tryptophan und Phenylalanin) 

sind unpolar und somit von gleicher Natur wie das Leucin. Nur mit einer verbesser-

ten Bindung und Stabilisierung des Substrates durch π-π Wechselwirkungen der 

Aminosäure (Phenylalanin oder Tryptophan), die der Aromatizität zu verdanken 

wäre, kann nicht argumentiert werden, da Methionin nicht aromatisch ist und trotz-

dem eine 10-fach gesteigerte Aktivität gegenüber dem Wildtyp besitzt. Strukturell 

kann wie oben erwähnt gesagt werden, dass L177W die aktive Tasche verkleinert, 

da das Tryptophan wie eine Art Deckel wirkt. Es kann daher davon ausgegangen 

werden, dass auch L177F einen ähnlichen Effekt aufweist, da sich die Resultate der 

Biotransformationen beider Varianten ähneln. Die gesteigerte Aktivität von L177M 

gegenüber Benzylisothiocyanat könnte möglicherweise damit erklärt werden, dass 

gewisse Aminosäuren in der Umgebung der Position 177 eine strukturelle Verände-

rung durch die Mutation zu Methionin erfahren und somit dynamische Prozesse eine 

große Rolle spielen. Eine weitere Erklärung für die gesteigerte Aktivität könnte auch 

nur von der Natur des Substrates ausgehen, denn Leucin an Position 177 sitzt zwar 

am Tunneleingang und damit 12.5 Å vom Nukleophil Asp108 entfernt, steht aber mit 

manchen Substraten in Van der Waals Kontakt. [61] Dies könnte eine denkbare Ursa-

che für die verschiedenen Effekte der Mutationen darstellen. Im Allgemeinen zeigte 

P144R eine verringerte Aktivität gegenüber den nicht-natürlichen Substraten als zu 

1-Chlorhexan 10. Vor allem ist die Aktivität gegenüber Isothiocyanaten auffallend 

niedriger als die der anderen Varianten. Ein wichtiger Faktor der beachtet werden 

muss, wenn Proline im Enzym substituiert werden, ist die mögliche strukturelle 

Veränderung. Proline tragen häufig zur Ausbildung von random coil Strukturen bei, 

weil der ringförmige Aufbau eine Ausbildung einer -Helix oder -Faltblattstruktur 

nur schwer möglich macht. In LinB sitzt Prolin an der Stelle 144 am Anfang eines 

Loops hinter einer -Helix. Es könnte dazu kommen, dass durch das eingeführte 

Arginin und damit das zusätzliche H-Atom in der Peptidstruktur eine zusätzliche H-

Brücke gebildet werden kann, und somit eine abweichende Sekundärstruktur aus-

gebildet wird. Diese Veränderung in der Sekundärstruktur kann zu möglichen Akti-

vitätsminderungen führen. Allerdings zeigt sich beim Umsatz des natürlichen Sub-
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strates 1-Chlorhexan keine Aktivitätsminderung. Ein weiterer Grund für die vermin-

derte Aktivität könnte die jetzt stickstoffreiche Seitenkette sein. Durch die zusätzli-

chen Stickstoffatome könnten Wasserstoffbrücken gebildet werden, die vorher nicht 

vorhanden waren und die Katalyse beinträchtigen. Zusätzlich liegt die Guanidin-

gruppe des Arginin im wässrigen Milieu (pH 7.6) positiv geladen vor. [108] Durch die 

gewonnene positive Ladung könnte es hier zu einer Beeinträchtigung der Reaktion 

kommen. Die Variante V173L zeigt gegenüber den Thiocyanaten und 

Isothiocyanaten verminderte Umsätze im Vergleich zum Wildtyp. Dies ist damit zu 

erklären, dass V173 direkt in Richtung der aktiven Tasche weist und durch eine 

Einführung einer weiteren Methylgruppe durch Leucin zu einer Verkleinerung der 

aktiven Tasche führt. Die Seitenkette steht nun mehr in Wechselwirkung mit dem 

Substrat als vorher. Die sogenannten knockout Mutanten, also Mutanten bei denen 

eine wichtige katalytisch aktive Aminosäure ausgetauscht wurde (D108S, H272F, 

N38S), zeigten keine Aktivität gegenüber den getesteten Substraten (inklusive dem 

natürlichen Substrat 1-Chlorhexan). Dieses Ergebnis untermauert den vorgeschla-

genen Mechanismus für die getesteten Isothiocyanate und zeigt dass die Katalyse 

tatsächlich im aktiven Zentrum durch die bekannten Aminosäuren katalysiert wird.  

 

4.1.4 Enantioselektivitäten der LinB und deren Varianten 

 

In Studien von Janssen et al. [109] wurde LinB hinsichtlich ihrer Enantioselektivität 

experimentell und theoretisch untersucht. Die dort durchgeführten 

molekulardynamischen Simulationen der LinB-Substrat Komplexe indizierten eine 

klare Präferenz gegenüber dem jeweiligen (R)-Enantiomer der getesteten 

bromierten Alkane oder -Bromoamide. Für das (S)-Enantiomer ergaben sich durch 

near-attack-conformations-Berechnungen ungünstige Winkel für den nukleophilen 

Angriff des Aspartats. Diese theoretisch erhaltenen Daten konnten experimentell 

bestätigt werden, LinB bildete bei der Hydrolyse jeweils unter Inversion den ent-

sprechenden (S)-Alkohol. [51] In der vorliegenden Arbeit zeigte die native LinB und 

deren Varianten allerdings (S)-Selektivität gegenüber dem nicht-natürlichen Sub-

strat rac-2-Isothiocyanatooctan. Dies steht sehr gut im Einklang mit dem bereits 

postulierten Reaktionsmechanismus (Abbildung 31), da hier ein anderer 
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Bindungsmodus des Substrates vorliegt. Es wird nicht wie im Falle der halogenier-

ten Substrate das -Kohlenstoffatom angegriffen, sondern das Kohlenstoffatom der 

NCS-Gruppe. Es tritt somit keine Inversion der Konfiguration ein, und die Chiralität 

bleibt erhalten. Für die Präferenz gegenüber dem (S)-Enantiomer könnten günsti-

gere sterische Wechselwirkungen gegenüber dem (R)-Enantiomer verantwortlich 

sein. Aus den in dieser Arbeit durchgeführten Docking-Studien ist zu erkennen, dass 

die Methylgruppe des (R)-Enantiomers direkt zum Asp108 exponiert ist (Abbildung 

16), was sterische Wechselwirkungen hervorrufen kann, und daher einen schlechte-

ren Umsatz des (R)-Enantiomers gegenüber dem (S)-Enantiomer hervorruft 

(Tabelle 16). Interessanterweise zeigte Variante L177W als einzige Variante nur 

einen moderaten Enantiomerenüberschuss von 33 %. Durch den Austausch von 

Leucin gegen Tryptophan wurde die aktive Tasche kleiner, und somit passt 

rac-2-Isothiocyanatooctan rac-31 nicht mehr perfekt in die aktive Tasche, beide 

Substrate sind im Gegensatz zum Wildtyp in einer eher gestauchten Lage, was den 

geringen Umsatz erklären könnte (Tabelle 16). Der geringe Enantiomerenüber-

schuss lässt sich darauf zurückführen, dass die NCS-Gruppe beider Enantiomere in 

einer sehr ähnlichen Orientierung zur katalytischen Triade und den halogenid-sta-

bilisierenden Aminosäuren N38 und W109 steht und somit keine Diskriminierung 

durch das Enzym gewährleistet ist. Obwohl bei diesem Docking keine Protein-Flexi-

bilität angenommen wurde, stimmen diese Ergebnisse sehr gut mit den experimen-

tell ermittelten Daten überein. Um diese Ergebnisse zu bekräftigen, wäre es nötig 

zusätzlich die Proteinflexibilität mittels molekulardynamischen Studien zu betrach-

ten, um damit das Verhalten der Substrate im bewegenden Enzym zu studieren. 

  



4 Diskussion  
 

82 

4.2 AacSHC 

Die Squalen-Hopen-Zyklase, die in dieser Arbeit gewählt wurde, zeigt ein sehr brei-

tes Reaktions- und Substratspektrum, was in vorherigen Arbeiten gezeigt wurde. [85] 
[110] [111] Eine Mutantenbibliothek der AacSHC, die die Aminosäuren in der aktiven 

Tasche adressiert, wurde generiert, um das Potential der SHC weiter auszuloten. [90] 

Durch die verschiedenen Templatstrukturen der aktiven Tasche, die bedingt durch 

Punktmutationen zustande kommen, können verschiedene Zyklisierungsprodukte 

generiert werden. Durch ganz spezielle Punktmutationen, die zur Diversität der ak-

tiven Tasche führten, gelang es kleinere Substrate, die aufgrund ineffizienter Bin-

dung in der aktiven Tasche nicht zyklisiert wurden, in der aktiven Tasche zu stabili-

sieren und umzusetzen. Dadurch konnte mittels AacSHC-Varianten erstmals der 

Monozyklus des Geraniols generiert werden. Allerdings wurden mit dieser 

Mutantenbibliothek bislang nur intramolekulare Reaktionen adressiert. Ein weite-

rer, nicht weniger interessanter Aspekt ist die Fähigkeit der AacSHC intermolekulare 

Reaktionen zu katalysieren. Intermolekulare Reaktionen sind in der Regel an-

spruchsvoller als intramolekulare Reaktionen, da erst zwei Reaktanden für die Re-

aktion aufeinander treffen müssen. Die Reaktionsgeschwindigkeit ist bei intramole-

kularen Reaktionen in vielen Fällen wesentlich höher als die der intermolekularen 

Reaktion. So zum Beispiel bei der Aminolyse von Phenylacetat mit Triethylamin (1) 

und der intramolekularen Zyklisierung von Phenyl-4-(dimethylamino)butanoat (2). 

Hier liegt eine 1200-fach erhöhte Reaktionsgeschwindigkeit der intramolekularen 

gegenüber der intermolekularen Reaktion vor (Schema 14). [112] 

 

 
Schema 14 Die intermolekulare Reaktion (1) läuft im Gegensatz zur intramolekularen (2) mit einer 
verminderten Reaktionsgeschwindigkeit ab. 
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Enzyme bringen im Fall einer intermolekularen Reaktion die Reaktanden so nahe 

zusammen, dass ein Enzym-Substrat Komplex entsteht, so wird eine unimolekulare 

Reaktion imitiert. Durch diesen Annäherungseffekt wird die Reaktionsgeschwindig-

keit erhöht. Allerdings ist die Bindung kleiner Moleküle nicht einfach, da kaum 

nichtkovalente Wechselwirkungen mit dem Enzym auftreten können. Anders ist dies 

bei Cofaktoren, diese sind meist größer als die eigentlichen Substrate und können so 

im Enzym für die Reaktion besser stabilisiert werden. [29] Daher ist die 

intermolekulare Reaktion im Fall der AacSHC sehr interessant, da normalerweise 

intramolekulare Reaktionen katalysiert werden und die Positionierung eines 

weiteren Moleküls einen zusätzlichen Energieaufwand bedeutet. In der Literatur 

wurde die intermolekulare Reaktion für die AacSHC erstmals am Beispiel von 

Farnesol beschrieben. [85] Daher sollte die fokussierte AacSHC-Mutantenbibliothek 

hinsichtlich der Zyklisierung von Farnesol auf Aktivität und Diversität untersucht 

werden.  

4.2.1 Aktivitätstest der Mutantenbibliothek gegenüber Farnesol 

 

Die fokussierte Mutantenbibliothek, die Punktmutationen aller Aminosäuren im Ab-

stand von 15 Å zur katalytisch aktiven Asparaginsäure umfasst (insgesamt 32 Vari-

anten), und die native AacSHC wurden hinsichtlich ihrer Aktivität gegenüber der 

Polyzyklisierung von Farnesol getestet. Die erhaltenen Ergebnisse für die native 

AacSHC stimmen mit den Resultaten von Hoshino überein. Das vom Wildtyp gebilde-

te Hauptprodukt der Reaktion ist mit über 85 % das Wasseradditionsprodukt 36. 

Eliminierungsprodukte 34 und 35 und das intermolekular gebildete Produkt 37 

stellen Nebenprodukte mit jeweils 8 %, 4 % und 3 % dar. Die bevorzugte Bildung 

von Wasseradditionsprodukt 36 kommt daher, dass das Sesquiterpen Farnesol im 

Gegensatz zu Squalen nur etwa die Hälfte des Platzes in der aktiven Tasche ein-

nimmt, und somit der Rest der aktiven Tasche mit Wassermolekülen aufgefüllt ist. 

So ist der Angriff eines Wassermoleküls gegenüber der Eliminierung eines Protons 

bevorzugt und führt zum genannten Hauptprodukt 36. Nur wenige Varianten zeig-

ten geringfügige Aktivität. Über 70 % der getesteten Varianten bildeten das Wasser-

additionsprodukt 36 als Hauptprodukt (Abbildung 17). Die Varianten I261W, 

W312A, W312F, F365A, Q366W und Y609A die nicht das Wasseradditionsprodukt 
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36 als Hauptprodukt bildeten, bevorzugten eines der Eliminierungsprodukte 34 

oder 35. Bei diesen Varianten ist die aktive Tasche durch die eingeführten Amino-

säuren für Wassermoleküle offensichtlich schlechter zugänglich. Variante I261W 

stellte sich beispielsweise als hochselektiv gegenüber der ausschließlichen Bildung 

des Eliminierungsprodukts 35 heraus. Fünf Varianten bildeten zusätzlich zu den 

genannten Hauptprodukten 34-36, das bimolekulare Produkt 37. Dieses ist zurück-

zuführen auf einen nukleophilen Angriff der Hydroxygruppe des Farnesols auf das 

Carbokation. Mit zwei dieser fünf Varianten, namentlich L607A und L607F konnte 

eine 4-bzw. 10-fach höhere Produktbildung von 37 gegenüber dem Wildtyp erzielt 

werden (Tabelle 17). Durch die Docking-Studie wurde ersichtlich, dass die Seiten-

kette des Leucins in Richtung des final gebildeten Carbokation weist. Durch die Sub-

stitution von Leucin durch Alanin oder Phenylalanin wurde eine Veränderung der 

Tasche in diesem Segment erreicht und somit eine bessere Position für den nukleo-

philen Angriff eines zweiten Farnesol Moleküls geschaffen (Abbildung 22). Zusätz-

lich ist durch die Aromatizität des Phenylalanins davon auszugehen, dass das Carbo-

kation besser stabilisiert wird.  

 

4.2.2 Reaktionskontrolle der Farnesol Zyklisierung mit L607A und L607F 

über 48 h 

 

Die Reaktionskontrolle ergab, dass die Bildung der Produkte 34, 35 und 36 schnel-

ler abläuft, als die Bildung von 37. Dies steht im Einklang mit der Tatsache, dass in-

termolekulare Reaktionen meist langsamer ablaufen als intramolekulare, da hier die 

beiden Reaktanden erst zusammengeführt werden müssen. Eine Erhöhung der Far-

nesol Konzentration könnte zur schnelleren Bildung von 37 führen, da die Wahr-

scheinlichkeit, dass Farnesol reaktiv gebunden wird und es zur intermolekularen 

Reaktion kommt, höher ist.  
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4.2.3 Untersuchung der Zyklisierung von Farnesol mit L607F in Gegenwart 

von Geraniol 

 

Um das katalytische Potential bezüglich der intermolekularen Reaktion der AacSHC 

Varianten weiter zu untersuchen, wurde zunächst die aktivste Variante L607F stu-

diert. Die Untersuchungen wurden basierend auf der Annahme durchgeführt, dass 

Geraniol analog zu Farnesol als Nukleophil agiert und eine neue Etherspezies gebil-

det wird. Tatsächlich konnte das erwartete Produkt 39 neben weiteren schon be-

kannten Zyklisierungsprodukten erhalten werden.  

 

Untersuchung der Monozyklisierung von Geraniol mit L607F 

 

Neben dem gebildeten Produkt 39 wurde erstaunlicherweise ein weiteres enzymka-

talysiertes Produkt 40 gebildet. Durch die Isolierung des Produktes nach präparati-

ver Biotransformation konnte per NMR die Struktur aufgeklärt werden. Es handelte 

sich um ein neues intermolekular gebildetes Produkt 40, welches nicht auf der Basis 

des Bizyklus von Farnesol zustande kam. Vielmehr kommt dieses Produkt durch den 

nukleophilen Angriff der Hydroxygruppe von Geraniol auf den Monozyklus des Ge-

raniols zustande. Aus der Literatur ist bekannt, dass der nativen AacSHC Geraniol 38 

als Substrat dienen kann, jedoch nur unter Verwendung hoher Enzymkonzentra-

tionen und langer Reaktionszeiten. [19] Zwar wurde für L607F in der Literatur keine 

Aktivität gegenüber Geraniol beobachtet, aber in der vorliegenden Arbeit konnte 

Geraniol aufgrund der hohen Substratkonzentration zyklisiert werden. In den hier 

vorgenommen Experimenten wurden mindestens 65 mM Geraniol verwendet. Diese 

hohe Konzentration treibt die Zyklisierung womöglich voran, da es gut vorstellbar 

ist, dass mehr als ein Geraniol Molekül in der aktiven Tasche vorliegt. Dies könnte 

auch gleichzeitig bedeuten, dass Wassermoleküle aus der hydrophoben Tasche von 

Geraniol Molekülen verdrängt werden und der nukleophile Angriff des Geraniols auf 

das Carbokation wahrscheinlicher wird. Dieses Ergebnis ist sehr interessant, da bis-

her bei der Zyklisierung von Geraniol weder mit der nativen AacSHC noch mit der 

Mutantenbibliothek ein intermolekular gebildetes Produkt nachgewiesen werden 

konnte.  
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Untersuchung der Auswirkung von verschiedenen Geraniolkonzentrationen 

auf die Produktverteilung der Farnesol Zyklisierung 

 

Durch die Erhöhung der Geraniolkonzentration von 1 % auf 5 % (v/v) wurde die 

Bildung von 36 und 40 stark beeinflusst (Abbildung 24). Dies ist womöglich auf den 

Überschuss an Geraniol zurückzuführen. Geraniol dient wie eben erwähnt ab einer 

ausreichend hoher Konzentration selbst als Substrat und wird in der aktiven Tasche 

der AacSHC zyklisiert. Da bei 5 % (v/v) Geraniol die aktive Tasche sehr wahrschein-

lich überwiegend mit Geraniol Molekülen besetzt ist, finden bevorzugt die Zyklisie-

rung von Geraniol und der darauffolgende nukleophile Angriff der Hydroxygruppe 

des Geraniols an das Carbokation statt. Farnesol wird bei diesem Überschuss an Ge-

raniol kaum noch zyklisiert, es entstehen insgesamt nur noch 26 % der Produkte aus 

dem Bizyklus des Farnesols und dafür 74 % aus dem Monozyklus des Geraniols 

(Abbildung 24). Zusätzlich werden womöglich Wassermoleküle aus der aktiven Ta-

sche verdrängt, sodass Wasseradditionsprodukte weniger favorisiert sind.  

 

4.2.4 Unterschiede zwischen den Varianten L607A, L607F und dem Wildtyp 

bezüglich der intermolekularen Reaktion mit Geraniol 

 

Variante L607A, L607F und die native AacSHC wurden verwendet um die Polyzykli-

sierung von Farnesol in Gegenwart von Geraniol zu studieren. Die Varianten de-

monstrierten sehr unterschiedliche Produktverhältnisse. Deutlich zu erkennen ist, 

dass AacSHC Wildtyp Farnesol als Substrat bevorzugt, da das typische Produktmus-

ter auftritt (Tabelle 18). Die intermolekular gebildeten Produkte 39 und 40 wurden 

nur als Nebenprodukte gebildet. L607A katalysiert dagegen schon bei 1 % (v/v) Ge-

raniol die Bildung von 40 bevorzugt gegenüber dem Wasseradditionsprodukt 36. 

Bei L607F wiederum liegen 36 und 40 in ähnlichen Verhältnissen vor. Beide Varian-

ten verfügen somit über eine höhere Aktivität gegenüber der Zyklisierung von Gera-

niol im Gegensatz zur nativen AacSHC.  
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4.2.5 Untersuchung der Zyklisierung von Farnesol mit L607F in Gegenwart 

von verschiedenen Alkohol-Nukleophilen 

 

Die Untersuchungen hierzu wurden basierend auf der Tatsache durchgeführt, dass 

Alkohole erfolgreich in vorangegangenen Studien zur intramolekularen Terminie-

rung der Zyklisierungsreaktion verwendet wurden. Nun war es von großem Inte-

resse, ob lineare aliphatische Alkohole auch intermolekular zur Terminierung der 

Zyklisierungsreaktion eingesetzt werden können. Zunächst wurde wieder die ak-

tivste Variante L607F studiert. Mit zunehmender Kettenlänge des zugesetzten Alko-

hols wurde ein verminderter Umsatz von Farnesol beobachtet. Denkbar ist eine 

mögliche Blockierung der aktiven Tasche durch die aliphatischen Alkohole, und den 

daraus resultierenden geringeren Umsatz von Farnesol. Die Bildung der intermole-

kular gebildeten Produkte 41-44 wurde auf Kosten des Eliminierungsproduktes 35 

und des Etherproduktes 37 gesteigert. Da die kurzkettigen Alkohole im Überschuss 

vorliegen und ein besseres Nukleophil darstellen als Farnesol, war die Bildung der 

Etherprodukte 41-44 gegenüber 37 favorisiert. Auffallend in den verschiedenen 

Ansätzen war, dass die verhältnismäßig größte Menge an neu gebildetem Ether mit 

Pentanol gewonnen werden konnte (Abbildung 26). Pentanol hat zur Ausübung des 

nukleophilen Angriffes wohl eine bessere Position in der aktiven Tasche als kürzer- 

oder längerkettige Alkohole. Es wird womöglich durch nichtkovalente Wechselwir-

kungen produktiv in der aktiven Tasche gebunden und so dem Substrat (Farnesol) 

nahe gebracht und es folgt die intermolekulare Reaktion. Bei Ethanol ist gut vor-

stellbar, dass es in der hydrophoben Tasche aufgrund fehlender nichtkovalenter 

Wechselwirkungen nicht produktiv gebunden werden kann um eine intermoleku-

lare Reaktion zu ermöglichen. Bei Hexanol könnte die zusätzliche Methylgruppe ge-

genüber Pentanol zu ungünstigen Wechselwirkungen mit manchen Aminosäuren 

führen und somit die Addition beeinträchtigen. Um einen tieferen Einblick in diese 

Ergebnisse zu erhalten, wäre eine in silico Analyse sehr hilfreich, in Bezug auf die 

Faltung der Substrate während der Reaktion. 
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4.2.6 Unterschiede zwischen den Varianten L607A und L607F und dem Wild-

typ bezüglich der intermolekularen Reaktion mit Butanol und Pentanol 

 

Da die Ether-Verlinkung zwischen den kurzkettigen Alkoholen und dem Bizyklus 

des Farnesols erfolgreich von L607F katalysiert wurde, wurde zusätzlich der Wild-

typ und L607A zum Vergleich herangezogen. Die Nukleophil Konzentration wurde 

variiert, um Unterschiede in den Produktverhältnissen zu sehen. Während bei den 

Ansätzen, die von L607F katalysiert wurden, eine signifikante Abnahme von 36 und 

37 und dabei eine gleichzeitige Zunahme vom jeweiligen Etherprodukt 42 oder 43 

auftritt, ist bei L607A keine signifikante Abnahme von 37 zu sehen. Butanol bezie-

hungsweise Pentanol stehen bei L607F in Konkurrenz mit dem sonst angreifenden 

Wasser-/Farnesolmolekül. Mit steigender Konzentration an Butanol ist es möglich 

die Bildung von 36 zu unterdrücken (Tabelle 20 und Abbildung 30).  

4.2.7 Erweiterung des Produktspektrums 

 

Durch die vorliegende Arbeit konnte eindrucksvoll gezeigt werden, dass AacSHC ein 

großes katalytisches Potential offenbart. Durch die Addition von verschiedenen 

Nukleophilen konnten neue, nicht literaturbekannte Produkte 39-44 generiert wer-

den, die unter anderem für die Riechstoffindustrie sehr interessant sein können. 

Auch die erstmals beschriebene intermolekulare Bildung von 40, die ausgehend 

vom Geraniol-Monozyklus erfolgt, zeigt die beeindruckende Vielfalt der AacSHC 

(Abbildung 33). Die Punktmutanten zeigten teilweise auffallende Produktselektivitä-

ten, wie die Formation von 40, die noch gesteigert werden konnte, indem die Sub-

stratkonzentration erhöht wurde. Insgesamt kann durch die Wahl des Nukleophils 

und vor allem durch die eingesetzte Menge, die Produktselektivität hin zu Etherpro-

dukten gesteuert werden. L607F demonstrierte in Studien von Hoshino et al. zur 

Zyklisierung von Squalen anstatt der polyzyklisierten Produkte Hopen oder 

Hopanol, nicht vollständig zyklisierte Produkte. Es bildeten sich nur 

mono- oder bizyklisierte Produkte aus. [113] Diese Verbindungen besitzen hohe 

strukturelle Ähnlichkeiten zu den hier aufgeführten intermolekular gebildeten Pro-

dukten (37,39-44 Abbildung 33). Die durch das Phenylalanin an Position 607 verän-

derte aktive Tasche der AacSHC ermöglicht genau für diese Art von Struktur das 
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perfekte Templat. Daher zeigt L607F hier die höchste Formation solcher mono-

oder bizyklischer Produkte mit längerer Seitenkette.  

 
Abbildung 33 Literaturbekannte Zyklisierungsprodukte aus der Reaktion von AacSHC mit Farnesol (34-37) 
und neue, nicht literaturbekannte intermolekuar gebildete Produkte (39-44). 
 
Anhand der unterschiedlichen Produktselektivitäten der Varianten (Bevorzugung 

der Eliminierungsprodukte, des Wasserproduktes oder des bimolekuren Produktes) 

können tendenziell Regionen in der aktiven Tasche ausgemacht werden, die für die 

Bildung dieser Produkte verantwortlich sind. Diese verschiedenen Regionen der 

aktiven Tasche sind in Abbildung 34 dargestellt. Die blaue Region zeigt die 

Aminosäuren, deren Austausch meist zu Eliminierungsprodukten führte. Somit ist in 

diesem Bereich der Wassereintritt durch die substituierten Aminosäuren eher ge-

hindert. Die pinkfarbene Region zeigt die Aminosäuren, deren Austausch zusätzlich 

zu bimolekularen Produkten führte. Die graue Region, die den größten Teil aus-

macht, zeigt Aminosäuren, deren Substitution die Produktselektivität im Vergleich 
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zum Wildtyp nur geringfügig änderte und das Wasseradditionsprodukt das Haupt-

produkt ist. 

 
Abbildung 34 Zwei schematische Darstellungen der aktiven Tasche der AacSHC. Blauer Bereich: Punktmu-
tanten in dieser Region bildeten überwiegend Eliminierungsprodukte. Pinkfarbener Bereich: Punkmutanten 
in dieser Region bildeten zusätzlich bimolekulare Produkte. Grauer Bereich: Punktmutanten in dieser Region 
bildeten überwiegend das Wasseradditionsprodukt. 
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5 Ausblick 

5.1 Ausnutzung des katalytischen Potentials der LinB für die Hyd-

rolyse alternativer Substrate 

Es konnte gezeigt werden, dass die Haloalkan Dehalogenase LinB Substrat- sowohl 

als auch katalytische Promiskuität aufweist. In der vorliegenden Arbeit wurden 

keine molekulardynamischen Studien durchgeführt, allerdings wäre dies in Bezug 

auf die verschiedenen Punktmutanten und die Substrate sehr interessant, und 

könnte durchaus dazu beitragen, weitere Positionen für neue Mutationen ausfindig 

zu machen um das Substratspektrum weiter auszudehnen. Die LinB-katalysierte 

Bildung von Aminen, stellt einen alternativen Zugang zu Aminen dar. Ausgehend von 

verschiedenen Substraten, sind durchaus weitere Enzyme (Transaminasen, Imin 

Reduktasen) bekannt, die Amine bilden. Allerdings wurde ausgehend von 

Isothiocyanaten bislang noch keine enzymkatalysierte Aminbildung beschrieben. 

Isothiocyanate kommen chemisch gebunden in vielen natürlichen Glycosiden vor 

und werden durch die Myrosinase in Pflanzen freigesetzt und sind daher gut verfüg-

bar. [114] Eine Anwendung der Promiskuität der LinB könnte sich daher in der 

organischen Chemie wieder finden. Isothiocyanate könnten in mehrstufigen Synthe-

sen als Schutzgruppen für Amine dienen, um dann unter milden Bedingungen mit-

tels der LinB entschützt zu werden. Weitere organische, meist empfindliche funktio-

nelle Gruppen im Substrat, wie Ester oder Amide bleiben dabei unberührt und die 

Entschützung findet selektiv statt. Da aus der Literatur bekannt ist, dass die 

Haloalkan Dehalogenasen DhaA aus Rhodococcus rhodochrous durch 

proteinengineering auch unter Einfluss von organischen Lösungsmitteln aktiv 

ist, [115] wären Untersuchungen dieser HLD bezüglich der Promiskuität nützlich, um 

die Anwendung auch auf wasserempfindliche Substrate auszuweiten.  
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5.2 Ausnutzung des katalytischen Potentials der AacSHC für wei-

tere intermolekular katalysierte Reaktionen 

 

Intermolekulare Reaktionen sind für die organische Synthesechemie sehr interes-

sant und die hier beschriebenen AacSHC-katalysierten Reaktionen könnten durch-

aus Anwendung in der organischen Synthesechemie finden. Reaktionen, die im Fo-

kus stehen könnten wären zum Beispiel die Friedel-Crafts-Reaktion, die Michael-

Addition und 1,2 oder 1,4-Additionen. Für die regio- und stereoselektive Katalyse 

könnte die AacSHC-Mutantenbibliothek als Startpunkt für weitere Untersuchungen 

in Hinblick auf bimolekulare Reaktionen dienen. Für die Katalyse ist es unter ande-

rem essentiell, dass die in der Reaktion gebildeten Carbokationintermediate gut sta-

bilisiert werden. Hierfür könnten neue Punkt- oder sogar Mehrfachmutanten der 

AacSHC mit geeigneten Aminosäuren, die als π-Elektronen Donoren dienen, ent-

worfen werden. Zusätzlich wäre es durch die spezielle Templat-Struktur der aktiven 

Tasche möglich, beide Reaktanden gezielt zueinander auszurichten. Weiterhin könn-

ten gezielte Doppel- oder Mehrfachmutanten die Produktselektivität zu Gunsten der 

bimolekularen Produkte verschieben.  
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6 Anhang 

6.1 GenSequenzen 

LinB aus S. japonicum UniProt: P51698 
ATGAGCCTCGGCGCAAAGCCATTTGGCGAGAAGAAATTCATTGAGATCAAGGGCCGGCGCATGGCCTATA 
TCGATGAAGGGACCGGCGATCCGATCCTCTTCCAGCACGGCAATCCGACGTCGTCCTATCTGTGGCGCAA 
TATCATGCCGCATTGCGCCGGGCTGGGACGGCTGATCGCCTGTGACCTGATCGGCATGGGCGATTCGGAC 
AAGCTCGATCCGTCGGGGCCCGAGCGTTATGCCTATGCCGAGCATCGTGACTATCTCGACGCGCTGTGGG 
AGGCGCTCGATCTCGGGGACAGGGTTGTTCTGGTCGTGCATGACTGGGGGTCCGTCCTCGGCTTCGACTG 
GGCCCGCCGCCACCGCGAGCGTGTACAGGGGATTGCCTATATGGAAGCGGTCACCATGCCGCTCGAATGG 
GCGGATTTTCCCGAACAGGATCGCGATCTGTTTCAGGCCTTTCGCTCGCAGGCGGGCGAAGAATTGGTGT 
TGCAGGACAATGTTTTTGTCGAACAAGTTCTCCCCGGATTGATCCTGCGCCCCTTAAGCGAAGCGGAGAT 
GGCCGCCTATCGCGAGCCCTTCCTCGCCGCCGGCGAAGCCCGTCGACCGACCCTGTCTTGGCCTCGCCAA 
ATCCCGATCGCAGGCACCCCGGCCGACGTGGTCGCGATCGCCCGGGACTATGCCGGCTGGCTCAGCGAAA 
GCCCGATTCCGAAACTCTTCATCAACGCCGAGCCGGGACACCTGACCACGGGCCGAATACGCGACTTCTG 
CCGCACATGGCCAAACCAGACCGAAATCACGGTCGCAGGCGCCCATTTCATCCAGGAGGACAGTCCGGAC 
GAGATTGGCGCGGCGATTGCGGCGTTTGTCCGGCGATTGCGCCCAGCATAA 
 

Squalen-Hopen-Zyklase aus A. acidocaldarius UniProt: P33247 
ATGGCGGAACAGCTGGTGGAAGCGCCGGCGTATGCGCGCACCCTGGATCGCGCGGTGGAATATCTGCTGAGC
TGCCAGAAAGATGAAGGCTATTGGTGGGGCCCGCTGCTGAGCAACGTGACCATGGAAGCGGAATATGTGCTG
CTGTGCCATATTCTGGATCGCGTGGATCGCGATCGCATGGAAAAAATTCGCCGCTATCTGCTGCATGAACAG
CGCGAAGATGGCACCTGGGCGCTGTATCCGGGCGGCCCGCCGGATCTGGATACCACCATTGAAGCGTATGTG
GCGCTGAAATATATTGGCATGAGCCGCGATGAAGAACCGATGCAGAAAGCGCTGCGCTTTATTCAGAGCCAG
GGCGGCATTGAAAGCAGCCGCGTGTTTACCCGCATGTGGCTGGCGCTGGTGGGCGAATATCCGTGGGAAAAA
GTGCCGATGGTGCCGCCGGAAATTATGTTTCTGGGCAAACGCATGCCGCTGAACATTTATGAATTTGGCAGC
TGGGCGCGCGCGACCGTGGTGGCGCTGAGCATTGTGATGAGCCGCCAGCCGGTGTTTCCGCTGCCGGAACGC
GCGCGCGTGCCGGAACTGTATGAAACCGATGTGCCGCCGCGCCGCCGCGGCGCGAAAGGCGGCGGcGGCTGG
ATTTTTGATGCGCTGGATCGCGCGCTGCATGGCTATCAGAAACTGAGCGTGCATCCGTTTCGCCGCGCGGCG 
GAAATTCGCGCGCTGGATTGGCTGCTGGAACGCCAGGCGGGCGATGGCAGCTGGGGCGGCATTCAGCCGCCG
TGGTTTTATGCGCTGATTGCGCTGAAAATTCTGGATATGACCCAGCATCCGGCGTTTATTAAAGGCTGGGAA
GGCCTGGAACTGTATGGCGTGGAACTGGATTATGGCGGCTGGATGTTTCAGGCGAGCATTAGCCCGGTGTGG
GATACCGGCCTgGCGGTGCTGGCGCTGCGCGCGGCGGGCCTGCCGGCGGATCATGATCGCCTGGTGAAAGCG
GGCGAATGGCTGCTGGATCGCCAGATTACCGTGCCGGGCGATTGGGCGGTGAAACGCCCGAACCTGAAACCG
GGCGGCTTTGCGTTTCAGTTTGATAACGTGTATTATCCGGATGTGGATGATACCGCGGTggtGGTGtGGGCG
CTGAACACCCTGCGCCTGCCGGATGAACGCCGCCGCCGCGATGCGATGACCAAAGGCTTTCGCTGGATTGTG
GGCATGCAGAGCAGCAACGGCGGCTGGGGCGCGTATGATGTGGATAACACCAGCGATCTGCCGAACCATATT
CCGTTTTGCGATTTTGGCGAAGTGACCGATCCGCCGAGCGAAGATGTGACCGCGCATGTGCTGGAATGCTTT
GGCAGCTTTGGCTATGATGATGCGTGGAAAGTGATTCGCCGCGCGGTGGAATATCTGAAACGCGAACAGAAA
CCGGATGGCAGCTGGTTTGGCCGCTGGGGCGTGAACTATCTGTATGGCACCGGCGCGGTGGTGAGCGCGCTG
AAAGCGGTGGGCATTGATACCCGCGAACCGTATATTCAGAAAGCGCTGGATTGGGTGGAACAGCATCAGAAC
CCGGATGGCGGCTGGGGCGAAGATTGCCGCAGCTATGAAGATCCGGCGTATGCGGGCAAAGGCGCGAGCACC
CCGAGCCAGACCGCGTGGGCGCTGATGGCGCTGATTGCGGGCGGCCGCGCGGAAAGCGAAGCGGCGCGCCGC
GGCGTGCAGTATCTGGTGGAAACCCAGCGCCCGGATGGCGGCTGGGATGAACCGTATTATACCGGCACCGGG
TTCCCGGGCGATTTTTATCTGGGCTATACCATGTATCGCCATGTGTTTCCGACCCTGGCGCTGGGCCGCTAT
AAACAGGCGATTGAACGCCGCTAA 
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6.2 Expression und Aufreinigung 

Im Folgenden ist ein exemplarisches SDS-Gel der Expression des LinB Wildtyps 

angefügt (Abbildung 35). 

 
 
Abbildung 35 Exemplarisches SDS-Gel (15 %) der Expression von LinB Wildtyp zu verschiedenen 
Zeitpunkten (Spur 1-8 zu t = 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 19, 24 h, M = Marker) und der Aufreinigung per 
Co2+- Affinitätschromatographie (Spur 9). Die Expression der Mutanten erwies sich als äquivalent 
zum Wildtyp (hier nicht gezeigt). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



6 Anhang 

95 

6.3 GC-Chromatogramme 

Die Analyse der Biotransformationen der Umsetzungen der LinB und AacSHC 

erfolgte per GC. Im Folgenden werden exemplarische Chromatogramme aufgeführt. 

 

LinB-katalysierte Reaktionen: 

 
Abbildung 36 Exemplarisches GC-Chromatogramm der GC-FID-Analyse der LinB katalysierten Hydrolyse 
von Benzylthiocyanat 20. Schwarz: Biotransformation von 20 mit LinB Wildtyp. Pink: Biotransformation von 
20 mit L177W. 
 

 
Abbildung 37 Exemplarisches GC-Chromatogramm der GC-FID-Analyse der LinB katalysierten Hydrolyse 
von Benzylisothiocyanat 22. Schwarz: Biotransformation von 22 mit LinB Wildtyp. Pink: Biotransformation 
von 22 mit L177W. 
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Abbildung 38 Exemplarisches GC-Chromatogramm der GC-FID-Analyse der LinB katalysierten Hydrolyse 
von rac-2-Isothiocyanatooctan rac-31. Schwarz: Biotransformation von rac-31 mit LinB Wildtyp. Pink: 
Biotransformation von rac-31 mit L177W. 
 

  



6 Anhang 

97 

AacSHC-katalysierte Reaktionen 

 
Abbildung 39 Exemplarisches GC-Chromatogramm der GC-FID/MS-Analyse der AacSHC-katalysierten 
Zyklisierung von Farnesol 33. Schwarz: Biotransformation von 33 mit L607A Blau: Biotransformation von 
Biotransformation von 33 mit L607F Rot: Biotransformation von 33 mit dem Wildtyp. 
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Abbildung 40 Exemplarisches GC-Chromatogramm der GC-FID/MS-Analyse der AacSHC-katalysierten 
Zyklisierung von Farnesol 33 mit 1 % (v/v) Butanol. Schwarz: Biotransformation von 33 mit L607A 
Blau: Biotransformation von Biotransformation von 33 mit L607F Rot: Biotransformation von 33 mit dem 
Wildtyp. 
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Abbildung 41 MS-Fragmentierungsmuster des bimolekularen Produkt 37. 
 

 
Abbildung 42 MS-Fragmentierungsmuster des bimolekularen Produkt 39. 

 
Abbildung 43 MS-Fragmentierungsmuster des bimolekularen Produkt 40. 

 
Abbildung 44 MS-Fragmentierungsmuster des bimolekularen Produkt 42. 
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