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Zusammenfassung
M. Sc. Nadine Kandziora

In vitro-Untersuchungen von Schliisselschritten der Borrelidin- und Ambruticin-Biosynthesen

Schlagworte: Borrelidin, Ambruticin, Dehydratasedoméne, Epoxidase, Biosynthese

Die Naturstoffe Borrelidin  und Ambruticin sind Polyketide, die durch Typl-
Polyketidsynthasen hergestellt werden. In beiden Biosythesewegen finden sich enzymatische
Einheiten, die Reaktionen zu ungewohnlichen Strukturmerkmalen katalysieren. So weist
Borrelidin eine in Polyketiden selten auftretende Z-konfigurierte Doppelbindung auf.
Ambruticin hingegen beinhaltet im westlichen Molekiilteil einen vierfach-substituierten
Tetrahydropyran-Ring. In der vorliegenden Dissertation wurden in vitro-Untersuchungen
beider enzymatischen Einheiten durchgefiihrt, um den Mechanismus der Bildung beider

Strukturmerkmale besser verstehen zu kdnnen.

Im ersten Teil der Promotionsarbeit werden die Ergebnisse zu Borrelidin prasentiert. Hierbei
wurde ein Vorlaufersurrogat der betrachteten Dehydratasedoméne BorDH3 sowie
Referenzmolekile synthetisiert. Die enzymatische Doméne wurde durch heterologe
Genexpression hergestellt, gereinigt und mit dem Substrat in Enzymaktivitétstests umgesetzt.
Massenspektrometrische und NMR-spektroskopische Analyse der Reaktionsprodukte zeigte
eine E-Selektivitat von BorDH3. Zusammen mit Ergebnissen der spektroskopischen Analyse
eines spdten biosynthetischen Intermediates legt dieses Ergebnis einen aus BorDH3-
katalysierter E-Doppelbindungsbildung und folgender Isomerisierung zur Z-konfigurierten

Doppelbindung bestehenden Mechanismus nahe.

Im zweiten Teil der Dissertation werden die Arbeiten zur Ambruticinbiosynthese beschrieben.
Zum einen wurde eine diastereoselektive Synthese zu einem vereinfachten Vorlaufersurrogat
der Epoxidase AmbJ etabliert. Zum anderen wurde das Enzym ausgehend von einem
synthetischen Gen kloniert und heterolog in E. coli produziert. In Enzymaktivitatstests wurde
das Substrat mit dem Lysat der Genexpression umgesetzt. Die massenspektroskopische

Analyse zeigte keinen Umsatz des Substrates.
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Abstract
M. Sc. Nadine Kandziora

In vitro-Investigations towards key steps of the borrelidin and ambruticin biosyntheses

keywords: borrelidin, ambruticin, dehydratase domain, epoxidase, biosynthesis

The natural products borrelidin and ambruticin are both polyketides, which are produced by
type | polyketide synthases. In both, the borrelidin and the ambruticin biosynthesis pathways,
enzymatic units catalyse the formation of characteristic structures like the rare Z-configured
double bond in borrelidin and the tetra-substituted tetrahydropyran ring in ambruticin. Both
enzymatic units should be investigated in in vitro-tests to elucidate the mechanistic outcome

of the catalysed reactions.

The first part of this thesis will present the results of borrelidin. A substrate mimic for the
dehydratase domain BorDH3 and reference molecules were synthesised. Additionally the
gene expression of BorDH3 was performed and the recombinant enzyme was purified and
used in enzyme assays with the synthesised substrate. Mass and NMR analysis of the assay
product revealed an E-selectivity of BorDH3. In conjunction with the spectroscopic analysis
of a late-stage biosynthetic intermediate the results strongly suggest a mechanism consisting

of E-double bond formation followed by isomerisation towards the Z-configuration.

The second part of this work features work on the Ambruticin biosynthesis. A
diastereoselective synthetic route of a simplified substrate surrogate was established. The
enzyme AmbJ was heterologously produced after cloning of a sequence-optimised synthetic
gene and gene expression studies in E. coli. Enzyme assays between the substrate mimic and
AmbJ were carried out. Analysis of the assay mixture showed now conversion of the
substrate. Future work needs to be conducted to produce an active enzyme and to elucidate
the outcome of the mechanism of the epoxidase AmbJ.
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1.1 Vorbemerkungen

Die Nummerierung der Molekile im Experimentellen Teil dieser Arbeit folgt nicht den
IUPAC-Regeln, sondern wurde pragmatisch festgelegt. Die Nummerierung des Borrelidin-

Grundgerustes erfolgte nach der in der Literatur gefundenen Klassifizierung.

Die Stereochemie wurde in der vorliegenden Arbeit nach dem folgenden Prinzip angegeben:

Zur Darstellung der absoluten Stereochemie werden Keile verwendet, die relative

Stereochemie wird durch Balken beschrieben.

absolut relativ
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2 Einleitung

In der modernen Therapie von Krankheiten bedient sich die Pharmaindustrie oftmals der
Natur, um neue gezielt wirksame Therapeutika gegen beispielsweise Krebs, Malaria und
AIDS zu gewinnen. Naturstoffe werden als Sekundarmetabolite von Pilzen, Bakterien oder
Pflanzen produziert und weisen eine groRe strukturelle Vielfalt auf. Auf Grund ihrer
biologischen Aktivitat kénnen sie als Leitstrukturen fur die Wirkstoffforschung dienen. Viele
Krankheitserreger entwickeln jedoch Uber die Jahre Resistenzen gegen gebrduchliche
Therapeutika, sodass eine andauernde Nachfrage nach neuen Wirkstoffen oder verbesserten
Varianten bekannter Wirkstoffe besteht. In diesen Fallen wird die Total- oder Semisynthese
herangezogen, um Derivate fur Studien von Struktur-Aktivitats-Beziehungen (SAR-Studien)
herzustellen. Allerdings ist eine Totalsynthese oftmals schwierig, da beispielsweise viele
Stereozentren selektiv aufgebaut werden missen. Gerade fur eine groRtechnische Herstellung
von Therapeutika ist dies gepaart mit einer aufwendigen Reinigung von Intermediaten und

Endprodukten von Nachteil.

Durch das bessere Verstandnis von Biosynthesewegen auf genetischer, enzymatischer und
molekularer Ebene haben sich in den vergangenen drei Jahrzehnten vielfaltige neuartige
Ansatze fur die Herstellung von Derivaten ergeben. Dazu zahlen die Mutasynthese, die

Metagenomik, die kombinatorische Biosynthese und die Chemoenzymatik.

Der Ansatz der Metagenomik versucht neue Wirkstoffe durch das Auffinden stiller Gencluster
oder durch eine gezielte strukturbasierte Genclustersuche zu finden. Die kombinatorische
Biosynthese hingegen stellt neue Wirkstoffe durch die Verdnderung von Biosynthesegenen,
die in einer veranderten Struktur der bekannten Verbindungen enden, her. Bei der
Mutasynthese werden Deletionsmutanten verwendet, die es ermoglichen verdnderte
Vorlaufermolekile an Bakterien zu supplementieren. Der letzte Ansatz, die Chemoenzymatik,
verwendet die heterologe Produktion von Enzymen, die bei der Synthese von Wirkstoffen

eingesetzt werden.

Therapeutika kdnnen den verschiedenen Naturstoffklassen der Polyketide, Peptide, Terpene,
Glykoside oder Alkaloide zugeordnet werden. Trotz ihrer unterschiedlichen Urspriinge
werden diese Naturstoffe durch Enzyme hergestellt. Enzyme stellen natirliche Katalysatoren
von chemischen Transformationen dar und koénnen durch einfache molekularbiologische

Arbeiten rekombinant produziert werden. Durch den Einsatz von Enzymen konnen
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Einleitung

Reaktionen selektiv im wassrigen Medium ohne Zusatz von toxischen Reagentien
durchgefiihrt werden, was sie fur eine Verwendung im Rahmen einer nachhaltigen Chemie
attraktiv. macht. Deren generell hohe Chemo-, Regio- und Stereoselektivitdt wirkt sich
ebenfalls glnstig aus und fuhrt letztlich zu kirzeren und effizienteren Routen, in denen
Reinigungsschritte eingespart werden. Gerade im Einsatz zur Gewinnung von neuen
Therapeutika konnen sich diese Eigenschaften als grofler Vorteil herausstellen. Die
biokatalytische Verwendung von Enzymen in Syntheserouten (Chemoenzymatik) wird also

voraussichtlich in den néchsten Jahren zunehmend an Bedeutung gewinnen.

2.1 Polyketidsynthasen

Polyketide sind Naturstoffe, die trotz ihrer groRen strukturellen Vielfalt eine gemeinsame
biosynthetische Herkunft aufweisen und die in der Natur von Polyketidsynthasen (PKS)
gebildet werden.! Eingeteilt sind die PKS-Systeme in die Typen | bis 1l und weisen

unterschiedliche Charakteristika auf.

Die Typ I-PKS weist einen Multienzymkomplex auf, durch den der Aufbau des PKS-
Grundgerustes durch modulare Enzym-Domanen erfolgt. Die Typ II-PKS besteht ebenfalls
aus einem Mutienzymkomplex, allerdings arbeitet der Enzymkomplex iterativ, sodass
Oligoketide entstehen, die in den meisten Féllen zu aromatischen Polyketiden kondensieren.
Polyketidnaturstoffe der Typ 111-PKS unterscheiden sich stark von den Typ | und Typ 11-PKS-
Systemen, da kein Acetylcarrierprotein (ACP) benétigt wird. AuBerdem werden vor allem

kleine Naturstoffe, wie Mono- oder Bicyclische Aromaten, hergestellt.

1,3-Funktionsabstand

—
—

OH OH OH

2 2

HaC 1Y 37 s
CH; CHj
-

1,3-Funktionsabstand

Abbildung 1: Der charakteristische Funktionsabstand in Polyketid-Naturstoffen.

1 C. Hertweck Trends in Biochemical Sciences 2015, 40, 189-199.
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Einleitung

Typisch fir von Typ [I-PKS gebildete Polyketide ist der héaufig anzutreffende
1,3-Funktionsabstand von sauerstofftragenden Funktionalitdten und Doppelbindungen sowie,
versetzt dazu um ein Kohlenstoffatom, der Alkylverzweigungen (Abbildung 1).

CoAS
(0]
A) AT 0 ) AT
O
@< £ @D
HO H HO
l S C i: §
o~ & ¢ o8 0
R R
o O
(6]
AT AT

2,&
K

MT O
LN
O

Abbildung 2: Enzymatische Doméanen der PKS und deren katalysierte Reaktionen. A) Kettenverlangerung innerhalb der
PKS. B) Reaktionen der reduktiven Schleife mit einer DH-, KR- und ER-Doméne. C) Katalysierte Reaktion einer
Methyltransferasedoméne MT beziehungsweise einer Oxidasedoméne Ox.

w

(7]

3
Sl -

Typ I-Polyketidsynthasen sind aus mehreren Modulen aufgebaut, die wiederum aus einzelnen
Domanen bestehen. Dabei sind einzelne Module meist fir die Kettenverlangerung um jeweils

eine Ketideinheit verantwortlich (,,Kolinearitdt”, Kettenverlangerung siehe Abbildung 2,
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Einleitung

A),>® wahrend die Wahl der Doménen die Funktionalisierung der neuen Einheit bestimmt.
Jedes Basismodul einer cis-AT PKS besteht aus einer Acyltransferase (AT)-Domane, einer
Ketosynthase (KS)-Domane und einem Acylcarrierprotein (ACP).* Bei einer trans-AT PKS
findet sich keine spezifische AT-Doméne innerhalb der Module.® Eine oder mehrere, als
diskrete Enzyme aullerhalb der PKS kodierte, ATs agieren hier bei mehreren
Modulverlangerungen in trans. Die Typ I-PKS starten mit einem Lademodul, das den
Startbaustein auf die PKS aufladt und aus einer AT-Domane sowie einem ACP besteht.

Neben den Standard-Verlangerungsdoménen gibt es spezifische Doméanen, die gemeinsam die
sogenannte ,,reduktive Schleife“ bilden kdnnen. Dazu zéhlen die Ketoreduktase (KR)-, die
Dehydratase (DH)- und die Enoylreduktase (ER)-Doméne (Abbildung 2, B).? Diese tragen in
erheblichem Mal} zur Strukturvielfalt der Typ | PKS -Produkte bei, die auch als reduzierte
Polyketide bezeichnet werden.

Zusatzlich zu den Doménen der reduktiven Schleife kann eine Vielzahl von enzymatisch
aktiven Domaéanen auftreten, die zusétzliche Reaktionstypen, wie beispielsweise
Methylierungen, Oxygenierungen oder Zyklisierungen katalysieren (Abbildung 2, C). Am
Ende von Polyketidsynthasen finden sich hédufig Thioesterase (TE)-Domanen, die die
Polyketidkette entweder durch Zykliserung oder Hydrolyse abspalten. AnschlieRend kdnnen
weitere Modifizierungen am Naturstoff, die sogenannten post-PKS-Modifizierungen,
durchgefuhrt werden. Dazu zédhlen u.a. Methylierungen, Glycosidierungen und Oxidationen.
Katalysiert werden diese durch sogenannte Tailoring-Enzyme. Da diese Enzyme
hochselektive Reaktionen an komplexen Grundgeristen durchfiihren, sind sie fir eine
chemoenzymatische Verwendung besonders interessant.

2 K. J. Weisman, M. Timoney, M. Bycroft, P. Grice, U. Hanefeld, J. Staunton, P. F.
Leadlay Biochemistry 1997, 36, 13849-13855.

3 A. P. Siskos, A. Baerga-Ortiz, S. Bali, V. Stein, H. Mamdani, D. Spiteller, B. Popovic,
J. Spencer, J. Staunton, K. J. weissman, P. F. Leadlay Chem. Biol. 2005, 12, 1145-
1153.

4 A. T. Keatinge-Clay Nat. Prod. Rep. 2012, 29, 1050-1073.

5 K. J. Weissman Nat. Prod. Rep. 2015, 32, 436-453.
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Teil 1: Borrelidin
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3 Einleitung

3.1 Borrelidin

3.1.1 Der Naturstoff Borrelidin

Borrelidin (1) ist ein Naturstoff mit antibakterieller Aktivitat, der 1949 aus dem Stamm
Streptomyces rochei isoliert wurde.®’ Spater wurde dieser Naturstoff auch in anderen
Streptomyceten gefunden und dessen planare Struktur 1967 von KELLER-SCHIERLEIN
aufgeklart.® 1989 konnte zusatzlich die absolute Konfiguration der neun vorhandenen

Stereozentren von ANDERSON et al. durch Kristallstrukturanalyse bestimmt werden.®

Abbildung 3: Struktur des Naturstoffes Borrelidin (1).

Borrelidin (1) hat eine einzigartige Struktur (Abbildung 3). Die wichtigsten Struktur-
merkmale des 18-gliedrigen Makrolaktons sind zum einen die reduzierte Polypropionat-
Einheit zwischen C-4 und C-10, in der die Methylgruppen in einem relativen syn/syn/anti-
Verhaltnis zueinander stehen. Zum anderen ist ein Dien vorhanden, das sowohl konjugiert zu
einer exozyklischen Nitril-Gruppe ist als auch eine in Polyketidnaturstoffen seltene
Z-konfigurierte  Doppelbindung  aufweist. Die letzte  Besonderheit st die

Cyclopentancarbonsaure-Einheit an C-17.7

Auf Grund der nicht-kompetitiven Hemmung der Threonin-tRNA-Synthetase (ThRS) zeigt

Borrelidin verschiedene biologische Aktivitdten. Dazu z&hlen antibakterielle, antitumor,

6 J. Berger, L. M. Jampolsky, M. W. Goldberg Arch. Biochem. 1949, 22, 476.

! S. Vino, K. R. Lokesh Advanced Biotech. 2008, 22-26.

8 W. Keller-Schierlein Helv. Chim. Acta 1967, 50, 731.

o B. F. Anderson, A. J. Herlt, R. W. Richards, G. B. Robertson Arch. Biochem. 1949,
42, 717.
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antimalaria, antivirale und immunosuppressive Eigenschaften.!® Aktuelle Arbeiten zur

Aktivitat von Borrelidin beschaftigen sich mit der sehr guten Wirkung des Naturstoffes gegen

Malaria. In in vitro- und in vivo-Untersuchungen zeigten zwei Derivate von 1 eine

hoffnungsvolle Aktivitit gegen Malaria.!

3.1.2 Die Biosynthese von Borrelidin
Die Biosynthese des Borrelidins (1) erfolgt durch eine Typ I-PKS. 1212 Die Borrelidin PKS
besteht aus den sechs Genen BorAl bis BorA6, auf die sich ein Lademodul und sechs

Verliangerungsmodule verteilen (Abbildung 4).1? Der Startbaustein ist die (1R, 2R)-

Cyclopentan-1,2-dicarbonséure (19).12 AuRerdem werden acht Verlangerungsbausteine (3x

Malonyl-CoA, 5x Methylmalonyl-CoA) eingebaut.

10

11

12

13

D. V. R. N. Bhikshapathi, Y Shravan Kumar, Y. Madhusudan Rao, V. Kishan Ind. J.
Biotechnology 2010, 9, 18-23.

E. M. Novoa, N. Camacho, A. Tor, B. Wilkinson, S. Moss, P. Marin-Garcia, I. G.
Azcarate, J. M. Bautista, A. C. Mirando, C. S. Francklyn, S. Varon, M. Royo, A.
Cortés, L Ribas de Pouplana Proc. Natl. Acad. Sci. USA 2015, 1-10.

C. Olano, B. Wilkinson, C. Sanchez, S. J. Moss, R. Sheridan, V. Math, A. J. Weston,
A. F. Brafia, C. J. Martin, M. Oliynyk, C. Méndez, P. F. Leadlay, J. A. Salas Chem.
Biol. 2004, 11, 87-97.

O. Vergnolle, F. Hahn, A. Baerga-Ortiz, P. F. Leadlay, J. N. Andexer ChemBioChem
2011, 12,1011-1014.
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BorA1 BorA2 BorA3 BorA4 BorA5 BorA6

Lademodul Modul 1 Modul 2 Modul 3 Modul 4 Modul 5 (6, 7) Modul 8

(e
22 90 o & g
% ks (AT ks (AT @ ks (AT @ ks (AT @ ks (AT @ TE

Zyklisierung,
post-PKS-Modifizierung

Abbildung 4: Borrelidin-Biosynthese.*

Dicarbonséure 2 ist ein einzigartiger Startbaustein, der aus Tyrosin gebildet und der nach
Aufladen auf das Lademodul in die Borrelidin-Biosynthese kanalisiert wird (Abbildung 4).12
Des Weiteren weist Borrelidin ein Carbonitril an C-12 auf, das wahrend der post-PKS-
Modifizierungen aus einer Methylgruppe gebildet wird. Die biosynthetische Hypothese fir
die Synthese des Startbausteins und des Carbonitrils wurde 2004 von OLANO et al. durch

Isolierung von biosynthetischen Intermediaten aus Gen-Knockoutstimmen erhartet.1214

Die Bildung des mit dem Carbonitril in Konjugation stehenden E,Z-Diens war zu Beginn
dieser Arbeit noch nicht aufgeklart (siehe Kapitel 3.3.3).

Borrelidin ist ein Nonaketid, wodurch angedeutet wird, dass die PKS auf das Lademodul
folgend acht Verlidngerungen des Riickgrates katalysiert.!? Allerdings sind in der Bor-PKS nur
sieben Module kodiert. Dies erklart sich dadurch, dass Modul 5 iterativ arbeitet, wodurch die

reduzierte Polypropionat-Einheit zwischen C-4 und C-8 entsteht.*3

14 C. Olano, S. J. Moss, A. F. Brafia, R. M. Sheridan, V. Math, A. J. Weston, C. Méndez,
P. F. Leadlay, B. Wilkinson, J. A. Salas Mol. Microbiol. 2004, 52, 1745-1756.
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3.2 Stereoselektivitat von Ketoreduktasedomanen in PKS

In den letzten Jahren wurden vermehrt Anstrengungen unternommen, die Katalyse der
einzelnen PKS-Doménentypen (KR, DH, ER) genauer zu analysieren und die
Stereoselektivitat und Substratspezifitat von diesen katalysierten Reaktionen zu verstehen. In
diesem Zusammenhang wurden wegweisende Veroffentlichungen von CAFFREY und REID zu

den KR-Domanen publiziert.t61>

R
w141 LDD Motiv
P144, N148

S S
(0] (0]

HOm (L HO=D

R R
Typ A Typ B
3SC2>C4 3RC2>C4
3RC2<C4 3§C2<C4
L-Alkohol D-Alkohol

Abbildung 5: KR-Doménen lassen sich anhand charakteristischer Aminoséuren an bestimmten Positionen einteilen in solche
des Typs A- und des Typs B.*

Ketoreduktasedoménen (KRs) katalysieren die Reduktion einer Carbonylgruppe zur
Hydroxygruppe unter Verbrauch des Kofaktors s-Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat
(NADPH). Der 2-Methyl-3-ketoacyl-Vorlaufer ist dabei als Thioester kovalent an die ACP
und damit die PKS gebunden. Die Reduktion der Ketofunktion kann zu einem D- oder
L-Alkohol fiihnren (Abbildung 5).%° Sowohl CAFFReY als auch REID fanden, dass die
Stereoselektivitat der Reduktion auf charakteristischen Aminosdaureeinheiten in der aktiven
Tasche der KRs zurlckzufuhren ist, welche sich auf Ebene der Primérsequenz durch

Alignments identifizieren lassen. Anhand der resultierenden Konfiguration der Hydroxy-

15 P. Caffrey ChemBioChem 2003 , 4, 649-662.
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Gruppe werden KR-Domanen in solche des Typs A und des Typs B unterteilt (Abbildung
5).16,15

Ketoreduktasen des Typ B weisen in ihrer aktiven Tasche eine charakteristische Leucin-
Asparaginséure-Asparaginsaure Sequenz (LDD) auf, die im Typ A nicht zu finden ist. In
dieser kann in Einzelféllen auch eine der beiden Asparaginséduren gegen eine Glutaminsdure
ausgetauscht sein. AuRerdem ist die Aminosaureposition 144 immer ein Prolin (P) und die
Position 148 ein Asparagin (N). Beim Typ A hingegen ist in Aminosdureposition 141 ein
Tryptophan (W) konserviert, das in keiner Typ B KR auftritt. In der Gberwiegenden Zahl der
Falle folgen DH-Doménen auf Typ B-KR-Domanen (3p-Hydroxyacyl-Einheit).%®

Erganzend zu den Studien von CAFFREY und REID wurde von KALESSE eine bioinformatische
Analyse durchgefiihrt, die zusétzlich zu der Bestimmung der Konfiguration der
Alkoholfunktion die Stereochemie der Verzweigung in o-Position bestimmt.}” Hierzu wurden
Alignments von verschiedenen Sequenzen bekannter KR-Domanen herangezogen, anhand
derer charakteristische Regionen der Aminoséuresequenzen fiir die einzelnen Proteinfamilien
detektiert wurden. In Verbindung mit dem HIDDEN MARKOV MoDEL (HMM) konnten die

konservierten Regionen der Proteintypen bestimmt werden.

3.3 Dehydratasedomanen

DH-Domanen katalysieren die Eliminierung von Wasser aus der o— und fS-Position des von
der KR-Doméne gebildeten 3-Hydroxy-Thioesterintermediates und filhren somit zur
Doppelbindungsbildung (Abbildung 6).

S S
(0] DH (0]
a — o
HO~X B B /
/
R R

Abbildung 6: Mechanismus einer katalysierten Dehydratisierung durch eine Dehydratasedoméane DH.

16 R. Reid, M. Piagentini, E. Rodriguez, G. Ashley, N. Viswanathan, J. Carney, D. V.
Santi, R. Hutchinson, R. McDaniel Biochemistry 2003, 42, 72-79.
g A. Kitsche, M. Kalesse ChemBioChem 2013, 14, 851-861.
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3.3.1 Struktur und Mechanismus der Dehydratasedoméanen

Die Struktur der zu den prozessierenden Enzymen gehdrenden Dehydratasedomanen wurde
durch verschiedene Kristallstrukturanalysen aufgeklart. Dazu wurden die DH-Doménen der
Curacin-Biosynthese und die EryDH4-Domaéne aus der PKS sowie die FabA- und FabZ-DH-

Domanen aus der Fettsdurebiosynthese herangezogen.!8:1920.21.22.23

A B

90°

Abbildung 7: Charakteristische HoTpog-Faltung der Dehydratase-Isomerase FabA. Dargestellt zum einen als Draufsicht (A)
und zum anderen als Sicht aus einer um 90°-gedrehten Position (B).%

Durch die Strukturanalysen wurde festgestellt, dass ein Dimer vorliegt, das eine lineare
Konformation aufweist. Die Monomere der DHs liegen in einer doppelten HoTDOG-Faltung
vor, die neben der beta-Faltblattstruktur auch ein alpha-Helix-Strukturmotiv zeigt (Abbildung
7).

18 D. L. Akey, J. R. Razelun, J. Tehranisa, D. H. Sherman, W. H. Gerwick, J. L. Smith
Structure 2010, 18, 94-105.

19 A. Keatinge-Clay J. Mol. Biol. 2008, 384, 941-953.

20 D. Kostrewa, F. K. Winkler, G. Folkers, L. Scapozza, R. Perozzo Science 2005, 14,
1570-1580.

21 M. Leesong, B. S. Henderson, J. R. Gillig, J. M. Schwab, J. L. Smith Structure 1996,
4, 253-264.

22 T. Maier, M. Leibundgut, N. Ban Science 2008, 321, 1315-1322.

23 J. W. Labonte, C. A. Townsend Chem. Rev. 2013, 113, 2182-2204.
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HXXXGXXXXP und DXXXQ

Abbildung 8: Konservierte Aminosauresequenzen innerhalb der aktiven Tasche der Dehydratasedomanen.?

Zwei konservierte Aminoséauren sind essentiell fir die Aktivitat der Dehydratasedomanen.
Zum einen ein Histidin am schmalen Ende des N-Terminus des HOTDOGS und zum anderen
eine Asparaginsaure, die auf der Helix des C-terminalen HOTDOGS sitzt. Hierzu wurde eine
charakteristische Sequenz ausgemacht, die allen DHs gemein ist. Zusatzlich zu der
katalytischen Dyade His-Asp wird eine dritte Aminoséure (hier: Q; Glutamin) beschrieben
(Abbildung 8).2* Allerdings kann anstelle von Glutamin auch Prolin oder Serin die
katalytische Triade der Dehydratasedoménen vervollstandigen.

A)
His His H His H
W T W,
N@® N®
H H H H
R e e
Q) H OH —».go H R @ 0 HOH
H HO._O H HO.__O 5 0. o
/N\ \f /N\ \f /N\ \f
Asp Asp

B) O OH
3D
z syn- EI|m|n|erung
O OH
“ 3L
S R
syn- Ellmlnlerung

Abbildung 9: Mechanismus der Dehydratase-Ddoménen der Polyketidsynthasen. A) Mechanismus der katalytischen
Triade.?*18 B) Durch die DH-Domane katalysierte formale syn-Dehydratisierung ausgehend von 3p- und 3L-Hydroxyacyl-
Thioestern. Das gezeigte Enolatintermediat wurde bisher experimentell nicht bestétigt.

24 X. Guo, T. Liu, C. R. Valenzano, Z. Deng, D. E. Cane J. Am. Chem. Soc. 2010, 132,
14694-14696.
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Das Histidin der katalytischen Dyade agiert als Base und abstrahiert ein Proton in C-2
Position des 3-Hydroxythioesters. Die Asparaginsaure protoniert die 3-Hydroxygruppe,
wodurch ein Wassermolekdil gebildet wird. Der postulierte Mechanismus soll tiber ein Enolat-
Intermediat verlaufen, wobei bisher keinerlei gesicherte Daten Uber tatsachlich gebildete

Zwischenstufen und Ubergangszustande vorliegen (Abbildung 9, A).

Durch die formale syn-Dehydratisierung der 3p-Hydroxythioestern wird in den meisten Féllen
eine E-konfigurierte Doppelbindung gebildet. Entscheidend fur die Doppelbindungs-
geometrie ist neben der beschriebenen syn-Eliminierung auch die durch vorangegangene
Ketoreduktion erhaltene Konfiguration des 3-Hydroxythioesters. So wurde postuliert, dass
eine E-konfigurierte Doppelbindung ausgehend von Produkten der B-Typ-KR-Domanen, den
3D-Hydroxyacyl-Einheiten, gebildet wird. Die selten vorkommenden Z-konfigurierten
Doppelbindungen sollen hingegen ausgehend von 3L-Hydroxyacyl-Motiven durch eine syn-
Dehydratisierung gebildet werden.'® Dieses Postulat beriicksichtigt allerdings nicht die
Konfiguration der a-Position des Vorldufers, die bei einer stereospezifischen Reaktion
ebenfalls direkten Einfluss auf die Produktkonfiguration nehmen sollte. Eine detaillierte
Untersuchung dieses Prozesses in PKS stand bei Aufnahme der Arbeiten an dieser Promotion

weitgehend noch aus.

3.3.2 invitro-Untersuchungen zu Dehydratasedomanen
In den letzten zehn Jahren wurden die Dehydratasedoménen aus bekannten Biosynthese-
wegen herangezogen, um diese genauer zu analysieren und deren Stereoselektivitat zu

verstehen.

3.3.2.1 Picromycin/Methymicin-Synthase (PICS)
Die Picromycin/Methymycin Synthase (PICS) ist eines der ersten Systeme, das in vitro
untersucht wurde und dadurch die ersten Erkenntnisse tber Struktur und Stereochemie der

3-Hydroxythioester-Vorlaufer von DH-Domanen lieferte.?®

25 J. Wu, T. J. Zaleski, C. Valenzano, C. Khosla, D. E. Cane J. Am. Chem. Soc. 2005,
127, 17393-17404.
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A)
10-Deoxymethynolid (3) Narbonolid (4) 5
C)
OH
OH O OH O .
PICS Modul 2+TE S
SNAC OH + .
Mal-CoA, NADPH RG] O
7 8 | 9
D)
OH O
(H/U\SNAC MSNAC NJ\SNAC ('\;/U\SNAC
syn-(2L,3D)-7 syn-(2D,3L)-7 anti-(2L,3L)-7 anti-(2D,3D)-7

Abbildung 10: Studien zu der Picromycin/Methymycin Polyketidsynthase. A) Strukturen der beiden PICS-Produkte. B) DH-
katalysierte Reaktion im Modul 2 der PICS. C) Durchgefiihrte in vitro-Untersuchung mit dem Fusionsprotein PICS Modul
2+TE und Vorlaufersurrogat 7. Es wird ein Gemisch der o,B-ungesattigten Carbonsdure 8 und Lakton 9 erhalten.
D) Strukturen der in den in vitro-Untersuchungen eingesetzten Diastereomere.

Die PICS besteht aus sechs Modulen, die durch eine Thioesterasedoméne erganzt werden. Die
TE-Domane zyklisiert die Polyketidkette zum Makrolakton und bildet dabei sowohl einen 12-
als auch einen 14-gliedrigen Ring (10-Deoxymethynolid (3), Narbonolid (4), Abbildung
10, A) der durch post-PKS-Modifizierungen (Oxidation, Glykosylierung) in die Naturstoffe
Picromycin beziehungsweise Methymicin Gberfuhrt wird.

Das Modul 2 der PICS weist eine DH-Doméne auf, die eine E-konfigurierte Doppelbindung
bilden sollte (Abbildung 10, B).?> Um den Mechanismus und die Stereoselektivitit der DH-
Doméne sowie die Stereochemie der B-Hydroxygruppe im Vorléufer zu analysieren, wurde
das PICS Modul 2 als Fusionsprotein mit der TE-Doméne (PICS Modul 2+TE) in E. coli
tberexprimiert und SNAC-Thioester 7 als Substrat synthetisiert. Der SNAC-Thioester wurde
mit PICS Modul 2+TE, Malonyl-CoA (Mal-CoA) sowie NADPH in Enzymaktivitatstests
eingesetzt, die die Umsetzung zum E-konfigurierten Produkt 8 lieferten (Abbildung 10, C).%
Zusétzlich wurde zyklisiertes Lakton 9 erhalten, das durch TE-katalysierte Ringbildung nach
Ketid-Verlangerung und Ketoreduktion entsteht. Durch diesen Aktivitatstest wurde gezeigt,

dass das Fusionsprotein PICS Modul2+TE sowohl die Verlangerung um den Malonyl-CoA-
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Baustein als auch die Reaktion zur E-konfigurierten Doppelbindung katalysiert. Ein Kontroll-
experiment mit einer DH-Deletionsmutante zeigte, dass ausschlieBlich Lakton 9 erhalten
wurde und bestatigte somit die Beteiligung der DH-Domane an der Doppelbindungsbildung.?®

Zusatzlich zu den Aktivitatstests wurden Studien zur Substratspezifitat durchgefihrt, in denen
die mdglichen Diastereomere des natirlichen Substrates eingesetzt und mit der PICS
Modul 2+TE umgesetzt wurden (Abbildung 10, D). Hierbei zeigte sich, dass das syn-(2L,3D)-
Substrat am besten akzeptiert wurde. Das syn-(2D,3L)-Enantiomer wurde genauso wie das
diastereomere anti-(2L,3L)-Diketid akzeptiert, beide zeigten aber eine wesentlich geringere
Aktivitat. Im Gegensatz dazu wurde das diastereomere anti-(2D,3D)-Diketid nicht akzeptiert.?
Dieses Ergebnis zeigt eine moderate Substratspezifitat der PICS Modul 2+TE, da neben dem

natlrlichen Vorlaufer auch zwei weitere Substrate angenommen und umgesetzt wurden.

3.3.2.2 Nanchangmycin Synthase und 6-Deoxyerythronilid B-Synthase

Aufbauend auf den Studien zu der PICS publizierten CANE et al. Arbeiten zu den DH-
Domanen der Nanchangmycin (10) und Erythromycin-PKS.24? Charakteristisch fiir die zwei
Veroffentlichungen war, dass in diesen die ersten in vitro-Untersuchungen von isolierten,

aktiven Domaénen beschrieben wurden.

A) _ Q B)
le) L-Rhodinose O
OH S
Nanchangmycin (10)
C)
OH O DEBS ACP6 + [KS6][AT6] QH oH o NANS DH2 " i
SNAC : SM X
TYLS KR1, MM-CoA, :
7 NADPH 13
14: X = ACP
NaOH
15: X = OH
TMSCHN, (
16: X = OMe

Abbildung 11: Studien zu der Dehydratasedoméne des Modules 2 der NANS. A) Struktur des Naturstoffs Nanchangmycin.
B) Dehydrataseaktivitdt der enzymatischen Domédne NANS DH2. C) Durch NanDH2 Kkatalysierte Reaktion. C)
Durchgefihrte in vitro-Untersuchungen mit der NANS DH2. Gezeigt sind zum einen die chemoenzymatische Synthese des

26 C. Valenzano, Y.-O. You, A. Garg, A. Keatinge-Clay, C. Khosla, D. E. Cane J. Am.
Chem. Soc. 2010, 132, 14697-14699.
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ACP-gebundenen Substrates 13 und zum anderen die enzymatische Umsetzung von Substrat 13 mit NANS DH2, deren
Produkte und die anschlieenden Derivatisierungsschritte. MM-CoA: Methylmalonyl-CoA.

Die Nanchangmycin-Synthase (NANS) besitzt eine Dehydratasedoméne in Modul 2 der PKS
(Abbildung 11, B), die als isolierte Domane heterolog in E. coli produziert und anschlieRend
gereinigt wurde.?* Das benétigte ACP-gebundene Substrat wurde durch eine chemo-
enzymatische Synthese gewonnen, bei der die enzymatischen Domanen KS6, AT6 und ACP6
der 6-Deoxyerythronilid B Synthase (DEBS) sowie die Ketoreduktasedoméne des ersten
Moduls der Tylactone Synthase (TYLS KR1) verwendet wurden (Abbildung 11, C).>* ACP-
gebundenes Substrat 13 wurde in situ mit der enzymatischen Doméane NANS DH2 inkubiert.
Die Analyse zeigte, dass eine E-konfigurierte Doppelbindung generiert worden ist, wodurch
dargelegt wurde, dass die enzymatische Domane NANS DH2 ein anti-(2D,3D)-2-Methyl-3-
hydroxyacyl-Substrat 13 akzeptiert und zu einem E-2-Methylenoyl-ACP-Produkt konvertiert.
Die katalysierte Reaktion ist eine syn-Eliminierung von Wasser.?* Die Ergebnisse zeigen eine
Substratspezifitat sowie eine Stereoselektivitat.

:
S

A)

6-Deoxyerythronolid (17)

C)

OH 0O Sfo OH O DEBS DH4 o
— o~ RE— - + H20
= 7 = 20 21

Abbildung 12: Studien zu EryDH4. A) Struktur des durch die DEBS produzierten 6-Deoxyerythronolides. B) Durch
EryDH4 Kkatalysierte Dehydratisierung. C) Durchgefiihrte in vitro-Untersuchungen mit der isolierten EryDH4. Gezeigt ist
zum einen die chemoenzymatische Synthese von ACP-gebundenem Substrat 20 und zum anderen die Umsetzung mit der
EryDH4-Doméne, die eine Gleichgewichtsreaktion und dadurch sowohl die Eliminierung als auch die Addition eines
Wassermolekiils katalysiert.

Erythromycin wird durch die 6-Deoxyerythronolid-Synthase (DEBS) hergestellt. Obwohl der
Naturstoff keine Doppelbindung aufweist, ist in Modul 4 der DEBS eine DH-Domaéne

enthalten, deren Produkt unmittelbar durch eine ER-Doméne zum geséttigten Thioester
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reduziert wird (Abbildung 12, B). Somit ist die Stereochemie des EryDH4-Substrates
unbekannt, sodass alleine von der Sequenz der Ketoreduktasedomane auf dessen
Stereochemie zurlickgeschlossen wurde. Hierzu wurde das Modell von CAFFREY und REID
(Kapitel 3.2) verwendet. Die Doméane EryKR4 besitzt ein konserviertes LDD-Motiv und ist
dementsprechend eine B-Typ KR-Doméne, die eine 3p-konfigurierte Hydroxygruppe bildet.?

Das bendtigte ACP-gebundene Substrat wurde im Fall des Erythromycins in Analogie zu den
Studien mit der enzymatische Domane NanDH2 (ber einen chemoenzymatischen Ansatz
hergestellt. Hierzu wurde die freie Sdure in den Coenzym A-Thioester Gberfuhrt und im
Anschluss mit der Phosphopantetheinyltransferase (Pptase) Sfp auf die Doméne
apo-EryACP6 geladen (Abbildung 12, C).?®6 ACP-gebundenes Substrat 20 wurde in situ mit
der EryDH4 inkubiert und das Ergebnis mittels LC-MS analysiert. Als Produkt des
Enzymaktivitétstests wurde der eine E-konfigurierte Doppelbindung tragende Enoyl-Thioester
21 erhalten. Ein weiterer Test zeigte, dass die enzymatische Doméne EryDH4 auch die
Rickreaktion, die syn-Addition von Wasser an die Doppelbindung, katalysiert (Abbildung 12,
C).

OH

0]
3
SACP —— —> SACP NJ\SACP _,L,_, SACP

anti-(2D,3D)-20 2,3-E-21 anti-(2L,3L)- 2,3-E-21
anti anti
(0]
MSACP —/‘/—> SACP - SACP —f/—> SACP

syn-(2L,3D)-20 2,3-Z-21 syn-(2D,3L)-20 23.7.21
OH OH O
h/'\)\smp — MSACP
anti-(2D,3D)-syn-(3D,4L,5D)-22 2,3-E-syn(4L,5D)-

Abbildung 13: Untersuchung der Stereselektivitét der EryDH4-Dom6‘me.26

Zusétzlich wurden Uber einen chemoenzymatischen Ansatz die anderen Diastereomere des
Substrates 22 erhalten und analog mit der EryDH4-Doméne inkubiert (Abbildung 13).° Die
enzymatische Doméne EryDH4 katalysiert ausschliellich eine syn-Eliminierung, die in einer
E-konfigurierten Doppelbindung resultiert. In den Enzymtests wurde weder eine anti-

Eliminierung noch eine Z-konfigurierte Doppelbindung detektiert. AuRerdem wurden
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ausschlieBlich Substrate angenommen, die ein anti-(2D,3D)-Motiv beinhalten. Diese
Ergebnisse zeigen sowohl eine Substratspezifitat als auch eine Stereoselektivitat der
Ery DH4-Domane.

3.3.2.3 Curacin A-Synthase

Das Polyketid Curacin A (25) ist ein Naturstoff mit verschiedenen ungewdhnlichen
Charakteristika. Dazu zahlen ein Cyclopropylring, eine Z-konfigurierte Doppelbindung, ein
Thiazolinring sowie ein terminales Alken. Diese strukturellen Besonderheiten werden durch
13 Module und durch 41 Doménen innerhalb eines Polyketidsynthase-Nicht Ribosomale
Polyketidsynthase (NRPS)-Hybridsystems hergestellt. Unter den 41 Domaéanen sollten
erwartungsgemal funf Dehydratasedoménen sein. Allerdings zeigte eine Genclusteranalyse

eine Abweichung von dieser Erwartung (Abbildung 14, A).!8

A) Erwartet CurG  CurH  Curl CurJ CurkK
Gefunden CurH Curd CurK
Entgegen der CurF

Erwartung gefunden

OMe
Curacin (25)

CurG

Abbildung 14: A) Ergebnisse der Sequenzanalysen zu den Dehydratasedomédnen der Curacin-Polyketidsynthase
gegeniibergestellt mit den Erwartungen. B) Ausschnitt aus der Curacin-Biosynthese. Farblich hervorgehoben sind die
Einheiten, die durch die entsprechenden DH-Doménen enthaltenen Module gebildet werden.
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Im Rahmen der Gencluster-Analyse wurden auch die KR-Doménen eingehender beziiglich
ihrer vorhergesagten Stereoselektivitat untersucht (Abbildung 14, B). Hierbei zeigte sich, dass
die Module CurG, Curl, CurJ und CurK eine B-Typ KR-Doméne aufweisen. Das Modul
CurG hingegen beinhaltet eine A-Typ KR-Doméne. Dieses Ergebnis spiegelt die Erwartung
wieder, da CurG eine Z-konfigurierte Doppelbindung generiert, die anderen Cur-Module
hingegen eine E-konfigurierte Doppelbindung. Dies ist in Ubereinstimmung mit der
Hypothese, dass die Stereochemie der p-Hydroxygruppe die Konfiguration der

Doppelbindung beeinflusst.!8:16

Zusatzlich konnten durchgefuhrte Kristallstrukturanalysen die Struktur der DH-Doméanen
aufklaren. AKey et al. zeigten, dass die dimeren DH-Doménen aus zwei identischen
Monomeren der Hotdog-Faltung bestehen. Die aktive Tasche besteht aus einem Histidin des
N-terminalen Hotdogs und einem Aspartat des C-terminalen Hotdogs. Die umzusetzenden
Substrate befinden sich in einem Substrattunnel, der sich in den C-terminalen Hotdog
erstreckt und zwischen den Strukturmotiven a-Helix und B-Faltblatt liegt. Der Substrattunnel
ist Uberwiegend hydrophob und beinhaltet keine Funktionen fir Wasserstoffbriicken-

bindungen.

Durch computerbasierte Studien (substrate modeling) konnte eine direkte Verbindung
zwischen dem Substrat und der Stereochemie des Produktes festgestellt werden. Hierbeli
zeigten AKAY et al., dass die Stereochemie der B-Hydroxygruppe die Konfiguration der durch
die Dehydratisierung entstehenden Doppelbindung bestimmt. Die Stereochemie der
B-Hydroxygruppe hingegen wird durch die Ketoreduktasedoméne festgelegt (siehe Kapitel
3.2).

Die hier beschriebenen Ergebnisse wurden aus Sequenzanalysen und Kristallstrukturanalysen
gewonnen. Ausstehend ist die Durchfiihrung von in vitro-Tests mit isolierten Dehydratase-

domanen.

3.3.2.4 Rifamycin-Polyketidsynthase

Rifamycin (26) ist ein Naturstoff der Gruppe der Ansamycine und weist eine dreifach
substituierte Z-konfigurierte Doppelbindung auf, die im letzten Modul der Polyketidsynthase
gebildet wird.?’

27 D. Gay, Y.-O. You, A. Keatinge-Clay, D. E. Cane Biochemistry 2013, 52, 8916-8928.
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E oder Z?
RifDH10

NH2 27 NH2 28

Abbildung 15: A) Struktur des Rifamycins B. B) Katalytische Dehydratisierung der RifDH10-Doméne, bei der die
Konfiguration der entstehenden Doppelbindung unbekannt ist. ACP: RifACP10.

Der lineare Polyketid-Vorlaufer von Rifamycin wird durch eine Amidsynthase RifF von der
PKS abgespalten. Es ist unbekannt, ob der Vorlaufer bereits eine Z-konfigurierte
Doppelbindung tragt oder ob die Dehydratasedomane des Modules 10 (RifDH10) zun&chst
eine E-konfigurierte Doppelbindung bildet, die wahrend der RifF-katalysierten Reaktion
isomerisiert (Abbildung 15, B). Alternativ konnte die Isomerisierung der Doppelbindung auch
durch eine post-PKS-Modifizierung geschehen. Um den Ursprung der Doppelbindungs-

konfiguration aufzuklaren, wurden Enzymaktivitatstests mit der isolierten RifDH10-Domane

durchgefuhrt.
SCoA
OH
o Sfp S RifKR7 RifDH10 S PicTE o)
—_— —_— —_— —_—
O apo-RIfACP10 o NADPH | o) |
33
29 o
30 32

Abbildung 16: Enzymatische Umsetzung von ACP-gebundenem Substrat 31 mit der isolierten Dehydratasedoméne
RifDH10. Gezeigt ist die Beladung der exprimierten apo-RifACP10 mit der Pptase Sfp gefolgt von der Umsetzung von 30
mit RifKR7 sowie die Umsetzung mit der RifDH10-Doméane mit abschlieRender Abspaltung von der ACP mittels PicTE.
ACP: RifACP10.

Die Gruppe von CANE zeigte bereits, dass die Ketoreduktasedoméne RifKR10 ein (2L,3L)-2-

Methyl-3-Hydroxyacyl-ACP-Produkt generiert, sodass der naturliche Vorlaufer der DH-
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Domane bekannt ist.?® Ein vereinfachtes Surrogat wurde durch chemoenzymatische Synthese
ausgehend von (2DL)-2-Methyl-3-ketopentanoyl-CoA mit der zuvor heterolog in E. coli
produzieren apo-RifACP10-Domane und der PPtase Sfp gefolgt von der Reaktion mit der
isolierten RifKR7-Domine hergestellt.?” Die Umsetzung des (2L,3L)-konfigurierten
Substrates 31 mit der in E. coli als Hise-Fusionsprotein produzierten enzymatischen Doméne
RifDH10 ergab ausschlieBlich das E-konfigurierte Alken (Abbildung 16). Keiner der
diastereomeren Vorladufer wurde unter den gleichen Reaktionsbedingungen umgesetzt. Die
Analyse der Enzymaktivitétstests erfolgte durch den Vergleich mit synthetisch hergestellten
Referenzmolekilen, nachdem das Produkt mit der breitenspezifischen Thioesterasedoméne

PicTE inkubiert und somit von der ACP abgespalten wurde.?’

Ery
8 0 3 0 ACP6
Rif[DH10+KR10] 3 ¢

g : RIf[DH10+KR10]
o o o
o) o)
30 32 34
B)
Ery Ery Ery
ACP6 ACPG ACP6

H OH
S TylKR1

g
S RIfDH10 S PicTE o
o NADPH o | o | 39
O 36 OH 37 38

Abbildung 17: Studien zu der Stereospezifitat der RifDH10-Doméne. A) Umsetzung von RifACP10-gebundenem Substrat
30 sowie von EryACP6-gebundenem Substrat 34 mit dem Fusionsprotein Rif[DH10+KR10]. Hierbei zeigte sich, dass die
Dehydratasedoméne mit dem an EryACP10-gebundenem Substrat keine Dehydratisierung katalysiert, obwohl die
Stereochemie nach der Ketoreduktion dem natiirlichen Substrat entspricht. B) Enzymatische Untersuchungen zwischen der
RifDH10-Doméne und dem EryACP6-gebundenem Substrat.

Zusétzlich zur isolierten Domane wurde ein Rif[DH10+KR10]-Fusionsprotein hergestellt, das
mit dem ACP-gebundenen Substrat 30 umgesetzt wurde. Auch in diesem Fall wurde nur die
E-konfigurierte Doppelbindung 32 erhalten (Abbildung 17, A).%’

Interessant an den Studien war, dass die Substratspezifitat der RifDH10-Domane verandert
werden konnte, in dem das Substrat an die ACP-Doméne EryACP6 gebunden wurde. Dies gilt

ebenso fir die Panthetein- und SNAC-Thioester. In diesen Fallen wurden ausschliellich die

28 Y. O. You, C. Khosla, D. E. Cane J. Am. Chem. Soc. 2013, 135, 7406-74009.
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(2D,3D)-Vorlaufer akzeptiert und in das E-konfigurierte Alken tberfiihrt (Abbildung 17, A-
B).2” CANE et al. zeigten, dass die RifDH10-Domane hochstwahrscheinlich E-selektiv ist,

wodurch eine spétere Isomerisierung der Doppelbindung zur Z-Konfiguration fuhren muss.

3.3.25 a,f— f,yDoppelbindungsverschiebungen

Das Polyketid Rhizoxin (40) ist ein Naturstoff, der ein Dien-System enthaltenes 16-gliedriges
Makrolakton aufweist (Abbildung 18, A). Die Besonderheit des Dien-Systems zwischen den
Kohlenstoffatomen C-9 und C-12 besteht darin, dass es bezuglich des aus einer PKS-
Standardprozessierung zu erwartenden Muster um ein Kohlenstoffatom verschoben ist. Dies
wirft  Fragen bezuglich des mechanistischen und  zeitlichen  Verlaufs der
Doppelbindungsbildung auf.

Ziel der Arbeiten von HERTWECK et al. war es herauszufinden, ob die Doppelbindungs-
verschiebung durch die PKS stattfindet und welche Doménen verantwortlich sind.?® Hierzu
wurde eine ATE-Deletionsmutante hergestellt. Dies flihrte zu einem Auflaufen und teilweiser
Abldsung langkettiger Intermediate der PKS. Nach deren Isolierung zeigte eine NMR-
Analyse, dass diese Intermediate bereits die verschobenen Doppelbindungen aufweisen.
Demnach ist die Verschiebung Bestandteil der von den jeweiligen PKS-Modulen
katalysierten Reaktion. Zusatzlich wurde aus der ATE-Mutante der Vorlaufer 42 isoliert, bei
dem nur eine der beiden Doppelbindungen verschoben ist.?® Daraus resultiert, dass die
Doppelbindungen einzeln aufgebaut und vor der nachsten Verlangerung des Rickgrades

bereits verschoben werden.

29 B. Kusebauch, B. Busch, K. Scherlach, M. Roth, C. Hertweck Angew. Chem. Int. Ed.
2010, 49, 1460-1464.
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A) B) Modul 8

Modul 7 "shift-Modul"

\o\f“ 3

)

OCH3

Rhizoxin (40)

Abbildung 18: Ausschnitt aus der Biosynthese von Rhizoxin. Dargestellt sind die entscheidenden Module 7, 8 und das
Verschiebungs-Modul mit den Polyketidketten, die als freie S&uren von der PKS abgespalten wurden. Hervorgehoben
wurden die zwei unterschiedlich verschobenen Doppelbindungen.

Um diese Hypothese weiter zu stutzen, wurde die DH*-Doméne des Moduls 8 inaktiviert.
Dieses Modul besteht aus einem verlangernden Modul sowie zusétzlich aus einer nicht
funktionalen KS°-Doméne, der DH-&hnlichen DH*-Domane und einer ACP-Domiéne (,,shift-
Modul“, Abbildung 18, B). Die NMR-Analyse des akkumulierten Intermediates zeigte, dass
vor Einwirkung der DH*-Doméne die neu gebildete Doppelbindung noch in Konjugation zum

Thioester und nicht zur bereits existierenden, verschobenen Doppelbindung steht.?®

Die Experimente zeigen, dass zwei verschiedene mechanistische Wege zu den
Doppelbindungsverschiebungen fiihren. Die Verschiebung der Doppelbindung in Modul 7
geht einher mit der Einflihrung der Doppelbindung und ist damit formal eine
B,y-Dehydratisierung. Die zweite Doppelbindungsverschiebung erfolgt durch ein sogenanntes

Verschiebungs-Modul (,,shift-module*) katalysiert durch eine DH*-Doméne.?°
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Modul 13 Modul 14 Modul 15 Modul 16

SH SH SH SH

) ) )

HO.__O

_ l j

0
0 HO
— —/  ©OH
HO HN — — NH ~—
_ Jd =

Baccillaen (47)

Abbildung 19: Ausschnitt aus der Biosynthese von Bacillaen (47). Dargestellt sind die entscheidenden Module 13, 14, 15
und 16. Untersuchungen mit einer AModul 16 Mutante filhrten zur Hydrolyse und Freisetzung der Polyketidintermediate in
Form freier Sduren. Hervorgehoben sind die beiden bereits verschobenen Doppelbindungen sowie die sich noch in o,f-
Position zum Thioester befindende Doppelbindung.

Zusatzlich zu dem Naturstoff Rhizoxin weist auch das Polyendiamid Bacillaen (47) ein im
Laufe der Biosynthese offensichtlich verschobenes Trien-System auf. Bacillaen wird durch
ein trans-AT-PKS-NRPS-Hybridsystem mit 17 Modulen gebildet.*° Die Module 13-16 sind
verantwortlich fur die Einfuhrung der Doppelbindungen, wobei Modul 16, dhnlich wie die
Rhizoxin-PKS, eine zusétzliche DH*-Domane besitzt (Abbildung 19). Um aufzukléaren, wie
die verschobenen Doppelbindungen entstehen, wurde in der Gruppe von PIEL das Modul 16
deletiert (AModul 16-Mutante).*® Die anschlieBende NMR-spektroskopische Analyse der
erhaltenen Intermediate 44-46 zeigte, dass die beiden in den Modulen 13 und 14 eingefiihrten

Doppelbindungen am Ende von Modul 15 bereits in ,y-Position zur Carbonylfunktion stehen

30 J. Moldenhauer, D. C. G. Gotz, C. R. Albert, S. K. Bischof, K. Schneider, R. D.
Sussmuth, M. Engeser, H. Gross, G. Bringmann, J. Piel Angew. Chem. Int. Ed. 2010,
49, 1465-1467.
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(Abbildung 19). Die Doppelbindung aus Modul 15 liegt noch in o,B-Position zum Thioester
vor, sodass davon ausgegangen wurde, dass die Verschiebung innerhalb des Modules 16
stattfindet (Abbildung 19).%°

Modul 13 Modul 14 Modul 15 shift-Modul

%

HO O HO [0) HO O
o
N
| | P
HN | |
R/&O 44 HN |
R/go 45 HN
R (6]

Abbildung 20: Ausschnitt aus der Biosynthese von Baccillaene. Dargestellt sind die entscheidenden Module 13, 14, 15 und
das Verschiebungs-Modul mit den Polyketidketten, die als freie S&uren von der PKS abgespalten wurden. Hervorgehoben
wurde die durch das Verschiebungs-Modul in die B,y-Position verschobene Doppelbindung.

In weiterfuhrenden Arbeiten von KEATINGE-CLAY wurde die Doppelbindungsverschiebung
des Modules 16 anhand von in vitro-Untersuchungen eingehender untersucht.3! Hierzu wurde
die zunéchst als inaktive DH-Doméne annotierte PksDH16 (Pks: Abkirzung fur die
Baccillaen-Polyketidsynthase) als Enoylisomerase El und das Modul 16 als Verschiebungs-
Modul (,,shifted-module®; vgl. Rhizoxin PKS) mit den Doméanen KS°-EI(DH*)-ACP erkannt
(Abbildung 20).

\/Y\B/\([)f J\/\ % H FleElld \/y\/\[r JJ\/\ %

Abbildung 21: Enzymatische Umsetzung der isolierten PksEI14-Doméne mit Substrat 49.

Fur die Enzymaktivitatstests wurde die enzymatische Doméne PksEI16 heterolog in E. coli
produziert und anschlielend isoliert. AufRerdem wurde ein Substratanalogon synthetisiert.

Hierbei handelt es sich um einen Panthetein-Thioester 49, der eine B,y-Doppelbindung

31 D. C. Gay, P. J. Spear, A. T. Keatinge-Clay ACS Chem. Biol. 2014, 9, 2374-2381.
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aufweist (Abbildung 21).3! Die PksEI16-Domane soll in in vitro-Tests demnach die
Verschiebung zu einer o,B-Doppelbindung katalysieren. Diese Reaktion soll der o, — B,y-
Verschiebung gegenuber auf Grund der Konjugation der Doppelbindung mit dem Thioester
im Produkt thermodynamisch beginstigt sein. Die Enzymaktivitatstests wurden mittels
LC-MS analysiert und bestétigen, dass die Doppelbindung katalysiert durch die PksEI16-

Domane verschoben wird (Abbildung 21).3!

Corallopyronin A (51)

O o}
H H

0 52

Abbildung 22: Studien zu der Dehydratasedoméne des Modules 3 der Corallopyronin A PKS. A) Struktur von
Corallopyronin A. B) Enzymatische Umsetzung der CorDH3-Domane mit SNAC-Thioestersubstrat 52.

Der dritte Naturstoff, der zum einen eine in p,y-Postion verschobene Doppelbindung und zum
anderen das charakteristische Verschiebungs-Modul (KS°-DH*-ACP) aufweist, ist das
Corallopyronin A (51, Abbildung 22, A).32 Die Gruppe von SCHABERLE konnte in in vitro-
Untersuchungen mit der isolierten DH*-Doméne und anschlieBender NMR-Analyse zeigen,
dass eine Doppelbindungsverschiebung katalysiert wird. Hierzu wurden SNAC-Thioester des

natiirlichen Substrates mit der isolierten Dehydratasedoméne inkubiert (Abbildung 22, B).*

Zuséatzlich wurde eine Mutante hergestellt, in der die Aminoséure Histidin in ein Alanin
geandert wurde (DH*H47A). Enzymtests mit der Mutante zeigten keine Doppelbindungs-
verschiebung, wodurch bewiesen wurde, dass auch bei einer Doppelbindungsverschiebung
der Histidin-Rest entscheidend ist.*2

32 F. Lohr, 1. Jenniches, M. Frizler, M. Meehan, M. Sylvester, A. Schmitz, M. Glitschow,
P. C. Dorrestein, G. M. Konig, T. F. Schaberle Chem. Sci. 2013, 4, 4175-4180.
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Ansamitocin P-2 (54)
C)

HO NH,

55

Abbildung 23: Studien zur Doppelbindungsverschiebung in Ansamitocin P-2 (54). A) Struktur von Ansamitocin P-2 (54). B)
Mechanismus der vinylogen syn-Eliminierung. C) Synthetisierte Di- und Triketide.

Ansamitocin P-2 (54, Abbildung 23, A) ist ein weiteres Beispiel flr einen Naturstoff, der ein
verschobenes Doppelbindungsmotiv aufweist.®® Die entsprechenden Doppelbindungen an den
Kohlenstoffatomen C-11 und C-13 werden in den Modulen 2 und 3 der Ansamytocin-PKS
gebildet. TAFT et al. zeigten, dass die Doppelbindungsverschiebung mit der Einfiihrung des
Olefins in Modul 3 einhergeht. Hierzu wurden die Di- beziehungsweise Triketide 55-57 der
entsprechenden Module als SNAC-Thioester synthetisiert und an eine Deletionsmutante, bei
der die Bildung des Startbausteins der PKS verhindert wird, supplementiert (Abbildung 23,
C).® Bei den Studien wurde gezeigt, dass die Substrate 55 und 57 von der Deletionsmutante
zum fertigen Naturstoff prozessiert werden.®® Substrat 56 konnte nicht zum fertigen
Naturstoff umgesetzt werden. Folglich werden nur Bausteine, die das verschobene p—y/6—¢-
Substitutionsmuster der Doppelbindungen zur Carbonylfunktion aufweisen, von Modul 3 in
das Modul 4 weitergegeben. TAFT et al. postulierten, dass das Diensystem durch eine
vinyloge syn-Eliminierung wahrend der Dehydratisierung der DH-Doméne entsteht
(Abbildung 23, B).*

3 F. Taft, M. Briinjes, T. Knobloch, H. G. Floss, A. Kirschning J. Am. Chem. Soc. 2009,

131, 3812-3813.
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3.3.2.6 Thioesterase mit Dehydratasefunktion
Das Polyketid FR901464 (58) ist ein Naturstoff, der neben zwei mehrfachsubstituierten
Tetrahydropyranringen eine ungewéhnliche Z-konfigurierte Doppelbindung aufweist.®*

A) Modul 1

HOu-

Abbildung 24: Studien zur Einfuhrung der Z-konfigurierten Doppelbindung in den Naturstoff FR901464 (58). A) Modul 1
der FR901464 (58)-bildenden PKS. B) Enzymatische Umsetzung der Ketosynthasedoméne KSi-3 mit Z-konfiguriertem
ACP1.3-gebundenem Substrat 60 und der isolierten ACP1.4-Doméne.

Das doppelbindungsbildende Modul 1 weist keine Dehydratasedoméne auf, sodass zunéchst
angenommen wurde, dass die Doppelbindung post-PKS eingefiihrt wird (Abbildung 24, A).
Allerdings konnte diese Hypothese durch Genclusteranalysen ausgeschlossen werden, da kein
entsprechendes Enzym annotiert werden konnte. HE et al. stellten die Theorie auf, dass eine
DH-Domane aus einem spéteren Modul fir die Einfihrung der Doppelbindung verantwortlich
ist. Um dies zu belegen, wurden in vitro-Tests mit der heterolog in E. coli produzierten KS*-
Domane durchgefiihrt (Abbildung 24, B).2* Die Ketosynthasedoméane soll den Transfer des
Substrates vom ACP1.3 des ersten Modules auf das ACP1.4 desselben Modules katalysieren.
Auf Grund der zu erwartenden Substratspezifitit der KS*-Domdne sollte nur eine
Doppelbindungskonfiguration akzeptiert werden. Die durchgefiihrten Enzymtests mit den
enzymatischen Doménen KS*, ACPi», ACPi3, ACPi14 und dem ACP gebundenen Z-
beziehungsweise E-konfiguriertem Substrat zeigten, dass nur das Z-konfigurierte Substrat
akzeptiert wurde (Abbildung 24, B). Da die Ketoreduktasedoméne aus Modul 1 eine B-Typ
KR-Domane (bildet 3D-Alkohol, der zu einer E-konfigurierten Doppelbindung fihrt) ist,

34 H.-Y. He, M.C. Tang, F. Zhang, G.-L. Tang J. Am. Chem. Soc. 2014, 136, 4488-4491.
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widerlegt dieses Ergebnis die Hypothese, dass eine Dehydratasedoméne aus einem anderen

Modul die Doppelbindung einfiinrt.3*

OH

SNAC C TE
/\/\H/SNAC 4,/E\ff A e /\/\H/SNAC
OH ©

OH064

Abbildung 25: Enzymatische Umsetzung der isolierten TE-Doméne des Modules 1 mit den Substraten 62 und 64.

Das Modul 1 der FR901464 Polyketidsynthase beinhaltet eine TE-Domaéne, die ebenfalls als
Kandidat fur die Bildung der Z-konfigurierten Doppelbindung in Frage kdme. Um dies zu
uberprufen, wurde die TE-Doméne heterolog in E. coli produziert und in in vitro-
Untersuchungen mit den SNAC-Thioestern 62 und 64 eingesetzt. Hierbei zeigte sich, dass die
TE-Domane die Doppelbindung ausschlieBlich ausgehend vom 3Dp-konfigurierten Alkohol 62
generiert (Abbildung 25).3*

Die Ubernahme der Rolle einer DH-Doméne im Rahmen einer Doppelbindungsbildung durch
eine TE-Domane ist zun&chst ungewohnlich. Gleichwonhl teilen DH- und TE-Doménen einige
zentrale mechanistische und strukturelle Eigenschaften. In beiden Fallen handelt es sich um
hydrolytische Enzyme, die beide die typische doppelte HoTDOG-Faltung und sehr @hnliche
Aminosauren an charakteristischen Positionen des aktiven Zentrums tragen (DH: His-Asp;
TE: Ser-His-Asp).%*

3 . $ 3

S DH S S
o] o) h 0
HO HO 0
OH
66 L 67 ] 68

Abbildung 26: Enzymatische Umsetzung der DH*-Doméne aus dem Lademodul der FR901464-Biosynthese.

Zusétzlich zu der TE-Domane in Modul 2 weist die PKS des Naturstoffes FR901464 (58) eine
weitere ungewohnliche dehydratasedhnliche Domane DH* im Lademodul auf. Die Funktion

der DH*-Doméne wurde ebenfalls durch in vitro-Untersuchungen aufgeklért. Es wurde
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gezeigt, dass die DH*-Doméne ACP-gebundenes Glycerat akzeptiert und die Reaktion zu

einem o-Ketothioester katalysiert (Abbildung 26).%

3.3.2.7 Ambruticin-Polyketidsynthase
Ambruticin (69, Abbildung 27) ist ein Polyketid Typ I, das durch eine cis-AT PKS gebildet
wird. Die Struktur von Ambruticin weist unterschiedliche Charakteristika auf. Hierzu zahlen

ein Tetrahydropyranring, ein Cyclopropylring und ein Dihydropyranring.

: N
HO\W/\\ "§>/Q\¢’Zl”~// 2 AN
O =
69

Abbildung 27: Struktur von Ambruticin S (69).

Zum Aufbau des Dihydropyranringes (DHP) wird zunécht ein Tetrahydropyranring (THP)
hergestellt, der durch post-PKS-Modifizierungen in den DHP-Ring uberfiihrt wird. BERKHAN
et al. konnten zeigen, dass die Dehydratasedomane des Modules 3 (AmbDH3) die Bildung
des THP-Ringes katalysiert. 3

& H.-Y. He, H. Yuan, M.-C. Tang, G.-L. Tang Angew. Chem. Int. Ed. 2014, 53, 11315-
113109.
36 G. Berkhan, F. Hahn Angew. Chem. Int. Ed. 2014, 53, 14240-14244.
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Abbildung 28: Synthetisierte und die in in vitro-Tests mit der AmbDH3-Doméne eingesetzten Substrate. Die Verbindungen
wurden farblich unterlegt, um die Akzeptanz der Substrate von der DH-Doméne zu verdeutlichen. AuRerdem sind die
zyklisierten Produkte der Reaktion mit der AmbDH3-Domane dargestellt. Griin: sehr gute Akzeptanz von AmbDH3, blau:
moderate Akzeptanz, rot: das Substrat wurde nicht akzeptiert, orange: Produkte der Enzymreaktion, die von dem Enzym
hergestellt werden, grau: Produkte der chemischen Zyklisierung der offenkettigen Vorlaufer.

Hierzu wurden Enzymaktivitatstests mit der in E. coli produzierten, gereinigten
enzymatischen Domane AmbDH3 und synthetischen, potentiellen Vorlaufersurrogaten
durchgefuhrt. Auferdem wurden Referenzmolekile zur Aufklarung der gebildeten
Stereochemie hergestellt (Abbildung 28).%

Die Enzymtests zeigten, dass die AmbDH3-Domane 2D,3D-konfigurierte VVorlaufer akzeptiert
und diese in 2E-konfigurierte Olefine Uberflihrt. Des Weiteren weist die AmbDH3-Domane
eine Zyklase-Aktivitat auf, wodurch stereoselektiv 2D,3D-konfigurierte, zyklisierte Produkte
gebildet werden. Durch die Verwendung der verschiedenen Diastereomere wurde gezeigt,
dass die Konfiguration an C-6 die Aktivitat der AmbDH3-Domane stark beeinflusst, sodass

die Konfiguration des Intermediates bestimmt wurde.3®

Die Dehydratasedoméane des Modules 3 der Ambruticin-PKS konnte auf Grund von
Sequenzvergleichen in dieselbe Klasse wie andere DH-Doménen von cis-AT PKS-Systemen
zugeordnet werden. Auch die katalytische Triade ist identisch. Die AmbDH3-Domane zeigt
zusatzlich zu der vorhergesagten Dehydrataseaktivitdt eine Aktivitdt als Pyran-bildende
Zyklase.3®
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3.3.3 Untersuchungen zu BorDH3 der Borrelidin Biosynthese
Borrelidin (1) weist ein ungewohnliches Cyano-Dien mit einer Z-konfigurierten
Doppelbindung auf (Abbildung 29, A), die katalysiert durch das Modul 3 gebildet wird.

A) B) Modul 2 Modul 3

@), @)

: ;
S S

Abbildung 29: Ausschnitt aus der Borrelidin-Polyketidsynthase. A) Struktur von Borrelidin (1). B) Gezeigt sind die Module
2 und 3, die je eine DH-Domane aufweisen. Farblich hervorgehoben sind die DH-Doménen sowie die entstehenden
Doppelbindungen.

GemaR CAFFReY und REID wurde die Doméne BorKR3 den B-Typ Ketoreduktasen
zugeordnet, die ausgehend von einem 3D-Alkohol eine E-konfigurierte Doppelbindung
generieren. Daher sollte durch in vitro-Untersuchungen mit der isolierten BorDH3-Doméne
geklart werden, ob zunachst eine E-konfigurierte Doppelbindung entsteht, die in einem
spateren Schritt der Biosynthese isomerisiert, oder ob direkt eine Z-Konfiguration gebildet
wird (Abbildung 29, B).
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Abbildung 30: Ergebnisse der Enzymaktivitétstests mit den isolierten Dehydratasedoménen BorDH2 und BorDH3. Blau:
BorDH2, Rot: BorDH3.13

Fur die Enzymaktivitatstests wurden die Dehydratasedoménen der Module 2 und 3 (BorDH2,
BorDH3) heterolog in E. coli produziert. Zusatzlich wurden unverzweigte, D-konfigurierte
3-Hydroxythioester sowie alle Diastereomere vom 2-Methyl-3-hydroxy-Substrat 75
(Abbildung 30) synthetisiert und in Form von SNAC-Thioestern umgesetzt.™®

Die Gruppe von LEADLAY zeigte, dass lediglich (2D,3D)-konfigurierte Substrate sowohl von
BorDH2 als auch von BorDH3 zu einer E-konfigurierten Doppelbindung umgesetzt wurden,
wodurch eine Substratspezifitat sowie eine Stereoselektivitat der enzymatischen Doméanen
nachgewiesen wurde. Diese Ergebnisse stiitzen die These, dass die beiden enzymatischen
Doménen im Rahmen der Borrelidin-Biosynthese E-konfigurierte Alkene bilden. Da die
eingesetzten Thioester deutlich vereinfachte Substrate darstellen und der SNAC-Rest den
ACP-gebundenen Zustand nur auf minimale Art und Weise widerspiegelt, ist es notwendig

ein System zu entwickeln, das den natlrlichen Zustand besser imitiert.
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Abbildung 31: Mdglichkeiten um die Z-konfigurierte Doppelbindung in Borrelidin aufzubauen.

Allgemein kénnen Z-konfigurierte Doppelbindungen in der Polyketidbiosynthese durch eine
syn-Dehydratisierung von 3L-konfigurierten Alkoholen gebildet werden (Abbildung 31).
Dartber hinaus sind zwei bisher mechanistisch noch nicht studierte Falle denkbar, bei denen
die Doppelbindungsbildung von auf3erhalb der PKS kodierten Enzymen sowohl durch eine
Isomerisierung von E-konfigurierten Doppelbindungen als auch durch eine von

3p-konfigurierten Alkoholen ausgehende Z-selektive Dehydratisierung durchgefthrt wird.

Die Konfiguration des Diensystems in Borrelidin (1) wird zundchst durch die KR- und DH-
Doménen in den Modulen 2 und 3 der Borrelidin-Polyketidsynthase gebildet. Allerdings ist

unbekannt, ob zunéchst das E,E-konfigurierte oder direkt das E,Z-konfigurierte Dien entsteht.
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Im Rahmen der vorliegenden Promotionsarbeit soll die durch die Dehydratasedomane
BorDH3 der Borrelidin-PKS gebildete Doppelbindungskonfiguration bestimmt werden.

HO 0 Lademodul / o o

O Modul1 S KS2 |AT2 S
‘/ —_—
' <OH EE——

2

KS3 [ AT3

Abbildung 32: Ausschnitt aus der Borrelidin-Biosynthese.

Der Naturstoff Borrelidin (1) ist ein 18-gliedriges Makrolakton, das auBergewdhnliche
Strukturmerkmale aufweist. Dazu z&hlt das Cyano-Dien zwischen den Kohlenstoffatomen
C12 bis C15, das eine fiir Naturstoffe unubliche Z-konfigurierte Doppelbindung beinhaltet.
Da jedoch unbekannt ist, ob zunéchst ein E,E-oder direkt das E,Z-Dien entsteht, sollten
Enzymaktivitatstests durchgefuhrt werden, in denen die heterolog produzierten DH-Doménen
der Module 2 und 3 direkt mit realistischen Vorl&ufersurrogaten umgesetzt werden
(Abbildung 32).
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Abbildung 33: Synthetische Zielmolekiile.

Aufbauend auf vorangegangene Arbeiten®”'® sollte eine Syntheseroute des fir die
Enzymaktivitatstests bendtigten Vorlaufersurrogates des Modules 3 durchgefuhrt werden.
Vorlaufer 80 soll als SNAC-Thioester synthetisch hergestellt werden. Zusatzlich sollen fir die

Auswertung der Enzymaktivitatstests benétigte Referenzmolekiile 81-82 synthetisiert werden
(Abbildung 33).

z BorDH2/
SNAC & S ~OH  BorDH3/
\H O BorDH3(H49A)
O OH N\ MJ( - |
80 OH

Abbildung 34: Geplante Enzymaktivitatstests. Enzymaktivitatstests im analytischen MaRstab mit BorDH3, BorDH2 oder
BorDH3(H49A).

Des Weiteren sollten die enzymatischen Doménen BorDH3 und BorDH2 sowie die

Punktmutante BorDH3(H49A) ausgehend von vorhandenen Plasmiden®® heterolog in E. coli

37 N. Kandziora, ,, Synthese potentieller Vorldufer der Borrelidin Biosynthese*, Leibniz

Universitat Hannover, 2012

38 Laboratorien von P. Leadlay, University of Cambridge/UK.
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produziert und gereinigt werden. Die enzymatischen Doménen sollten in Enzymaktivitétstests
eingesetzt werden. Dabei sollte zum einen die Akzeptanz der BorDH2- und BorDH3-
Doménen fir den synthetisch hergestellten Vorldufer getestet (Substratspezifitdt) und zum
anderen die gebildeten Doppelbindungen auf ihre Geometrie hin Uberprift werden
(Stereoselektivitat). Dies sollte sowohl durch Enzymaktivitétstests im analytischen MaRstab
mit anschlieBender HPLC-MS-Analyse vor und nach Derivatisierung als auch tber die NMR-
spektroskopische Analyse eines Enzymtestes im semipraparativen MaRstab erfolgen
(Abbildung 34).
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5 Beschreibung und Diskussion der Ergebnisse

5.1 Synthese des BorDH3-Vorlaufersurrogates

Die Synthese des fir die Enzymaktivitatstests benotigten Vorlaufers 80 des Modules 3 der
Borrelidin-Polyketidsynthase wurde bereits in friheren Arbeiten basierend auf der
Totalsynthese von OMURA et al. begonnen.®"3%4% Ausgehend von bis-(L)-Menthylsuccinat (6)
konnte Verbindung 7 in einer von YAMAMOTO beschriebenen Carbozyklisierung erhalten
werden. Nach anschlielfenden Reduktions- und Oxidationsschritten wurde Aldehyd 8 in einer
chelatkontrollierten SAKURAI-Reaktion eingesetzt, dessen Ausbeute im Rahmen dieser Arbeit
verbessert wurde. Durch weitere Entschiitzungs- und Oxidationsschritte konnte Olefin 9 in
guten Ausbeuten hergestellt und im Anschluss an eine Kreuzmetathese mit dem GRusss Il-
Katalysator in einer anti-selektiven Thioaldolreaktion zu Aldolprodukt 11 umgesetzt werden

(Schema 1). Thiophenolester 88 wurde als Enantiomerenpaar erhalten.

Oxy-OMen MenO._O O N~_OTBS
a o b-d H e 0
83 > I —— NN - oH ]
W o 0, Ry
75% “Nowen 7% opmp 70% oM
o 84 85 86

MenO

) N ,ﬁTEés | ©/s \ .\\(H)T%S
88% Sl 57% © OH Nl
87 OMe 88 OMe

Schema 1: Synthese von Aldolprodukt 11: a) LiTMP, 1,3-Ditosylpropan, THF, -78 °C, 2 h, 75%; b) LiAlH4, Et20, 0 °C, 2 h;
¢) PMBCI, NaH, DMF, -30 °C, 2 h, 85% (ber 2 Stufen; d) DMP, CH:Clz, RT, 2 h; ) Allyl-TMS, MgBr2*Et.0, CH2Clz, 6 h,
0 °C, 67% uber 2 Stufen; f) TBS-OTf, 2,6-Lutidin, CH2Clz, -78 °C, 1 h; g) DDQ, CH2Cl2, RT, 30 min, 84% Uber 2 Stufen; h)
DMP, CH:Clz, RT, 2h; i) NaClOz, 2-Methyl-2-Buten, tBuOH, Phosphatpuffer, RT, 16 h; j) TMS-CHNz2, Toluol-MeOH
(2:3), RT, 40 min, 71% Uber 3 Stufen, k) Crotonaldehyd, Grubbs II, CH2Clz, 50 °C, 2 h, 88%, I) Thiophenolpropionat,
MezEtN, Cy2BCl, Et20, -78 °C fiir 2 h, dann -20 °C fir 18 h, 57%.%

39 Dr. F. Hahn, Leibniz Universitat Hannover, Institut fiir Organische Chemie und
Biomolekulares Wirkstoffzentrum, Hannover, 2012.

40 T. Nagamitsu, D. Takano, K. Marumoto, T. Fukuda, K. Furuya, K. Otoguru, K.
Takeda, I. Kuwajima, Y. Harigaya, S. Omura J. Org. Chem. 2007, 72, 2744-2756.

4 F. Hahn, N. Kandziora, S. Friedrich, P. L. Leadlay Beilstein. J. Org. Chem 2014, 10,
634-640.
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Beschreibung und Diskussion der Ergebnisse

In der vorliegenden Arbeit wurde ausgehend von 88 eine Umesterung zum SNAC-Thioester
durchgefiinrt. Dazu wurde eine Vorschrift von WHITE et al. verwendet.*? Thioester 89 konnte
in guter Ausbeute (70%, Schema 2) erhalten werden.

Schema 2: Synthese von SNAC-Thioster 89: a) HSNAC, DIPEA, DMF, RT, 16 h, 70%.42

Zum Abschluss der Synthese erfolgte eine Entschiitzungssequenz der TBS-Gruppe und des
Methylesters. Zun&chst wurde der Silylether unter schwach sauren Bedingungen mit
Ameisensédure gespalten. Die Reaktion wurde mittels LC-MS verfolgt und das Produkt ohne
weitere Reinigung direkt in die Entschiitzung des Methylesters mit Schweineleberesterase
(SLE) eingesetzt (Schema 3). Nach der Detektion des vollstandigen Umsatzes der Reaktion
per LC-MS wurde die Reaktion aufgearbeitet und Produkt 80 mittels massengekoppelter,
praparativer HPLC gereinigt. Das Vorlaufersurrogat der BorDH3-Domane 80 konnte in guter

Ausbeute erhalten werden (81% (ber 2 Stufen, Schema 3).

SNAC N ~OTBS SNAC N wOH
H 0 a-b H O
O OH NI — O OH NGRS
OMe OH
89 80

Schema 3: Finale Entschitzungssequenz zum Vorléufer des Modules 3 der Borrelidin-PKS: a) THF:HCOOH:H20 (6:3:1),
RT, 5d, b) SLE, Puffer (pH 8), RT, 5 d, 81% (iber 2 Stufen. SLE: Schweineleberesterase.*3*4

5.2 Synthese der Referenzmolekile

Die Auswertung der Enzymaktivitatstests mit der BorDH3-Doméne sollte auf zwei
unterschiedlichen Wegen realisiert werden. Zum einen im analytischen Mafistab durch eine
UPLC-MS-Analyse und zum anderen im semiprdparativen Malistab durch eine NMR-
spektroskopische Analyse. Dazu sollten die Referenzmolekile 81 und 82 hergestellt werden.
Die Doppelbindungsisomere E,E-81 und Z,E-81 wurden bereits in einer vorangegangenen
Arbeit synthetisiert.3” AuRerdem wurde SNAC-Thioester E,E-82 von F. HAHN bereitgestellt.

42 S. Fanjul, A. N. Hulme, J. W. White Org. Lett. 2006, 8, 4219-4222.
43 E. J. Thomas, A. C. Williams J. Am. Chem. Soc., Chem. Commun. 1987, 992.
a4 Y. Morimoto, Y. Terao, K. Achiwa Chem. Pharm. Bull. 1987, 35, 226-2271.
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Beschreibung und Diskussion der Ergebnisse

Abbildung 35: Synthetisierte Referenzmolekiile fiir die UPLC-MS-Analyse.

Zusatzlich zu den vorhandenen Referenzmolekilen sollte Z,E-Dien 82 durch eine STILL-
GENNARI-Olefinierung synthetisiert werden. Dazu wurde Olefin 86 in einer vom GRUBBS-
Katalysator der zweiten Generation katalysierten Kreuzmetathese mit anschlieender STILL-
GENNARI-Olefinierung eingesetzt. Basierend auf der VVorschrift von TAFT et al. sollte SNAC-

Thioesterphosphonat 90 mit Aldehyd 87 zur Z-konfigurierten Doppelbindung reagieren.

SNAC.__O

N~_.0TBS
o OTBS
oH a-b o\
Sl £ WH O
OMe NI
86 OMe
o o9
_P
FSC/\OO: W)J\SNAC

7 90

Schema 4: Synthese von SNAC-Thioester 91; a) Crotonaldehyd, Grubbs Il, CH2Cl2, Rickfluss, 2 h, 88%, b) SNAC-
Thioesterphosphonat 15, 18-Krone-6, K.COs, Toluol, -20 °C, 3 h.

NMR-spektroskopische Analyse der Reaktion zeigte, dass ein Olefinierungsprodukt gebildet
wurde, dessen Konfiguration durch NOE-Experimente analysiert wurde. Dabei wurde auf die

Doppelbindungsprotonen und die Methylgruppe an C-2 eingestrahlt (Abbildung 36).
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Abbildung 36: NOE-Analyse des Produktes 91; A) Eingestrahlt wurde bei 7.23 ppm (H-3), Wechselwirkung mit 6.24 ppm
(H-5), keine Korrelation mit Me-2. B) Eingestrahlt wurde bei 2.03 ppm (Me-2), Wechselwirkung mit 6.57 ppm (H-4);
aufgenommen in Aceton-de bei 500 MHz.

Die NOE-Signale zeigen, dass die Methylgruppe mit dem Proton H-4 wechselwirkt. Des
Weiteren zeigen die Protonen H-3 und H-5 eine Wechselwirkung, wodurch gezeigt wurde,

dass die Doppelbindung E-konfiguriert ist (Abbildung 36, Schema 5).

Schema 5: Synthese von SNAC-Thioester 91; a) Crotonaldehyd, Grubbs II, CH2Clz, Ruckfluss, 2 h, 88%, b) SNAC-
Thioesterphosphonat 90, 18-Krone-6, K2CQs, Toluol, -20 °C, 3 h, 35%.

Durch das NOE-Experiment wurde bestétigt, dass die STILL-GENNARI-Olefinierung nicht zum
gewunschten Z-konfiguriertem Produkt 91 gefiihrt hat. Dies kann an der Basenlabilitat des
Produktes liegen. Auf Grund der vorhandenen konjugierten Doppelbindungen kann an
mehreren Stellen eine Deprotonierung stattfinden. Durch eine wassrige Aufarbeitung kann die

Reprotonierung mit einer Isomerisierung der Doppelbindung einhergehen.

Im Rahmen der vorliegenden Promotionsarbeit konnte das Z,E-konfigurierte Dien nicht
erhalten werden, sodass die Konfigurationsbestimmung des Rohproduktes der Enzym-
reaktionen nach Derivatisierung oder durch direkte NMR-spektroskopische Analyse mit

nachfolgendem NOE-Experiment notwendig war.
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5.3 Testreaktionen fir die Auswertung der Enzymaktivitatstests

Die Konfigurationsbestimmung des Rohproduktes der im analytischen MaRstab
durchgefuhrten Enzymreaktion sollte durch den Vergleich mit den bereitgestellten
Referenzmolekilen E,E-81 und Z,E-81 erfolgen (Abbildung 37). Hierzu sollte zunéchst ein
zuverlédssiges Verfahren entwickelt werden, durch das die Primdrprodukte des
Enzymaktivitatstests in die entsprechenden bis-Methylester uberfiihrt werden konnten.

Abbildung 37: Bereitgestellte Referenzmolekiile.

Zur Derivatisierung wurde Thioester 80 als Modelsubstrat mit 0.5 M Natronlauge und
anschlieBend mit TMS-Diazomethan behandelt. Der Verlauf der Reaktion wurde
ausschlieBlich per LC-MS verfolgt. Methylester 93 konnte erfolgreich erhalten werden

(Schema 6). Es erfolgte keine Reinigung und Isolierung des Produktes.

SNAC \OH HOL - \OH

X X
0 0
O OH oH —2 -~ 0 OH QH
OH OH
80 92
lb
MeO. A~ OH
\H O
O OH N

" “OMe

Schema 6: Synthese von Methylester 93; a) 0.5 M NaOH, H20, THF, RT, 15 min, b) TMS-Diazomethan, Toluol, MeOH,
RT, 15 min, vollstdndiger Umsatz.

5.4 Molekularbiologische Arbeiten

Fur die Enzymaktivitatstests mit realistischen Vorldufersurrogaten der BorDH3-Doméne
sollten die BorDH3- und BorDH2-Doménen heterolog in E. coli produziert werden.
Aullerdem sollte eine inaktive, spezifische Punktmutante eingesetzt werden, bei der in der

katalytischen Triade ein Histidin gegen ein Alanin ausgetauscht ist.
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5.4.1 Expression und Reinigung der Dehydratasedoméanen BorDH

Die Expression der Dehydratasedomanen BorDH erfolgte nach einer Vorschrift von
ANDEXER et al. ausgehend von den rekombinanten Plasmiden borDH3_pET28a(+),
borDH2_pET28a(+) und borDH3(H49A) pET28a(+), die in Laboratorien der Arbeitsgruppe
LEADLAY kloniert wurden.!® Hierzu wurden zunachst Transformationen chemisch-
kompetenter E. coli BL21 (DE3) RP Codon Plus-Zellen mit dem jeweiligen Plasmid
durchgefuhrt. Im Anschluss wurden Flissigkulturen mit einer das Plasmid tragenden
Bakterienkolonie inokuliert und die Expression mit IPTG induziert. Die Zellen wurden
geerntet und die nach Zentrifugation erhaltenen Zellpellets mit Hilfe der FRENCH-PRESS

aufgeschlossen.

Die Fusion der Dehydratasedomanen mit einem N-terminalen Hise-Tag ermdglicht es, das
Protein per immobilisierter Metall-lonen-Affinitatschromatographie (IMAC) an Nickel-
Nitrilotriessigsdure (Ni-NTA)-Saulenmaterial zu reinigen. Bei dieser Methode werden die
Fremdproteine, die nicht an das S&ulenmaterial binden, in zwei Waschschritten
ausgewaschen. Im Anschluss wird das gebundene Zielprotein mit Fraktionen steigenden
Imidazol-Gehaltes von der Ni-NTA-Séule eluiert. Zur Analyse wurden die Proteine in den
Wasch- und Elutionsfraktionen sowie im Durchlauf nach ihrer GroéBe mittels SDS-
Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) aufgetrennt. Auf den SDS-Polyacrylamidgelen
(beispielhaft fir die BorDH3-Domane, Abbildung 38, oben) ist zu erkennen, dass das
Zielprotein mit einer GroRe von ca. 35 kDa im ersten Elutionsschritt (100 mM Imidazol)
enthalten ist (Abbildung 38; Vergleich der drei DH-Doménen BorDH3, BorDH2 und
BorDH3(H49A) siehe Abbildung 38, unten). AulRerdem befindet sich ein Teil des Proteins im
Durchlauf, sodass davon ausgegangen werden kann, dass nicht die gesamte Proteinmenge an

das Séulenmaterial gebunden hat.
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Abbildung 38: SDS-Polyacrylamidgele der mikrobiellen Expression der Dehydratasedoménen. oben: SDS-Polyacrylamidgel
(12%) der mikrobiellen Expression der Dehydratasedoméne BorDH3 in 2TY-Medium. M: Protein-GroRenstandard
PageRuler™ Presatined Broad Range Protein Ladder (FERMENTAS); unten: SDS-Polyacrylamidgel (15%) der mikrobiellen
Expression der Dehydratasedoménen in 2TY-Medium. P1+L1: BorDH3, P2 + L2: BorDH2, P3 + L3: BorDH3(H49A), M:
Protein-GroRenstandard Color Prestained Protein Standard Broad Range (11-245 kDa, NEw ENGLAND BioLABS); L: Lysat, P:
Pellet, D: Durchfluss, W: Waschschritte 1-2 (0 mM, 50 mM Imidazol), E: Elutionsschritte 1-3 (100 mM, 250 mM, 500 mM
Imidazol). Theoretisches Molekulargewicht der Dehydratasedoméanen: 35 kDa.

Nach der Ni-NTA-Sdule wurden die Elutionslésungen, die die entsprechenden Zielproteine
enthielten, durch Ultrafiltration konzentriert, durch GroRenausschlusschromatographie mit
PD-10 Séaulen entsalzt und das Protein gleichzeitig umgepuffert. Im Anschluss wurde die
Proteinlésung erneut konzentriert und entweder sofort in die Enzymaktivitétstests eingesetzt
oder bei -20 °C in 50% Glycerin aufbewahrt.
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5.5 Enzymaktivitatstests der Dehydratasedoméanen BorDH

Die Dehydratasedomane BorDH3 katalysiert im Modul 3 der Borrelidin-Polyketidsynthase
nach erfolgter Ketoreduktion eine syn-Dehydratisierung, um eine Doppelbindung zu erhalten.
Da diese Bindung im Naturstoff eine seltene Z-Konfiguration aufweist, stellt sich die Frage,
ob die BorDH3-Domane die Bildung einer Z- oder E-konfigurierten Doppelbindung
katalysiert. Hierzu wurde das realistische Vorlaufersurrogat des Modules 3 der Borrelidin-
Polyketidsynthase chemisch synthetisiert und anschliefend in Enzymaktivitatstests mit dem
gereinigten Protein BorDH3 eingesetzt. Zusatzlich wurde die gereinigte enzymatische
Domane BorDH2 sowie die Punktmutante BorDH3(H49A) in Vergleichsexperimenten
verwendet (Schema 7).

SNAC N WOH BorDH2 / BorDH3/ SNAC
H O BorDH3(H49A)
O OH NI _ o}
80 OH

Schema 7: Enzymatische Umsetzung des Vorldufers mit jeweils einer der drei Dehydratasedoménen.

5.5.1 Enzymaktivitatstests der Bor-Dehydratasedomanen im analytischen Mal3stab

Die Durchflihrung der Enzymaktivitatstests erfolgte nach einer Vorschrift von ANDEXER et al.
in HEPES-Puffer fiir einen Zeitraum von 22 Stunden.®® Im Anschluss wurden die Proben mit
Essigséureethylester extrahiert und per UPLC-MS analysiert. Zusétzlich zu den drei
Enzymreaktionen mit den BorDH3-, BorDH2- oder BorDH3(H49A)-Doménen wurde ein
Kontrollexperiment ohne Zusatz von Enzym durchgefuhrt. Um verlassliche Resultate zu

erzielen, wurden die Enzymumsetzungen mehrmals wiederholt.
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Abbildung 39: UPLC-MS-Analyse der Enzymaktivitatstests mit BorDH2, BorDH3 und BorDH3(H49A). A) Inkubation von
80 mit BorDH3, B) Inkubation von 2 mit BorDH2, C) Inkubation von 80 mit BorDH3(H49A), D) Inkubation von 2 unter
Enzymaktivitatstestbedingungen ohne Enzym. Blaue Linie: 80 ([M+Na]* = 410), rote Linie: dehydratisiertes Produkt 82
([M+Na]* = 392).

In Abbildung 39 sind die durch UPLC-MS-Analytik erhaltenen Massenspuren der
Natriumaddukte von Substrat 80 sowie vom dehydratisierten Enzymaktivitétstestprodukt 82
dargestellt. Bei der Inkubation von 80 mit der BorDH3- beziehungsweise der BorDH2-
Doméne findet eine teilweise Dehydratisierung statt (Abbildung 39, A und B). Die beiden
Kontrollexperimente mit der Punktmutante BorDH3(H49A) beziehungsweise ohne Enzym
zeigen keine Bildung des dehydratisierten Produktes (Abbildung 39, C und D). Die
Enzyminkubationen mit der spezifischen, inaktiven Punktmutante BorDH3(H49A) sollten als
Vergleichsexperimente dienen. Durch den Austausch von Histidin gegen Alanin wird die
BorDH3-Domane inaktiviert, sodass gezeigt wurde, dass die Dehydratisierung ausschlief3lich
durch die enzymatische Doméne BorDH3 und nicht durch eine Proteinverunreinigung

katalysiert wird.,
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Abbildung 40: Verwendete Referenzmolekiile fiir die UPLC-MS-Auswertung.

Durch die Enzymtests sollte geklért werden, welche Doppelbindungskonfiguration durch die
BorDH3- aber auch durch die BorDH2-Domane generiert wird. Auf Grund des fehlenden
Z,E-konfigurierten Referenzmolekiiles 82 sollte das Rohprodukt der Enzymreaktion durch
Derivatisierung in eine beziglich der Konfiguration analysierbare Form gebracht werden (s.
Kapitel 5.3). Im Anschluss sollte die Analyse per UPLC-MS einhergehend mit dem Vergleich
zu den Referenzmolekiilen E,E-81 und Z,E-81 erfolgen (Abbildung 40).
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Abbildung 41: UPLC-MS Analyse der Enzymaktivitatstests. Rote Linie: synthetisch hergestelltes Dien E,E-81 ([M+Na] =
319), rote, gestrichelte Linie: Enzymaktivitatstestprodukt der Testung mit BorDH2 ([M+Na] = 319), rote, gepunktete Linie:
Enzymaktivitatstestprodukt der Testung mit BorDH2 ([M+Na] = 319), blaue Linie: synthetisch hergestelltes Dien Z,E-81
(IM+Na] = 319).

Das derivatisierte Rohprodukt der Reaktion sowohl mit der BorDH3-Domaéne als auch mit der
BorDH2-Domane wurde mittels UPLC-MS analysiert und zeigten dieselbe Retentionszeit wie
der E-konfigurierte bis-Methylester E,E-81 (Abbildung 41). Um dieses Ergebnis zusétzlich
abzusichern, wurden die derivatisierten Produkte der Aktivitdtstests mit den
Referenzmolekilen im Zuge eines Standard-Additionsverfahrens (spiken) versetzt. Dabei
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zeigte sich eine relative Erhéhung der Intensitat des Signals fur das Natriumaddukt des
Rohproduktes der Enzyminkubation bei einer Retentionszeit von 3.27 min, wenn der
E-konfigurierte bis-Methylester zugegeben wurde (blaue Linie, Abbildung 42). Wurden die
derivatisierten Rohprodukte der Enzyminkubation mit Z-konfiguriertem Substrat 81 versetzt,
war ein zweites Signal mit einer Retentionszeit von 3.35 min deutlich zu erkennen (rote Linie,
Abbildung 42).
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Abbildung 42: UPLC-MS-Analytise der derivatisierten Enzymaktivitatstestprodukte nach Zusatz der Doppelbindungs-
isomere E,E-81 und Z,E-81. A) Analytik der BorDH3 Enzymaktivitétstests: griine Linie: 82 ([M+Na] = 319), blaue Linie: 82
versetzt mit E,E-81, rote Linie: 82 versetzt mit Z,E-81. B) Analytik der BorDH2 Enzymaktivitatstests, griine Linie: 82
(IM+Na] = 319), blaue Linie: 82 versetzt mit E,E-81, rote Linie: 82 versetzt mit Z,E-81.

Durch die Enzymstests im analytischen Malistab mit anschlieender Derivatisierung wurde
gezeigt, dass die Dehydratasedomane im Modul 3 der Borrelidin-Polyketidsynthase eine

E-konfigurierte Doppelbindung generiert.

Die Enzymaktivitatstests mit der BorDH2-Domane zeigten, dass auch diese in vitro selektiv
eine E-konfigurierte Doppelbindung bilden. Des Weiteren konnte die Akzeptanz der BorDH2-

Doméne fir ein unnatirliches, um eine Ketid-Einheit verlangertes Substrat gezeigt werden.

5.5.2 NMR-Enzymaktivitatstest im praparativen MalR3stab
Die Enzymaktivitatstests mit der enzymatischen Doméne BorDH3 zeigten nach
Derivatisierung eine E,E-Konfiguration des resultierenden Diens. Da nicht ausgeschlossen

werden konnte, dass die Doppelbindung unter den Derivatisierungsbedingungen isomerisiert,
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sollte ein Enzymaktivitatstest in einem Malstab durchgefuhrt werden, der eine direkte
Analyse des Priméarproduktes durch NMR-Spektroskopie ermdglicht. Hierzu wurde die
BorDH3-Doméne erneut heterolog in E. coli produziert sowie isoliert und gereinigt. Neben
6 mg/mL Enzym wurden 10 mg Substrat 80 in HEPES-Puffer (1 mL) Uber einen Zeitraum
von 22 Stunden inkubiert. Im Anschluss wurden die Proben mit Essigséureethylester
extrahiert und nach dem Entfernen des Losungsmittels in deuteriertem Dichlormethan
aufgenommen. Es wurde ein H-NMR-Spektrum vermessen sowie NOE-Experimente

durchgefuhrt.
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Abbildung 43: NMR-Analyse des Enzymaktivitatstest mit der enzymatischen Doméne BorDH3. Oben: Ausschnitt des
olefinischen Bereiches aus dem NMR-Spektrum des Startmaterials, aufgenommen in CD2Clz, 500 MHz; unten: Ausschnitt
des olefinischen Bereiches aus dem *H-NMR-Spektrum des Rohproduktes der Enzymreaktion, aufgenommen in CD2Cl2, 500
MHz;

Das Protonenspektrum zeigt, dass neben Substrat 80 ein Dehydratisierungsprodukt vorliegt
(Abbildung 43). Vor allem im olefinischen Bereich ist dieser Unterschied erkennbar.
Zusétzlich zu den beiden olefinischen Protonen H-4 und H-5 des Startmaterials bei 5.6 —

5.8 ppm fanden sich drei tieffeldverschobene Signalsdtze bei 6.2, 6.6 und 7.2 ppm. Die
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Verschiebungswerte in Zusammenhang mit den relativ grofRen Kopplungskonstanten (10-

15 Hz) deuten auf ein a-substituiertes, in Konjugation mit einer Carbonylgruppe stehendes

E,E-konfiguriertes Diensystem hin.
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Abbildung 44: NOE-Analyse des BorDH3 Enzymaktivitatstestproduktes; A) Eingestrahlt wurde bei 6.24 ppm (H-5),
Wechselwirkung mit 7.23 ppm (H-3), B) Eingestrahlt wurde bei 6.57 ppm (H-4), Wechselwirkung mit 2.03 ppm (Me-1), C)
Eingestrahlt wurde bei 7.23 ppm (H-3), Wechselwirkung mit 6.24 ppm (H-5), D) Eingestrahlt wurde bei 2.03 ppm (Me-1),
Wechselwirkung mit 6.57 ppm (H-4); aufgenommen in Aceton-de bei 500 MHz.

Bei den NOE-Experimenten wurde auf die olefinischen Protonen beziehungsweise die
Methylgruppe an C-2 eingestrahlt (Abbildung 44). Die erhaltenen vier NOE-Spektren zeigen,
dass die Methylgruppe Me-2 mit dem Proton H-4 wechselwirkt und keine Korrelation mit
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dem Proton H-3 aufweist. Des Weiteren zeigen die Protonen H-3 und H-5 eine

Wechselwirkung, wodurch gezeigt wurde, dass die Doppelbindung E-konfiguriert ist.

Die NMR-spektroskopische Analyse der enzymatischen Umsetzung von 80 mit der BorDH3
zeigte, dass im Protonenspektrum neue Signale im olefinischen Bereich auftreten, die
identische Verschiebungen zu den Signalen der synthetische Verbindung (2E,4E)-82
aufweisen. Des Weiteren konnte eine E-konfigurierte Doppelbindung durch die NOE-

Experimente bestétigt werden.

Die Ergebnisse aus der NMR-spektroskopischen Analyse der Enzymreaktion decken sich mit

den nach Derivatisierung und UPLC-MS-Analyse gewonnenen Ergebnissen.
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6 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde die Synthese des fur die Enzymaktivitétstests bendtigten
Vorlaufers der BorDH3-Domaéne abgeschlossen. Dabei wurde neben einer Umesterung von
Aldolprodukt 88 zu SNAC-Thioester 89 eine finale Entschiitzungssequenz etabliert (Schema
8, A). Zusatzlich wurde Referenzmolekil E,E-82 von F. HAHN zur Verfligung gestellt
(Schema 8, B).** Die bis-Methylester E,E-81 und Z,E-81 wurden in einer vorangegangenen
Arbeit synthetisiert.>’

A)

OTBS SNAC N \OTBS ZSthe” SNAC
57% H O H O
O OH /(
89

Schema 8: Synthese von SNAC-Thioester 80 (A) und verwendete Referenzmolekiile (B).*?

Neben den chemischen Arbeiten konnten die enzymatischen Arbeiten zu den
Dehydratasedoménen der Borrelidin-Polyketidsynthase durchgefiihrt werden. Die BorDH3-,
BorDH2- und BorDH3(H49A)-Doméanen wurden heterolog in E. coli produziert, per
Affinitatschromatographie an Ni-NTA-Sdulenmaterial gereinigt und in den Enzymreaktionen

eingesetzt.

SNAC : S “OH BorDH2 / BorDH3 /
H O BorDH3(H49A)
O OH N4
OH oo
80 Derivatisierung

Abbildung 45: Enzymaktivitéatstests mit den Dehydratasedoménen der Module 2 und 3 mit anschlieBender Derivatisierung.

Die Enzymaktivitatstests wurden zwischen Substrat 80 und den Dehydratasedoméanen BorDH
bei 37 °C in HEPES-Puffer durchgefiihrt und nach Derivatisierung per UPLC-MS analysiert.
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Durch den Vergleich der Retentionszeiten synthetisch hergestellter Referenzmolekiile E,E-81
und Z,E-81 mit dem derivatisierten Rohprodukt des Enzymtests konnte das Dien-System als
(2E,4E)-konfiguriert bestimmt werden (Abbildung 45).

SNAC.__‘~0 AL WOH
H BorDH3

O OH \...COOH
80

Abbildung 46: Enzymaktivitatstests mit der BorDH3 und anschliefender NMR-Analyse.

AuBerdem wurden NMR-Enzymaktivitatstests mit der BorDH3 durchgefiihrt. Durch
Vergleich der Signale im Protonenspektrum mit synthetisch hergestelltem E,E-82 sowie
NOE-Experimenten und durch die Kopplungskonstanten konnte die E-Konfiguration der im
Enzymtest gebildeten Doppelbindung bestétigt werden (Abbildung 46). Dieses Resultat zeigt,
dass die Dehydratasedomane im Modul 3 der Borrelidin-Biosynthese eine formale syn-
Dehydratisierung zur E-konfigurierten Doppelbindung durchfuhrt und kein Sonderfall
vorliegt (Abbildung 47).

MSJ\/k

9 Ta//ormg Enzyme HO,,,
MS
syn- Ellmlmerung NS

NC™ 12

Abbildung 47: Ergebnis der Enzymaktivitatstests der Dehydratasedoméne des Modul 3 der Borrelidin-Biosynthese und der
potentielle Weg der Bildung der cis-Doppelbindung im Endmolekdil.

In weiterfihrenden Arbeiten von LEADLAY et al. wurde eine Mutante, bei der das Tailoring-
Enzym Borl delitiert wurde, hergestellt.*® Durch verschiedene massenspektrometrische und
NMR-spektroskopische Analysen wurde die Konfiguration des 12,13-Diens als
E,E-Konfiguration bestimmt (Abbildung 48). Dies zeigt, dass die BorDH3-Doméne eine
E-konfigurierte Doppelbindung generiert, die durch ein Tailoring-Enzym zur Z-Konfiguration
isomerisiert. Um den vollstdndigen Mechanismus aufzuklaren, missten die Enzyme Borl,
BorH und BorJ heterolog in E.coli produziert und mit dem spezifischen Substrat umgesetzt

werden.
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o Borl
BorJ
BorK

.\\H
.WCOOH

B —

.WCOOH
19

Abbildung 48: Isomerisierung der E-konfigurierten Doppelbindung in der Borrelidin-Biosynthese zur Z-Konfiguration.*

45

N. Kandziora, J. N. Andexer, S. J. Moss, B. Wilkinson, P. F. Leadlay, F. Hahn Chem.

Sci. 2014, 5, 3563-3567.
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Teil 2: Ambruticin
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7 Einleitung

7.1 Ambruticin

7.1.1 Der Naturstoff Ambruticin

Das Fungizid Ambruticin ist eine Cyclopropyl-Polyenséure, die 1977 in Laboratorien von
WARNER-LAMBERT aus dem Myxobakterium Polyangium cellulosum var. fulvum (heute
Sorangium cellulosum Soce10) isoliert wurde.*® In denselben Laboratorien wurde die Struktur
des Naturstoffes mittels verschiedener analytischer Methoden (NMR-, IR-, UV-, Massen- und
Rontgenstrukturanalyse) aufgeklart und war dadurch der erste Naturstoff aus Myxobakterien,

dessen Struktur vollstandig bekannt war.*8

: X
201 7 .
ROW AN o
o) 5 )., E
‘OH
69

R1

R! R? Ambruticin
H OH s
H NH3+ VS5
H NHZ(CH3)+ VS-4
H NH(CH3)2+ VS-3
CH ' ]
\ N(CH), VS-2
H N(CH3)3+ VS-1

Abbildung 49: Strukturen der Ambruticine.

1990 konnte die Gruppe von REICHENBACH im Forschungszentrum der GESELLSCHAFT FUR
BIOTECHNOLOGISCHE FORSCHUNG weitere natlrlich vorkommende Derivate mit der
Ambruticin-Grundstruktur aus Myxobakterien isolieren.*” Nach diesem Fund wurde der

ursprunglich als Ambruticin bezeichnete Naturstoff in Ambruticin S (69) umbenannt. Die

46 D. T. Connor, R. C. Greenough, M. Strandtmann J. Org. Chem. 1977, 42, 3664-3669.
47 G. Hofle, H. Steinmetz, K. Gerth, H. Reichenbach Liebigs Ann. Chem. 1991, 941-945.

Seite | 56



Einleitung

neuen Naturstoffe wurden der VVS-Serie zugeordnet und unterscheiden sich strukturell nur in
dem Substitutionsmuster an der C-5-Position des Ambruticins (Abbildung 49). Neben dem
strukturellen Unterschied an C-5 teilen sich die Ambruticine mehrere charakteristische
Strukturmerkmale. Dazu zahlen der Tetrahydro- und Dihydrofuranring sowie die

dreifachsubstituierte Cyclopropyl-Einheit.

Die Ambruticine weisen eine starke in vivo- und in vitro-Aktivitdt gegen verschiedene
pathogene Pilze auf.*®*® Dazu zahlen unter anderem Histoplasma capsulatum und
Coccidioides imitis. Zuséatzlich zeigen die Naturstoffe eine moderate antibakterielle Wirkung
gegen Streptococcus pyogenes und Bacillus cereus, obwohl eine Inaktivitat gegen die meisten

Gram-positiven und Gram-negativen Bakterien detektiert wurde.*®

Cl' NOp o

Abbildung 50: Struktur des Pyrrolnitrins (95).

In Studien zum Wirkmechanismus der Ambruticine trat eine Kreuzresistenz zu dem
Phenylpyrrol Pyrrolnitrin (95, Abbildung 50) auf.®® Dies weist auf einen gemeinsamen
Wirkort hin. Bei beiden Naturstoffen konnte eine Einwirkung auf das osmoregulative System,
genauer den HOG-Signalweg (high osmolarity glycerol signaling pathway), ausgemacht
werden.” Ambruticin interferiert mit dem HOG-Signalweg, wodurch eine Anreicherung von
Glycerol innerhalb der Zellen auftritt. Als Begleiterscheinung reichern sich ebenfalls
verschiedene Fettsauren an. Bei einer geringen externen Osmolaritat fuhrt die Akkumulation
zu einer erhohten Permeabilitat der Zellmembran und dadurch zum Austreten von Zellinhalt

aus der Zelle. Letztendlich resultiert dies im Zelltod.®® Das exakte Target der Naturstoffe

48 S. M. Ringel, R. C. Greenough, S. Roemer, D. Connor, A. L. Gutt, B. Blair, G. Kanter,
M. von Strandtmann J. Antibiot. 1977, 371-375.

49 S. Shadomy, D. M. Dixon, A. Espinel-Ingroff, G. E. Wagner, H. P. Yu, H. J. Shadomy
Antimicrob. Agents Chemoth. 1987, 14, 99-104.

50 P. Knauth, H. Reichenbach J. Antibiot. 2000, 53, 1182-1190.

51 L. Vetcher, H. G. Menzella, T. Kudo, T. Motoyama, L. Katz Antimicrob. Agents
Chemoth. 2007, 51, 3734-3736.
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innerhalb der HOG-Signalkaskade und der genaue Wirkmechanismus konnte bisher nicht

aufgeklart werden.

In weiterflhrenden Studien mit den Ambruticinen VS-5 und VS-4 konnten Aussagen zu den
Strukturaktivitatsbeziehungen gemacht werden.>? Die Saurefunktion am Kohlenstoffatom C-1
ist nicht essentiell fir eine antifungale Aktivitdt und kann als Ester mit sterisch nicht
anspruchsvollen Substituenten vorliegen. Durch die auftretende mehrfache Substitution der
Aminofunktion an C-5 konnte ausgeschlossen werden, dass an dieser Position ein Donor fir
eine Wasserstoffbriickenbindung vorhanden sein muss. Allerdings ist die Aminofunktion
entscheidend fir die erhéhte antifungale Wirkung im Gegensatz zu dem Ambruticin S. Des
Weiteren konnte in der Studie gezeigt werden, dass kleine unpolare Alkylgruppen, die durch
reduktive Aminierung an durch Fermentation gewonnenen Naturstoffen eingefiihrt wurden,
als Substituenten am Stickstoffatom der Aminofunktion eine erhohte orale Verfligbarkeit

sowie eine verbesserte Aktivitat hervorrufen.>?

7.1.2 Studien zur Biosynthese von Ambruticin

Die Biosynthese der Ambruticine konnte bislang nicht abschlieBend aufgeklart werden.
Allerdings ergab eine von JuLIEN et al. durchgefiihrte Studie einen hypothetischen
Biosyntheseweg (Abbildung 51).>® Dieser beruht auf Genclusteranalysen, bei denen den
meisten der kodierenden Gene aufgrund von Sequenzhomologien eine spezifische Rolle
innerhalb des Biosyntheseweges zugeordnet wurde, sowie auf den Strukturaufklarungen von
aus Deletionsmutanten erhaltenen Intermediaten. Die Ambruticine werden multimodular
durch ein cis-AT PKS-System innerhalb von neun aufeinanderfolgenden Modulen und
mehreren post-PKS Modifizierungen aufgebaut. Die Schritte, die post-PKS katalysiert
werden, erzeugen die zwei unterschiedlichen Klassen der Ambruticine. Die beiden Klassen
haben einen gemeinsamen Vorlaufer, das Ambruticin J, das durch die TE-Doméne von der

PKS abgespalten wurde.

Ambruticin J wird durch finf Tailoring-Enzyme in die entsprechenden Ambruticine S
beziehungsweise VS-1 bis VS-5 umgewandelt. Dazu zahlt die Epoxidase AmbJ, die
Desaturase AmbQ, die Aldehyddehydrogenase AmbN, die Aminotransferase AmbR sowie die

52 Z.-Q. Tian, Z. Wang, Y. Xu, C. Q. Tran, D. C. Myles, Z. Zhong, J. Simmons, L.
Vetcher, L. Katz, Y. Li, S. J. Shaw ChemMedChem 2008, 3, 963-969.
53 B. Julien, Z.-Q. Tian, R. Reid, C. D. Reeves Chem. & Biol. 2006, 13, 1277-1286.
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N-Methyltransferase AmbS. Die Rolle und Reihenfolge der Tailoring-Enzyme wurde durch
Intermediatisolation aus Deletionsmutanten mit nachfolgender Strukturaufklarung per
Massenspektrometrie und NMR-Spektroskopie bestimmt. Im Fall der AambJ-Mutante wurde
das Produkt der PKS, Ambruticin J (96), isoliert. Anhand von Kopplungskonstanten konnte
die Doppelbindung zwischen den Kohlenstoffatomen C-6 und C-7 der E-Konfiguration
zugeordnet werden. Um aufzukléren, ob die Hydroxygruppen an C-3 und C-5 in einem syn-
oder anti-Verhaltnis zueinander stehen, wurde das Acetonid hergestellt. **C-NMR-Analyse
konnte nach der RycHNOwsKY-Methode eine relative syn-Konfiguration der beiden
sekundaren Alkohole detektieren. Die absolute Stereochemie der beiden Hydroxyfunktionen
wurde durch die Aufklarung der Stereochemie der OH-Gruppe an C-3 im Ambruticin S auf

das Ambruticin J zuruickgeschlossen.
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AmbH

Modul 9

enzymatische
Abspaltung

s L

Ambruticin J (96)

Ambruticin F (97)
5-Ketoambruticin (98)

AmbR

Ambruticin VS-5 (100)
AmbS

e

Ambruticin VS-1-4 (101

Abbildung 51: Von JuLIEN et al. postulierte post-PKS-Prozessierung im Ambruticin-Biosyntheseweg. A) Dargestellt sind
das letzte Modul der PKS, gefolgt von der Abspaltung des Ambruticin J von der PKS und die Schritte zum 5-Ketoambruticin.
B) Umsetzung des 5-Ketoambruticins in Ambruticin S. C) Umsetzung des 5-Ketoambruticins in die Ambruticine der VS-
Serie.

Das Besondere an den post-PKS Schritten ist die Bildung des Tetrahydropyranringes. JULIEN
et al. postulierten, dass dieser katalysiert durch das Enzym AmbJ aufgebaut wird. Hierbei soll
zuné&chst aus der Doppelbindung zwischen C-6 und C-7 ein Epoxid gebildet werden, das
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durch die Hydroxygruppe an C-3 getffnet wird. In einer 6-endo-tet-Zyklisierung wird der
Pyranring gebildet. Dabei ist unklar, ob die Zyklisierung spontan ablauft oder ebenfalls durch
die Epoxidase katalysiert wird (Abbildung 52). Eine Epoxidhydrolase, durch die die

Tetrahydropyranbildung katalysiert werden kénnte, wird im Gencluster nicht gefunden.

6 A AmbJ HO o)

6
© 97

Abbildung 52: Postulierter Mechanismus des Tailoring-Enzyms AmbJ.

7.2 Myxobakterien

Myxobakterien sind Gram-negative Bodenbakterien, die aus verrottenden organischen
Materialien (Mist, Holz, Baumringe) bestehenden Bodenproben gewonnen werden.>** Sie
gehoren der 3-Gruppe der Proteobakterien an und weisen mehrere Charakteristika auf.>* Dazu
zahlt das Fortbewegen, das aktiv durch Gleit- oder Kriechvorgange erfolgt. Des Weiteren
weisen die Myxobakterien ein ungewohnlich hohes Mal an sozialem Verhalten auf, indem
die Bakterien Schwarme zur Nahrungssuche bilden (Abbildung 53, linkes Bild).>® In Zeiten
einer nichtausreichenden Versorgung mit Nahrstoffen kommt es zur Ausbildung von

Fruchtkdrpern, die die Myxosporen enthalten (Abbildung 53, rechtes Bild).%

o4 S. C. Wenzel. R. Miiller Nat. Rep. Prod. 2007, 24, 1211-1224.

% S. Pradella, A. Hans, C. Spréer, H. Reichenbach, K. Gerth, S. Beyer Arch. Microbiol.
2002, 178, 484-492.

%6 K. Gerth, S. Pradella, O. Perlova, S. Beyer, R. Miiller J. Biotechnol. 2003, 106, 233-
253.
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Abbildung 53: Schwarmbildung (linkes Bild) und Fruchtkorper (rechtes Bild) von Sorangium cellulosum.57:56

Actinomycten und insbesondere Streptomyceten sind schon sehr lange als wichtige Quellen
neuer Naturstoffe bekannt, wobei die Anzahl neuer aus diesen isolierter Strukturen seit Jahren
ricklaufig ist. Die Bedeutung der Myxobakterien als Naturstoffproduzenten hat in den letzten
Dekaden hingegen stark zugenommen. In den 7500 isolierten Bakterien dieser Art konnten

bisher mehr als 100 neuer Grundstrukturen und tiber 500 Modifikationen isoliert werden.%®

Myxococcus

Chondro- Sorangium

myces
\

Stigmatella

Polyangium
Nannocystis
Melittangium Cystobacter

Corallococcus

Angiococcus

Abbildung 54: Anteil und Verteilung isolierter Naturstoffe aus Gattungen der Myxobakterien in Prozent.5

57 http://www.helmholtzhzi.de/de/infothek/themenportal/unser_immunsystem/infek-

tionen_und_krebs/#content, 29.05.2015.

58 H. Bode, R. Miiller J. Ind. Microbiol. Biotechnol. 2006, 33, 577-588.
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Die meisten Naturstoffe weisen ein Polyketidsynthase-Hybridsystem bestehend aus
Polyketidsynthasen (PKS) und Nichtribosomalen Peptidsynthasen (NRPS) auf, wodurch eine
groRe strukturelle Vielfalt erhalten wird.®® Unter den Myxobakterien hat die Gattung
Sorangium eine herausragende Bedeutung, da die meisten isolierten Naturstoffe von

Sorangien produziert werden (Abbildung 54).®

7.3 Oxidoreduktasen
Oxidoreduktasen bilden nach der systematischen Nomenklatur der Enzyme die erste
Enzymklasse und katalysieren Reaktionen, in denen ein Reaktionspartner oxidiert und ein

zweiter reduziert wird (Abbildung 55).
A+B —— A+B

Abbildung 55: Allgemeine Reaktionsgleichung fiir durch Oxidoreduktasen katalysierte Redoxreaktionen. A und B stellen
die jeweiligen Reaktionspartner dar.

Die Enzymklasse der Oxidoreduktasen kann in mehrere Untergruppen eingeteilt werden.
Dazu gehéren die Monooxygenasen, Dioxygenasen, Oxidasen, Dehydrogenasen, Reduktasen
und Peroxygenasen. Die verschiedenen Unterklassen verwenden unterschiedliche Kofaktoren,
z. B. NAD(P)H, FAD/FMN oder Eisen. Dabei ist die Familie der Flavin-Adenin-Dinukelotid
(FAD)/Flavin-Mononukleotid (FMN)-abhéngigen Flavoenzyme eine der bisher am besten

untersuchten Enzymfamilien.

7.3.1 Flavoenzyme

FAD- oder FMN-abhangige Enzyme werden als Flavoenzyme zusammengefasst. Deren
katalytisch aktive Einheit ist das Isoalloxazin-Ringsystem, das aus einer hydrophoben
Dimethylbenzol-Einheit und einer hydrophilen Pyrimidin-Einheit besteht (Abbildung 56).%°

Der Kofaktor kann kovalent oder nicht kovalent an das entsprechende Enzym binden.

59 M. W. Fraaije, A. Mattevi Trends in Biochemical Sciences 2000, 25, 126-132.
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Abbildung 56: A) Struktur von Flavin 102 sowie des Flavin-Adenin-Dinukleotids und des Flavinmononukleotids. B)
Intermedate der typischen 1-Elektronen-Reduktionsschritte des Flavins.

FIOx

Das Redoxpotential des Flavins ermdglicht es diesem, sowohl in Einelektronen- als auch an
Zweielektronen-Ubertragungsreaktionen  teilzunehmen.®® Der Katalysezyklus FAD-
beziehungsweise FMN-tragender Flavoenzyme besteht aus zwei Halbreaktionen. Bei der
reduktiven Reaktion wird das Substrat oxidiert und das Flavin reduziert (Abbildung 57). Im
zweiten Schritt wird das Flavin reoxidiert und ein Cosubstrat (NAD(P)+ oder Sauerstoff)
reduziert (reoxidierende Halbreaktion, Abbildung 57). Durch die beiden Halbreaktionen wird

der Kofaktor innerhalb eines Zyklus regeneriert.®

A) reduktive Halbreaktion
R Ry
HiC N /N\(O HsC N N\(O
:@: A NH o S s 7 :@: I
H3C N H3C H
(e} O
B) reoxidierende Halbreaktion
Ry v
H3C N N\]&O H3C N /N\(O
)G O G, § ¢
NH
H3C ” H3C N
0 (6]

Abbildung 57: Reaktionsgleichungen der reduktiven und reoxidativen Halbreaktion.5°

60 C. T. Walsh, T. A. Wencewicz Nat. Prod. Rep 2013, 30, 175-200.
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Flavoenzyme sind vor allem daflr bekannt, Sauerstofffunktionalitaten in organische Molekiile
einzubringen. Dazu wird molekularer Sauerstoff durch das Flavin aktiviert und kann in
verschiedenen Mechanismen auf das Substrat Ubertragen werden. Nach der ersten Ein-
Elektronen-Ubertragungsreaktion kann, nach Ubertragung von molekularem Sauerstoff, das
entstehende C-4a-Hydroperoxyflavin (103) durch verschiedene Reaktionswege Sauerstoff

ibertragen.®

R R
| |
H3Cj©[N /NYO H30:©:N _N._0O
4a NH NH
|
103 &P 0

Abbildung 58: Reaktionsmechanismus zur Bildung des C-4a-Hydroperoxyflavins.®°

Reaktionen der Oxidasen werden unter anderem dadurch charakterisiert, dass das C-4a-
Hydroperoxyflavin durch einen Protonentransfer Wasserstoffperoxid eliminieren kann. Einer
zweiten Klasse gehoren die Monooxygenasen an, bei denen das Peroxyflavin ein elektrophiles
Sauerstoffatom auf ein Substrat Ubertragt. Die dritte Mdoglichkeit ist die Bildung von
Hypochloriger Saure oder deren Aquivalenten ausgehend von dem C-4a-Hydroperoxyflavin.
Dieser Weg ermdglicht die Halogenierungen von Substraten.®® Ebenso ist ein nukleophiler

Angriff des Peroxyanions denkbar.

Das Bestreben unterschiedliche Flavoenzyme zu charakterisieren und in der organischen
Synthese einzusetzen, resultiert aus der sehr hohen Regio-, Chemo- und/oder Stereospezifitat
der Enzymklasse. Des Weiteren gehdren die Flavine zu den Kofaktoren, die den groRten Grad
an Vielfalt in katalysierten Reaktionen zeigen.**° Besonders BAYER-VILLIGER-MoNooxy-
genasen wurden in den letzten Jahren untersucht und als lyophilisierte Enzyme fiir den
Einsatz in der Synthese von chiralen Feinchemikalien und Naturstoffen auf den Markt

gebracht.
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7.3.1.1 Monooxygenasen

Die flavinabh&ngigen Monooxygenasen kdnnen molekularen Sauerstoff durch die Bildung
des C-4a-Hydroperoxyflavins aktivieren und bringen dadurch ein einzelnes Sauerstoffatom in
ein Substrat ein. Das zweite Sauerstoffatom wird in Form eines Wassermolekuls freigesetzt,
sodass die oxidierte Form des Kofaktors fur eine Regeneration zur Verfugung steht.
Besonders in den letzten Jahren wurden viele Flavin-abhdngige Monooxygenasen
charakterisiert. Auf Grund der vielféaltigen Struktur und Funktionalititen wurden die
Monooxygenasen in Unterklassen eingeteilt.®* Als bekannte Klassen zéhlen hier die

Epoxidasen und BAYER-VILLIGER-Monooxygenasen.

& ~ ~
-,0 2,0
R\/k/g/\/g/ Led18 R
s FAD, s
OH 104 NADPH, O, OH 105
B)

H H H
m—COOH NADPH, O m—COOH — m—COOH
R J N < E— \ <

.—\}//: FAD —1\ B %/‘\ B
/ /
o’ © o ©

Pentalenolacton D (107) Pentalenolacton (108)

Abbildung 59: Beispiele fiir bekannte Flavin-abh&ngige Monooxygenasen. A) Durch die Epoxidase Lsd18 aus der Lasalocid
Biosynthese katalysierte, mehrfache Epoxidierung eines Polyenintermediates. B) Durch eine Monooxygenase aus der
Pentalenolacton D Biosynthese katalysierte BAYER-VILLIGER-Oxidation.50:6263

Epoxidasen Kkatalysieren die Sauerstoffiibertragung auf eine Kohlenstoff-Kohlenstoff-
Doppelbindung. Interessante Vertreter dieser Klasse finden sich in den Biosynthesewegen
aller Naturstoffklassen und agieren beispielsweise in den Biosynthesewegen der Naturstoffe
Squalen, Fumiquinazolin oder Lasalocid (beispielsweise Abbildung 59).%° Zu der Klasse der

BAYER-VILLIGERasen, die ein aktiviertes Sauerstoffmolekill in eine Kohlenstoff-

61 V. Joosten, W. J. H. van Berkel Current Opinion in Chemical Biology 2007, 11, 195-
202.
62 J. Jiang, C. N. Tetzlaff, S. Takamatsu, M. Iwatsuki, M. Komatsu, H. Ikeda, D. E. Cane

Biochemistry 2009, 48, 6431-6440.
63 A. Minami, M. Shimaya, G. Suzuki, A. Migita, S.S. Shinde, K. Sato, K. Watanabe, T.
Tamura, H. Oguri, H. Oikawa J. Am. Chem. Soc. 2012, 134, 7246-7249.
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Kohlenstoffbindung insertieren, z&hlen beispielsweise Enzyme der Mithramycin- oder

Chromomycin-Biosynthesewege (beispielsweise Abbildung 59).%°

7.3.2 Eisen-abhangige Oxygenasen

Neben den Flavoenzymen bilden die Eisen-abhéngigen Enzyme eine weitere grofie
Untergruppe von Oxidoreduktasen. Dazu zéhlen die Oxygenasen, durch die entweder ein oder
zwei Sauerstoffatome (Monooxygenasen beziehungsweise Dioxygenasen) in ein Substrat
ubertragen werden. Der fiir die Ubertragung notwendige aktivierte Sauerstoff wird ausgehend
von molekularem Sauerstoff durch ein Eisen-lon des Kofaktors gebildet. Dabei wird zwischen

H&m- und nicht-Ham-abh&ngigen Enzymen entschieden.

Bei den Ham-abhdngigen Enzymen liegt ein Eisen(lll)-lon als Zentralion innerhalb eines
Porphyrin-Molekiils vor (Abbildung 60, A, B).%* Diese prostethische Gruppe hat das Eisen-
Protoporphyrin IX (kurz Hdm) als bekanntesten Vertreter. Andere Ham-Liganden zeigen ein
anderes Substitutionsmuster am Porphyrin-Grundgeriist. Das Eisen-lon liegt hierbei
oktaedrisch-sechsfach koordiniert vor und bindet sowohl das H&m, das Thiol eines
konservierten Cysteins als auch ein Wassermolekul, das zu Beginn des Katalysezyklus durch
das Substrat verdrangt wird. Zusétzlich nimmt das Eisen-lon molekularen Sauerstoff auf,
dessen eines Sauerstoffatom durch Ein-Elektronen-Ubertragungen in das Substrat insertiert
wird (Abbildung 60, C + E). Das zweite Sauerstoffatom wird zu Wasser umgesetzt.®*

64 M. Sono, M. P. Roach, E. D. Coulter, J. H. Dawson Chem. Rev. 1996, 96, 2841-2887.
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Abbildung 60: Aufbau der Eisen-abhéngigen Enzyme. A) Struktur des allgemeinen Hdm-Liganden. B) Koordination des
Eisen-lons im Ham-b-Liganden. C) Aktive Spezies der Ham-abhangigen Oxygenasen. D) Aktive Spezies der nicht-Ham-
abhéngigen Oxygenasen am Beispiel der Pterin-abh&ngigen aromatischen Aminoséurehydroxylasen. E) Mechanismus der
Ham-abhangigen Oxygenasen. 5

Die nicht-Ham-abhangigen Enzyme enthalten ein Eisen-lon, das durch Aminosduren
koordiniert wird und das molekularen Sauerstoff binden kann.®® Durch ein Kosubstrat wird
der Sauerstoff aktiviert und durch die aktive Eisen(IV)-Sauerstoff-Spezies auf das Substrat

65 A. Kirschning, Biogenese von Naturstoffen, Leibniz Universitat Hannover, Stand
September 2014.
66 M. M. Abu-Omar, A. Loaiza, N. Hontzeas Chem. Rev. 2005, 105, 2227-2252.
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Ubertragen (Abbildung 60, D). Als Beispiel kann die Pterin-abhéngige aromatische
Aminoséurehydroxylase aufgefiihrt werden. Pterin dient hierbei als Kosubstrat.

7.4 Tetrahydropyranringe in Naturstoffen

In vielen biologisch aktiven Naturstoffen werden funf- beziehungsweise sechs-gliedrige
zyklische Ether-Einheiten gefunden. Dabei kdnnen sowohl Bakterien als auch Schwamme
marinen Ursprungs oder Dinoflagellate als Quelle dienen. Bekannte und pharmakologisch
relevante Vertreter dieser Gruppe sind Bryostatin (114) und Salinomycin (116). Insbesondere
die Gruppe der ionophoren terrestrischen Polyether zeichnet sich durch eine dichte
Funktionalisierung mit Sauerstoffheterozyklen als hervorstechendem Strukturmekmal aus
(Monensin (113), Salinomycin (116) und Lasalocid (117) in Abbildung 61). Auch die
Ambruticine und Pederin (115) sind aufgrund ihres Wirk- und Toxizitatsprofils von Interesse
fur die Wirkstoffforschung. Richtungweisende Arbeiten zur biosynthetischen Bildung von

Hydropyranen wurden am Beispiel dieser beiden Molekiile durchgefiihrt.36

Pederin (115)

Ambruticin S (69)

: H
OH

OH OH Lasalocid A (117)

Abbildung 61: Beispiele fur ionophore Polyether-Naturstoffe.
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In den vergangenen Jahren wurde die biosynthetische Bildung zyklischer Ether und Methoden

zu deren stereoselektiver Synthese intensiv untersucht.

7.4.1 Biosynthetische Strategien zum Aufbau von THP-Ringen in Naturstoffen
Die biosynthetische Bildung zyklischer Ether-Einheiten in Naturstoffen kann auf
unterschiedlichen Wegen geschehen.®” Dazu zdhlen zum einen Epoxidierungs-
Epoxidoffnungs-Kaskaden  (Abbildung 62, A), Halbacetalbildung gefolgt von
Dehydratisierung und Reduktion (Abbildung 62, B), die oxa-konjugierte Addition (Abbildung
62, C) sowie als vierte Variante die direkte oxidative Zyklisierung (Abbildung 62, D).

A) B)

OEP

EP
/O HO o

— ( i} \—\-(_/ Oxidation 1.-H,0 ,:}
HO:>) HOj’)n O™, Ho+) HO;)n 2.Redukton 04/ _
C) D)

EWG— . ] ]
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NS TP » T S g,
.-\JHO ) n n 10

Abbildung 62: Potentielle Mechanismen der biosynthetischen Bildung von zyklischen Ether-Einheiten. A) Mechanismus der
Epoxidierungs-Epoxid6ffnungs-Kaskade.B) Mechanismus der Oxidations-Dehydratisierungs-Reduktions-Kaskade. C)
Mechanismus der oxa-konju-gativen Addition. D) Direkte oxidative Zyklisierung. EWG: elektronenziehende gruppe. EP:
Elektrophil. B: Base mit freiem Elektronenpaar.

7.4.1.1 Epoxidierungs-Epoxidoffnungs-Kaskaden

Fur ionophore Polyether wie Monensin, Lasalocid oder Salinomycin, wurde 1983 das CANE-
CELMER-WESTLEY-Model postuliert, in dem die Biosynthese der Etherringe als ein
Zusammenspiel von Epoxidasen (EPX) auch Epoxidhydrolasen (EH) beschrieben wird.®
Diese katalysieren die regio- und stereoselektive Poly-Epoxidierung eines linearen Polyen-
Intermediates, gefolgt von einer regioselektiven Zyklisierungskaskade (Abbildung 63).°8

67 M. E. A. Richter, N. Traitcheva, U. Kniipfer, C. Hertweck Angew. Chem. 2008, 120,
9004-9007.
68 D. E. Cane, W. D. Celmer, J. W. Westley J. Am. Chem. Soc. 1983, 105, 3594-3600.
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Abbildung 63: Beispielhafter allgemeiner Mechanismus der Epoxidierungs-Epoxidéffnungs-Kaskadenreaktion nach dem
CCW-Model.%8

Die Aufklarung des Genclusters von Monensin ergab 2001 den ersten Hinweis darauf, dass
das CCW-Model zutrifft.®® LEADLAY et al. konnten eine Flavin-abhangige Monooxygenase
(EPX, monCl) und zwei Epoxidhydrolasen (EH, monBI, monBIl) finden, deren Funktion
durch Studien mit Deletionsmutanten bestitigt wurde.®® Jedoch war es die Gruppe von
OIKAWA, die mit der Untersuchung der Biosynthese von Lasalocid die ersten in vitro-

Experimente zur Charakterisierung von EPX- und EH-Domanen durchgefiihrt hat.5

Lsd19A

5-exo

Lsd19B m /
-— 5 : Sl
6-endo R™ 70" bu&~0
122

Schema 9: Katalysierte Reaktionen der Epoxidase Lsd18 sowie der Epoxidhydrolase Lsd19 aus der Lasalocid-Biosynthese.

69 P. F. Leadlay, J. Staunton, M. Oliynyk, C. Bisang, J. Cortés, E. Frost, Z. A. Hughes-
Thomas, M. A. Jones, S. G. Kendrew, J. B. Lester, P. F. Long, H. A. McArthur, E. L.
McCormick, Z. Oliynyk, C. B. W. Stark, C. J Wilkinson J. Ind. Microbiol. Biotechnol.
2001, 27, 360-367.
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Lasalocid (117) ist ein ionophorer Polyether mit zwei Ether-Einheiten, die durch die
Epoxidase Lsd18 (LasC) und die Epoxidhydrolase Lsd19 (LasC) aufgebaut werden sollen.”
Beide Enzyme konnten durch heterologe Genexpression rekombinant hergestellt und in in
vitro-Untersuchungen eingesetzt werden.%>" Dabei zeigte sich, dass die EPX Lsd18 die
sequenzielle Epoxidierung des Polyens durchfuhrt, wodurch zundchst das Mono- und
letztendlich das Bisepoxid gebildet wird (Schema 9).°3 Im Anschluss an die Epoxidierung
katalysiert die Epoxidhydrolase Lsd19 die Zyklisierungen zu dem Tetrahydrofuran- und dem
Tetrahydropyran-Ring. Hierbei wird zuerst der funf-gliedrige zyklische Ether in einer nach
den Baldwin-Regeln beglnstigten 5-exo-tet-Zyklisierung gebildet. Die nicht-favorisierte
6-endo-tet-Zyklisierung zum Pyran-Ring geschieht dann nur unter Katalyse der EH Lsd19.™
Es wurde gezeigt, dass das terminale Epoxid unter S&urekatalyse spontan zum

Tetrahydrofuran-Ring ge6ffnet wird.”

Zusétzlich zu der Aufklarung der Mechanismen konnten OIKAWA et al. eine Rdntgen-
strukturanalyse der Epoxidhydrolase Lsd19 durchfiihren. Hierbei wurde festgestellt, dass
Lsd19 aus zwei Doménen besteht; der N-terminalen Lsd19A-Domane sowie der C-terminalen
Lsd19B-Domane.”™ "2 In weiteren Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass die einzelnen
Doménen spezifisch fur einen der beiden Ringschlisse zusténdig sind. Die Lsd19A katalysiert
ausschlieBlich die initielle 5-exo-tet-Zyklisierung und die Lsd19B ausschlief’lich den 6-endo-

tet-Ringschluss (Schema 9).7%73

70 M. Tosin, L. Smith, P. F. Leadlay Angew. Chem. 2011, 123, 12136-12139.

& A. Minami, A. Migita, D. Inada, K. Hotta, K. Watanabe, H. Oguri, H. Oikawa Org.
Lett. 2011, 13, 1638-1641.

2 K. Hotta, X. Cien, R. S. Paton, A. Minami, H. Li, K. Swaminathan, I. I. Mathews, K.
Watanabe, H. Oikawa, K. N. Houk, C.-Y. Kim Nature 2012, 483, 355-359.

& A. Minami, H. Oguri, K. Watanabe, H. Oikawa Curr. Opinion Chem. Biol. 2013, 14,
555-561.
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Schema 10: Katalysierte Reaktionen mit Testsubstraten der Epoxidhydrolasen MonBI und MonBIl aus der Monensin-
Biosynthese.™

Die Untersuchungen zu Lasalocid legten nahe, dass jede einzelne Epoxiddffnung durch eine
einzelne Domane der Hydrolase katalysiert wird.”®> Am Beispiel der Monensin-Biosynthese
wurde allerdings deutlich, dass diese Verallgemeinerung nicht auf alle Polyether Gbertragbar
ist. Hier finden sich zwei Epoxidhydrolasen, MonBl und MonBlII, im Gencluster.%® Der
Naturstoff weist jedoch drei Furan-Einheiten auf, die ausgehend von einem E,E;E-Trien
gebildet werden. Um den Mechanismus der Epoxidhydrolasen und damit die Furan-Bildung
genauer zu verstehen, wurden die Enzyme MonBI und MonBIl durch Genexpression
rekombinant hergestellt und in in vitro-Untersuchungen eingesetzt.”*™ Diese Tests zeigten,
dass die Epoxidhydrolase MonBIl die erste Epoxidoffnung Kkatalysiert. Die zweite
Epoxidhydrolyse kann nur ablaufen, wenn beide Enzyme MonBl und MonBlI
zusammenarbeiten (Schema 10).”* Dieses Ergebnis zeigt allosterische Wechselwirkungen

zweier homologer Enzyme.”

74 A. Minami, T. Ose, K. Sato, A. Oikawa, K. Kuroki, K. Maenaka, H. Oguri, H. Oikawa
ACS Chem. Biol. 2014, 9, 562-569.
& K. Sato, A. Minami, T. Ose, H. Oguri, H. Oikawa Tet. Lett. 2011, 52, 5277-5280.
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OH 126

Abbildung 64: Postulierter Mechanismus fr die Bildung der zyklischen Ether-Einheiten in Salinomycin.”

Ein weiterer Naturstoff, der in die Klasse der ionophoren Polyether fallt und in dessen
Biosynthese das Zusammenspiel von Epoxidasen und Epoxidhydrolasen stattfindet, ist
Salinomycin (116). Im Rahmen von dessen Genclusteranalyse wurden Gene gefunden, die flr
drei Epoxidhydrolasen und eine Flavin-abhingige Epoxidase kodieren.”® Die Struktur von
Salinomycin weist flnf zyklische Ether-Einheiten auf, von denen die Pyrane zwischen C-1
und C-9 durch eine Epoxidierungs-Epoxidoffnungs-Kaskade gebildet werden sollen
(Abbildung 64).”%"" Die Bildung des Pyranringes zwischen C-23 und C-27 soll in Folge der
Abspaltung von der Polyketidsynthase, aber angebunden an ein bisher unbekanntes Enzym,
stattfinden. Hierbei soll eine oxa-MICHAEL-Addition ablaufen. Allerdings wurde das beteiligte

Enzym bisher nicht gefunden.”®"”

Die  Ambruticine stellen eine weitere Gruppe reduzierter Polyketide  mit
Sauerstoffheterozyklen dar. Diese weisen neben einem Dihydropyran- einen
Tetrahydropyran-Ring auf. Die beiden Ether-Einheiten werden in der Biosynthese durch zwei
verschiedene Mechanismen gebildet, wobei die THP-Ringbildung wahrscheinlich durch ein
Tailoring-Enzym und die DHP-Ringbildung bestatigterweise durch eine Domane der PKS
katalysiert wird (siehe Teil 1; Abschnitt 3.3.2.7).5 Anhand einer Genanalyse konnte eine
Flavin-abhangige Epoxidase (AmbJ) identifiziert werden, welche im Fall des THP-Ringes an
einer Epoxidierungs-Epoxidoffungs-Kaskade teilnehmen kénnte (siehe Abschnitt 7.1.2).%

Allerdings wurde kein Gen gefunden, dass fir eine Epoxidhydrolase kodiert. Zukinftige in

7 M. E. Yurkovich, P. A. Tyrakis, H. Hong, Y. Sun, M. Samborskyy, K. Kamiya, P. F.
Leadlay ChemBioChem 2012, 13, 66-71.

" H. Luhavaya, S. R. Williams, H. Hong, L. Gonzanga de Oliveira, P. F. Leadlay
ChemBioChem 2014, 15, 2081-2085.
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vitro-Untersuchungen sollten Uberpriifen, wie viele und welche Enzyme in den Prozess

involviert sind.

7.4.1.2 oxa-MICHAEL-Addition

Neben Epoxidierungs-Epoxidoffungs-Kaskaden ist die oxa-MICHAEL-Reaktion eine weitere
Mdoglichkeit zyklische Ether-Einheiten biosynthetisch in Naturstoffe einzufuhren. Im
Gegensatz zur Kaskadenreaktion findet die oxa-MICHAEL-Addition an ACP-gebundenen
Substraten auf der Polyketidsynthase statt.”® Bisher wurden eine Pyransynthase (PS)-Doméne
aus einer trans-AT-PKS und eine bifunktionale Doméne einer cis-AT-PKS durch in vitro-
Untersuchungen charakterisiert.”®% Die Gruppe PIEL verwirklichte die Charakterisierung
einer PS-Doméne aus der Pederin Polyketidsynthase und die Gruppe HAHN einer DH-
Doméne mit zusétzlicher Pyransynthaseaktivitat aus der Ambruticin-Biosynthese (Abbildung
65).

X
MeQ?H /5\ (0)
(NG N =

Pederin (115) Ambruticin S (69)

Abbildung 65: Struktur der Naturstoffe Pederin und Ambruticin S. Farblich hervorgehoben sind die jeweiligen Tetrahydro-
beziehungsweise Dihydropyrane, die durch eine oxa-MIcHAEL Addition gebildet werden.

Pederin (115) ist ein Naturstoff mit zwei Tetrahydropyran-Einheiten, von denen eine durch
eine Pyransynthasedomane hergestellt wird.”® Die enzymatische Doméne PS wurde durch
Genexpression rekombinant hergestellt und mit strukturell stark vereinfachten synthetischen
Vorlaufersurrogaten in vitro umgesetzt.”® Die Analyse der Tests zeigte, dass ein Pyran-Ring
gebildet wurde (Abbildung 66). Durch diese Untersuchungen konnten PIEL et al. den ersten
Beweis fur die oxa-konjugierte Addition als neuen Reaktionstyp innerhalb von
Polyketidsynthasen erbringen.”® PIEL et al. zeigten, dass die Pyransynthasedoméine ein
vereinfachtes Substrat annimmt und zwei diastereomere Pyrane gebildet werden. Demnach

existieren eine flexible Substratspezifitat und eine geringe Stereoselektivitét.

8 P. Poplau, S. Frank, B. I. Morinaka, J. Piel Angew. Chem. Int. Ed. 2013, 52, 13215-
13218.
& J. Piel Proc. Natl. Acad. Sci.2002, 99, 14002-14007.
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A) "lli) B)
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anti-131
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Abbildung 66: Pyransynthasedoméane der Pederin-PKS. A) ACP-gebundenes Substrat der PedPS7. B) Durch die PS-Doméne
katalysierte Reaktion.

Die Gruppe von HAHN konnte in in vitro-Untersuchungen mit der rekombinanten Doméne
AmbDH3 zeigen, dass diese zum einen die formale syn-Eliminierung von Wasser aus
Vorlaufer 70 und zum anderen die Bildung des Pyran-Ringes Uber eine oxa-MICHAEL-
Addition katalysiert (Abbildung 67 und siehe Teil 1, Abschnitt 3.3.3).%¢

A)
O OH OH o] OH
D=7 | @
132 133

B)
O OH
Q OH OH  AmbDH3 : AmbDH3
_ > —_ >
SNACW SNACW SNAC
70 Il

Abbildung 67: Funktion der bifunktionalen Doméane AmbDH3 der Ambruticin-PKS. A) ACP-gebundene Substrate der
AmbDH3-Doméne. B) Aktivitét der bifunktionalen Doméne in der Ambruticin-Biosynthese.

72

Zusatzlich zu den bereits untersuchten Doméanen konnten der Hinweis auf diese Domanen in
anderen Polyketidsynthasen gefunden werden. Dazu z&hlt die PKS von Indanomycin (134)

sowie von Sorangicin (135) und Spliceostatin (136).75:77.78
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Spliceostatin C (136)

Abbildung 68: Strukturen der Naturstoffe Indanomycin, Sorangicin A und Spliceostatin C.

Im Fall von Sorangicin (135) wurden im Gencluster drei mdgliche, fir PS-Domanen
kodierende, Gene gefunden.®’ Dasselbe gilt fir die PKS von Spliceostatin (136).8! Fiir die
Bildung der Tetrahydropyran-Einheit in Indanomycin (134) wurde ebenfalls eine oxa-
MICHAEL-Addition postuliert. Allerdings konnte keine DH-Doméne innerhalb des
entsprechenden Modules gefunden werden. Denkbar wére, dass eine Cyclasedomane sowohl
die Dehydratisierung als auch die Pyranbildung katalysiert. Eine andere Mdglichkeit ist, dass
die Cyclasedoméne die Tetrahydropyran-Bildung durch eine direkte nukleophile Substitution

katalysiert.82

7.4.1.3 Direkte oxidative Zyklisierung

Ein abweichender Mechanismus fur die Bildung eines Tetrahydrofuran-Ringes wurde in der
Aureothin-Biosynthese gefunden (Abbildung 69, A).8” Durch Genclusteranalysen wurde ein
hierfir verantwortliches Gen, aurH, entdeckt, das fur eine Cytochrom P450 Monooxygenase

kodiert.®’

8 H. Irschik, M. Kopp, K. J. Weissman, K. Buntin, J. Piel, R. Miiller ChemBioChem
2010, 11, 1840-1849.

81 A. S. Eustaquio, J. E. Janso, A. S. Ratnayake, C. J. O'Donnell, F. E. Koehn Proc. Natl.
Acad. Sci. 2014, 111, E3376-E3385.

82 C. Li, K. E. Roege, W. L. Kelly ChemBioChem 2009, 10, 1064-1072.
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A) o

_,I:em_
|

SCys

Abbildung 69: Untersuchung der ungewdhnlichen Oxygenierung in der Aureothin-Biosynthese. A) Katalysierte Reaktion
von AurH. B) Mechanismus der Oxygenierung katalysiert durch AurH.5?

Die Gruppe von HERTWECK konnte in in vivo- und in vitro-Untersuchungen zeigen, dass die
Monooxygenase AurH die sequenzielle Einfiihrung eines Sauerstoffatomes und die
anschlieBende Ringbildung katalysiert (Abbildung 69, B).5” Dies stellt den ersten aufgeklirten
Fall einer oxidativen Zyklisierung zum Aufbau von zyklischen Ether-Einheiten dar. Das
durch die Zyklisierung gebildete Stereozentrum wird durch das beteiligte Enzym mit einer

sehr hohen Stereoselektivitat eingefiihrt.

Seite | 78



Einleitung

AurH wurde von HENROT et al. in der Totalsynthese von Aureothin eingesetzt.3® Dazu wurde
Desoxyaureothin (137) synthetisiert und mit der durch Genexpression rekombinant
hergestellten Monooxygenase AurH umgesetzt. Aureothin konnte auf diesem Wege in

moderater Ausbeute mit einem sehr guten Enantiomereniiberschuss hergestellt werden.

7.4.2 Chemische Strategie zum Aufbau von THP-Ringen in Naturstoffen

In der organischen Synthese existieren verschiedene Synthesestrategien flr die Herstellung
von Sauerstoffheterozyklen, die auch in die Naturstoffsynthese Anwendung finden.84886 zy
den drei bekanntesten Methoden, um THP-Ringe aufzubauen, z&hlt die HETERO-DIELS-
ALDER-Reaktion, der Angriff einer Hydroxygruppe auf ein Epoxid sowie die Addition einer
Hydroxygruppe an einen MICHAEL-Akzeptor (Schema 11). Die Stereochemie kann im Fall
der DIELS-ALDER-Reaktion durch den Einsatz von Katalysatoren gesteuert werden. Bei den
anderen Reaktionen wird die Stereochemie durch die Konfiguration der Hydroxygruppe des
Substrates, also letztlich durch Substratkontrolle, gesteuert.

A)
Os _R!
2 g 3 1
Rm\/\ Katalysator Rﬁj/R
AR “R?
B)
Lk =— O
OH "R2
C)

saure oder basische
0 OH Bedlngungen
XJ]\/\/\/LR Jj\

Schema 11: Allgemeine Reaktionen zur THP-Ringbildung. A) HeTErRo-DIELS-ALDER-Reaktion. B) Zyklisierung durch
Epoxideinwirkung. C) oxa-MICHAEL-Reaktion.

8 M. Henrot, M. E. A. Richter, J. Maddaluno, C. Hertweck, M. De Paolis Angew. Chem.
Int. Ed. 2012, 124, 9725-9729.

84 P. A. Clarke, S. Santos Eur. J. Org. Chem. 2006, 2045-2053.

8 M. M. Faul, B. E. Huff Chem. Rev. 2000, 100, 2407-2473.

8 K. C. Nicolaou, M. O. Frederick, R. J. Aversa Angew. Chem. Int. Ed. 2008, 47, 7182-
7225.
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Reduktive Zyklisierungen stellen eine weitere Moglichkeit zur Bildung von THP-Ringen dar.
Dabei wird in zwei Gruppen unterschieden. Zum einen die Reaktionen, bei denen eine
Addition an einem Lakton-Vorldufer stattfindet und zum anderen Reaktionen, die Uber ein

zyklisches Hemiacetal verlaufen (Schema 12).

A) o R
RCH,MgBr
O —_—
Reduktionsmittel
B)
) ) Et,SiH,
R\n/\/\/R TMSOTf J/\L
0 OH R2 0™ OR!
R2 0" OR!
OTMS

Schema 12: Allgemeine Reaktionen zur THP-Bildung durch reduktive Zyklisierungen. A) GRIGNARD-Addition an ein
Lakton. B) THP-Ringbildung tber ein zyklisches Hemiacetal.

Eine weitere Gruppe der THP-Ring-bildenden Reaktionen ist die Zyklisierung durch den
Angriff einer Hydroxygruppe auf eine Kohlenstoff-Kohlenstoff-Doppelbindung. Diese
Reaktionen bendtigen einen Katalysator, der die Doppelbindung in situ aktiviert. Pd(0)- und
Pd(I1)-enthaltende Katalysatoren werden hauptséchlich eingesetzt. Zusétzlich sind Reaktionen
bekannt, in denen Quecksilber, Selen oder lod zum Aktivieren der Doppelbindung tber ein

Onium-lon verwendet werden (Schema 13).

A) R'
OH PGSeBr, Base
|
R2 R1
OH
SePG
R2 ®
B)
OAc

: .0 R
Pd(0)-katalysiert W
R

Schema 13: Allgemeine Reaktionen der Zyklisierung durch Angriff an elektrophil aktivierten Doppelbindungen. A)
Reaktion Uber das Selenonium-lon. B) Pd-katalysierte Reaktion. PG: Schutzgruppe.
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Eine eher klassische Variante ist die WILLIAMSON-ETHER-Synthese (Schema 14). AulRerdem
sind radikalische Mechanismen zur THP-Ringbildung bekannt, bei denen Azobis-(isobutyro-
nitril) (AIBN) eingesetzt wird, um das initielle Radikal zu erzeugen. AuRerdem kann die

PRINs-Reaktion zur Bildung des THP-Ringes eingesetzt werden (Schema 14).

A) asymmetrische OH
Dihydroxylierung
FGO™ "X

B) AIBN

(0]
Meo2c/\//\j/\R BusSnH Meozc/fj/\R
Br

C) /g oR OAc
R OH LS, AcOH R

0" R

Schema 14: Allgemeine Reaktionen zur Bildung von THP-Ringen. A) WILLIAMSON-ETHER-Synthese. B) Radikalische
Reaktion unter Verwendung von AIBN. C) Prins-ZykKlisierung. FG: Fluchtgruppe. LS: LEwis-Séure.
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8 Zielsetzung

Der Naturstoff Ambruticin (69) ist ein Polyketid, das aufiergewohnliche Strukturmerkmale
aufweist. Dazu zéhlt der vierfach-substituierte Tetrahydropyranring, der innerhalb der
post-PKS-Schritte der Ambruticin-Biosynthese gebildet wird. JULIEN et al. postulierten, dass
das Tetrahydropyran durch eine 6-endo-tet-Zyklisierung der Alkoholfunktion an C3 mit
einem zuvor durch die flavinabhéngige Monooxygenase AmbJ gebildeten Epoxids aufgebaut
wird (Abbildung 70).

OH OH . . OH OH B OP Amb OH
H\/'\M ™ [Hooc L XL _ L _~¢ ;
3 3 r.,(l) =

1COOH

96 139 1 COOH COOH
OH NMe3
- H : -
© AmbN AmbS
< 5-Ketoambruticin —»

W (o) =
| H
COOH 99 COOH COOH

Abbildung 70: Postulierte post-PKS Modifizierungen innerhalb der Ambruticin-Biosynthese.

Im Rahmen dieser Arbeit sollte die postulierte Biosynthese des Tetrahydropyranringes
aufgeklart werden. Dazu sollte zunédchst ein Vorldaufersurrogat der Epoxidase AmbJ der
Ambruticin-Biosynthese hergestellt und zusétzlich die Epoxidase AmbJ nach Klonierung
heterolog in E. coli produziert und anschlieBend gereinigt werden. Abschlielend sollten das
Vorlaufersurrogat und die Epoxidase in Enzymaktivitatstests eingesetzt werden, die durch
massenspektrometrische und NMR-spektroskopische Analyse ausgewertet werden sollen.

O OH OH
HOW o OH OH
140 BSOS VUNPS PN
HOM

141 Ambruticin J (96)

Abbildung 71: Strukturen der zu synthetisierenden Vorldufermolekile 140 und 141 sowie von Ambruticin J (96). Farblich
hervorgehoben ist der tibereinstimmende Bereich von Ambruticin J mit den Vorl&ufermolekilen 140 und 141.
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Als Vorldaufersurrogate sollten Sduren 140 und 141 hergestellt werden. Beide Strukturen
ahneln dem putativen Epoxidasevorlaufer Ambruticin J (96) und weisen die fur die
Epoxidierung und Pyranbildung wichtigen Strukturmerkmale auf (Abbildung 71).

O OH OH

HO
O OH OH 143

AmbJ
P
HO OH ?

140 o ('j,OH
HOJ\\“'

0 /Y
144

S

Abbildung 72: Mdégliche Umsetzung des Vorlaufers 140 mit AmbJ.

Fur die biologischen Arbeiten sollte das Monooxygenasegen ambJ in unterschiedliche
Expressionsvektoren kloniert werden. Im Anschluss sollten Expressionsstudien durchgefihrt
werden, um die Epoxidase AmbJ loslich herzustellen. Den Abschluss der biologischen
Arbeiten bildet die Reinigung mittels Affinitdtschromatographie mit einhergehender
Isolierung des Proteins. AuBerdem sollte getestet werden, ob AmbJ aktiv ist und eine

Epoxidierung oder Pyranbildung katalysiert (Abbildung 72).

Zusétzlich zu der Monooxygenase AmbJ runden vier posttranslationale Modifizierungen das
Substitutionsmuster am Tetrahydropyranring des Ambruticins ab und bilden dadurch die
Ambruticin-S und -VS-Serie (Abbildung 70). Hierbei handelt es sich um die Desaturase
AmbQ, die Aldehyddehydrogenase AmbN, die Aminotransferase AmbR und die
Methyltransferase AmbS. Im Rahmen dieser Arbeit sollten die Enzyme AmbQ, AmbN,
AmbR und AmbS ausgehend von synthetischen Genen in verschiedene Expressionssysteme
kloniert und erste Expressionsstudien durchgeftihrt werden.
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9 Beschreibung und Diskussion der Ergebnisse

9.1 Enantioselektive Synthese des AmbJ-Vorlaufers

Ziel dieser Arbeit ist es, die Tailoring-Enzyme der Ambruticin-Biosynthese auf ihre
postulierte Funktion zu untersuchen. Dazu sollten Enzymaktivitatstests mit realistischen,
synthetisch hergestellten Vorldaufersurrogaten durchgefiihrt werden, die mit den heterolog in

E. coli produzierten Enzymen inkubiert werden.

Oxidationen

JULIA-KOCIENSKI-Olefinierung BROWN-Allylierung HO
;O OH OH: PG10| OPG2 o
= — : 0 + NF

HO
PMBO o 145

140 144 & o) 146

Halozyklisierung -

Oxidation

Schema 15: Geplante Synthese des AmbJ-Vorlaufermolekiils.

Das Vorlaufersurrogat von AmbJ sollte ausgehend von Acrolein synthetisiert werden. Die
Retrosynthese weist eine stereoselektiv verlaufende Allylierung nach BROWN sowie eine
JuLIiA-KocIensKI-Olefinierung als Schlusselschritte auf (Schema 15). Ein weiterer
Schlusselschritt sollte eine stereoselektive Halozyklisierung sein. Die letzten Syntheseschritte
zu Saure 140 sollten aus Entschitzung sowie aus Oxidation des primaren Alkohols zur
Carbonséure bestehen. Zusétzlich sollte eine Schutzgruppenstrategie fiir eine spétere selektive
Entschutzung der verschiedenen Alkoholfunktionen angewandt werden, bei der neben der
PMB-Gruppe zwei unterschiedliche Silylgruppen (PG1 und PG2 siehe Schema 15) eingefuhrt

werden sollten.

9.1.1 oxA-MICHAEL-Addition an Acrolein und BROWN-Allylierung

Der erste Syntheseschritt zur Herstellung des Vorlaufersurrogates der Epoxidase AmbJ war
eine sdurekatalysierte 1,4-ADDITION zwischen frisch destilliertem Acrolein (146) und PMB-
Alkohol 145 nach einer Vorschrift von CHANDRASEKHAR et al. (Schema 16).8” Die Reaktion

87 S. Chandrasekhar, G. Parimala, B. Tiwari, C. Narsihmulu, G. D. Sarma Synthesis
2007, 11, 1677-1682.
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lief Gber einen Zeitraum von sieben Tagen und wurde nach kurzer Aufarbeitung destilliert.

Allerdings konnte kein Produkt isoliert und nur Startmaterial 145 zurtickgewonnen werden.

HO
145 146 147
(0]

Schema 16: Synthese von Aldehyd 147. a) AcOH, NaOH, CICH2CO2H, H20, 40 °C, 7 d.*’

Im Rahmen der Bachelorarbeit von A. SEEMANN wurde die Syntheseroute weitergefiihrt und
zunichst eine alternative Synthese von PMB-geschiitztem Aldehyd 147 getestet.®® Dazu
wurde eine PMB-Monoschitzung von 1,3-Propandiol (148) unter basischen Bedingungen mit
zuvor synthetisiertem PMB-Chlorid durchgefiihrt und Alkohol 149 in guten Ausbeuten
erhalten (Schema 17).8%%° Nach erfolgreicher SWERN-Oxidation konnte gewiinschter Aldehyd
147 in drei Schritten erhalten werden.®!

a b
HO” >"YOH —— PMBO~ > “OH —> PMBO~ (o
148 149 147

HO Cl

150 O 1510

Schema 17: Synthese von Aldehyd 147. a) i) NaH, DMF, 0 °C, dann RT, 1 h, ii) PMB-CI, 0 °C, dann RT, 24 h, 70%, b)
DMSO, Oxalylchlorid, CH2Clz, -60 °C, 90 min, 72%, c) Thionylchlorid, Benzotriazol, CH2Clz, RT, 10 min, quant.

Zuvor synthetisierter Aldehyd 147 wurde in einer BROWN-Allylierung eingesetzt. Obwohl

unter wasserfreien Bedingungen und mit frisch hergestelltem Ipc-Boran gearbeitet wurde,

8 A. Seeman, Initielle Studien zur Synthese eines Intermediates der Ambruticin-

Biosynthese, Bachelorarbeit, Hannover 2013.

89 S. S. Chaudhari, K. G. Akamanchi Synlett 1999, 11, 1763-1765.

% O. Barun, K. Kumar, S. Sommer, A. Langerak, T. U. Mayer, O. Miiller, H. Waldmann
Eur. J. Org. Chem. 2005, 4773-4788.

o E. Feng, Y. Zhou, D. Zhang, L. Zhang, H. Sun, H. Jiang, H. Liu J. Org. Chem, 2010,
75, 3274-3282.
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konnte kein Allylierungsprodukt dargestellt werden. Im Rahmen dieser Arbeit wurde anstelle
der BROwN-Allylierung eine RousH-Allylierung durchgefiihrt. Der Vorteil dieser
stereoselektiven Allylierung liegt darin, dass die verwendete chirale Borverbindung stabiler

gegen Hydrolyse ist, als das zuvor verwendete Ipc-Boran.

— 0 - F ~ -t

“ Oy _oipr iPro,C

o/t Proi )f—(\? ]
H | ---COziPr 0o O/B\, N\ R
B- N =L

R_/l=B-0 o o’k\/
\|/;)\O ‘0\_@'\0 o
HR :

\+)
favorisiert nicht favorisiert
(Si-Seite) (Re-Seite)

Abbildung 73: Zwei der moglichen Ubergangszustinde der RousH-Allylierung.

Der Mechanismus der RousH-Allylierung verlauft iber einen sechsgliedrigen ZIMMERMANN-
TrRAXLER-Ubergangszustand. In Abbildung 73 sind zwei der moglichen Ubergangszustande
gezeigt, bei denen vor allem die Interaktionen der freien Elektronenpaare an den
Sauerstoffatomen des Tartrat-Restes und des Aldehyds entscheidend sind. Da bei einem
Angriff auf die Re-Seite des Aldehyds repulsive Wechselwirkungen zwischen den
Elektronenpaaren des Sauerstoffes auftreten, ist dieser nicht favorisiert. Bei einem Angriff auf
die Si-Seite hingegen treten keine repulsiven Wechselwirkungen auf, wodurch dieser

Ubergangszustand favorisiert ist.

o CO,iPr

A~ MgBr _a B _b 2N o

= P Nedd _~_B- "1CO,iPr
152 153 Z © 154

Schema 18: Synthese von Boronat 154. a) Trimethylboronat, Et.0, -78 °C, 3 h, b) (L)-(+)-DIPT, Et20, RT, 16 h, 36% (ber 2
Stufen.

Um bei der Allylierung einen (S)-Alkohol zu generieren, wurde (L)-(+)-Diisopropyltartrat als
chiraler Ligand am Boronat gewéhlt. Dieses wurde mit zuvor aus Allylmagnesiumbromid
gewonnener Boronsdure 153 umgesetzt. Dabei konnte Boronat 154 nach Destillation in

moderater Ausbeute erhalten werden (36% iiber 2 Stufen, Schema 18).%

92 W. R. Roush, A. E. Walts L. K. Hoong J. Am. Chem. Soc. 1985, 107, 8186-8190.

Seite | 86



Beschreibung und Diskussion der Ergebnisse

COziPr
1) OH
N + ! i ; a /\/k/\
PMBO e /\/B\O CO,Pr ——— PMBO .
147 154 155

Schema 19: Synthese von Alkohol 155. a) Toluol, 4A-MS, -90 °C, 20 h, 72%, 68% ee.

Die Allylierung wurde nach einer Vorschrift von RousH et al. durchgefihrt, wobei das

Allylierungsprodukt in guter Ausbeute erhalten wurde (72%, Schema 19).9

F.c M5
OH i
PMBO/\/k/\ _a 0“0
PMBO/\\/J\V/§§
155 156

Schema 20: Synthese von MoSHER-Ester 156; a) (S)-MTPA, EtsN, DMAP, 2,4,6-Trichlorbenzoylchlorid, Toluol, 0 °C —
RT, 16 h, 52%, d.r. 6.25:1.%

Um den Enantiomerentiberschuss zu bestimmen, wurde die MoOSHER-Methode angewandt.
Bei dieser wird das Enantiomerengemisch in ein Diastereomerengemisch zweier Ester
uberfiihrt. Da Diastereomere durch *H-NMR-Analyse unterschieden werden kénnen, kann auf
das Enantiomerenverhéltnis zuriickgeschlossen werden. Dazu wurde Alkohol 155 unter
YAMAGUCHI-Bedingungen mit (S)-MTPA ((S)-3,3,3-Trifluoro-2-methoxy-2-phenylpropan-
sdure) umgesetzt (Schema 20). Die Reaktion verlief in guter Ausbeute und zeigte ein
Diastereomerenverhaltnis von 6.25:1. Dies entspricht einem Enantiomereniiberschuss von
68%. Um herauszufinden, ob das richtige Enantiomer gebildet wurde, wurde der Drehwert
von Allylierungsprodukt 155 ([a]p?® = -2.6) gemessen, der im Vorzeichen mit der
literaturbekannten Verbindung ([e]o® = -3.0) libereinstimmt.*3

9.1.2 Halozyklisierung und Epoxidbildung
Fur die Halozyklisierung wurde Alkohol 155 mit der Boc-Gruppe geschutzt. Dazu wurde eine
Vorschrift von MOHAPATRA et al. unter Verwendung von Triethylamin und

4-(Dimethylamino)-pyridin (DMAP) durchgefiihrt.®* Carbonat 157 konnte nur in moderater

9 M. Dieckmann, D. Menche Org. Lett. 2013, 15, 228-231.
o4 D. K. Mohapatra, E. Bhimireddy, P. S. Krishnarao, P. P. Das, J. S. Yadav Org. Lett.
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Ausbeute (42%, Schema 21) erhalten werden, sodass alternative Reaktionsbedingungen unter
Verwendung von NaHMDS gewahlt wurden.®® Hierbei konnte eine quantitative Ausbeute

erhalten werden (Schema 21).

OH OBoc
/\/k/\ a—)Oder p /\/k/\
PMBO X PMBO X
155 157

Schema 21: Synthese von 157; a) Boc20, EtsN, DMAP, CHzCl,, RT, 4 h, 42%, b) NaHMDS, THF, 0 °C, 30 min, dann
Boc20, RT, 30 min, quant.®%

Im néchsten Schritt der Synthese wurde eine lodlaktonisierung von Allylcarbonat 157
durchgefiihrt. Dazu addiert lod elektrophil an die terminale Doppelbindung und erzeugt ein
lodonium-lon. Dieses wird intramolekular vom tert-Butylcarbonat angegriffen und gedffnet,
wodurch Carbonat 158 entsteht. Die Stereoselektivitat der Reaktion wird durch das bereits
vorhandene Stereozentrum gesteuert. Als lodguelle wurde zundchst N-lodsuccinimid unter
Reaktionsbedingungen nach MOHAPATRA et al. verwendet.®* Hierbei trat ausschlieBlich eine
Zersetzung von Carbonat 157 auf, sodass die lodquelle geé&ndert wurde. Bei
Reaktionsbedingungen nach SmMITH et al. unter Verwendung von IBr konnte das Produkt
dargestellt werden.®® Hierzu wurde entweder eine 1 M-Ldsung von IBr in Dichlormethan
selbst hergestellt oder von SIGMA ALDRICH bezogen. Da die Zersetzung von 158 bei der
saulenchromatographischen Reinigung an Kieselgel auftrat, wurde Carbonat 158 direkt in die

nachfolgenden Reaktionen eingesetzt.

I X
O/M\O (@) (0]
/\/K/\ 2 /\/'\/K/|
PMBO X PMBO
157 158

Schema 22: Synthese von Carbonat 158; a) IBr, Toluol, -78 °C, 2 h.%%

Carbonat 158 wurde mit Kaliumcarbonat versetzt und Epoxid 159 in moderater Ausbeute

erhalten (22% Uber 2 Stufen, Schema 23). Eine NMR-spektroskopische Analyse zeigte, dass

2011, 13, 744-747.

% A. B. Smith Ill, Q. Lin, V. A. Doughty, L. Zhuang, M. D. McBriar, J. K. Kerns, A. M.
Boldi, N. Murase, W. H. Moser, C. S. Brook, C. S. Bennett, K. Nakayama, M.
Sobukawa, R. E. Lee Trout Tetrahedron 2009, 65, 6470-6488.
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kein Diastereomer vorlag, wodurch bestédtigt wurde, dass die zuvor durchgefiihrte

lodlaktonisierung stereoselektiv abgelaufen ist.

0
OH
o’u\o —2 <9
PMBO
158 159

Schema 23: Synthese von Epoxid 159; a) K2COs, MeOH, RT, 18 h, 22% (iber 2 Stufen.%

Die Strategie der Epoxidbildung gefolgt von der Epoxidéffnung wurde gewahlt, damit die
gebildeten Alkoholfunktionen durch unterschiedliche Schutzgruppen differenziert werden

kdnnen.

9.1.3 TBS-Schiutzung und Epoxidéffnung

Nach der Epoxidierung wurde eine Schitzung der freien Alkoholgruppe durch eine TBS-
Gruppe durchgefihrt. In der Gegenwart von Silbernitrat zur Koordination des Epoxids konnte
Verbindung 160 in guter Ausbeute (59%, Schema) erhalten werden.

OH OTBS
/M —2 /\/'\/<(’)
PMBO PMBO
159 160

Schema 24: Synthese von 160; a) AgNOs, Pyridin, TBSCI, THF, RT, 18 h, 59%.%

Im né&chsten Schritt wurde die Epoxidoffnung von Verbindung 160 unter sauren oder
basischen Reaktionsbedingungen durchgefihrt und per analytischer HPLC-MS verfolgt. Die

verschiedenen Reaktionsbedingungen sind in Tabelle 1 dargestellt.

TBSO  OH OH OH
oTBS PMBO OH PMBO/\\/J\V/L\/OH
PMBO _a 161 162
160 OH
PMBO/\/J\V/(\|

163

% K. D. Schleicher, T. F. Jamison Beilst. J. Org. Chem. 2013, 9, 1533-1550.
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Tabelle 1: Bedingungen der Epoxidéffnung.

Séure/Base Bedingungen Erhaltene Produkte
1 HCIO, MeCN, H20, 0 °C 160
2 HACc (konz.) MeCN, H;0O, RT 160, 161, 162, 163
3 NaOH (1M) EtOH, 80 °C 162
4 NaOH (1M) EtOH, RT 160, 161, 162, 163
5 K.COs, TEA DMF, 80 °C 160, 161, 162, 163

Unter Verwendung von Perchlorsédure wurde ausschlielRlich Startmaterial zuriickgewonnen
(Eintrag 1, Tabelle 1).°” Wurde Essigsaure beziehungsweise Kaliumcarbonat eingesetzt,
wurde ein Produktgemisch aus Startmaterial, gewunschtem, silyliertem Produkt 161 sowie
Triol 162 und TBS-entschiitztem Epoxid 163 erhalten (Eintrag 2 und 5, Tabelle 1).%% Unter
Verwendung von Natronlauge bei 80 °C konnte das Epoxid gedffnet werden. Allerdings
wurde die TBS-Schutzgruppe ebenfalls entfernt, wodurch Triol 162 mit quantitativem Umsatz
erhalten wurde (Eintrag 3, Tabelle 1).}°° Des Weiteren wurde Verbindung 160 mit
Natronlauge bei Raumtemperatur behandelt, um das Epoxid unter Bildung von Verbindung
161 zu 6ffnen. Allerdings konnte hierbei nur das Produktgemisch der Verbindungen 161-163
erhalten werden (Eintrag 4, Tabelle 1). Unter keiner der angewandten Reaktionsbedingungen
konnte gewunschtes Produkt B in ausreichender Menge und Reinheit erhalten werden, sodass
fiir die nachfolgende Synthese die Epoxidéffnung mit NaOH bei 80 °C direkt ausgehend von
Epoxid 159 durchgefihrt wurde. Triol 162 wurde als Rohprodukt in die ndchsten Stufen
eingesetzt (Schema 25).

OH OH OH
/“\V/l\v/x<? - /A\v/l\v/J\V/OH
PMBO PMBO

159 162

Schema 25: Epoxidoffnung mit Natronlauge. a) NaOH (1 M), EtOH, 80 °C, 16 h, quant.*®

o7 D. N. Kumar, C. R. Reddy, B. Das Synthesis 2011, 3190-3194.
9% P.Mituta, C. Wawrzenczyk Arkivoc 2012, (iv), 216-232.

9 Y. Osa, Y. Hikima, Y. Sato, K. Takino, Y. Ida, S. Hirono, H.i Nagase J. Org. Chem.
2005, 70, 5737-5740.

10 s, sangthong, K. Krusong, N. Ngamrojanavanich, T. Vilaivan, S. Puthong, S.
Chandchawan, N. Muangsin Biorg. Med. Chem. Lett. 2011, 21, 4813-4818.
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9.14 TES-Schitzung und SWERN-Oxidation

Im ndchsten Schritt sollte Polyol 162 mit Triethylsilyl-Gruppen dreifach geschutzt werden.
Die Verwendung von TES-Triflat in Kombination mit Lutidin fuhrte zu keinem Produkt,
sodass TES-Chlorid in Kombination mit DMAP und Imidazol eingesetzt wurde. Dies fiihrte

zu silyliertem Polyol 163 in moderater Ausbeute (35%, Schema 26). 101:102

OH OH a TESO OTES
OH /\)\/k/
PMBO PMBO OTES
162 164

Schema 26: Reaktionsbhedingungen fiir TES-geschiitztes Polyol. a) TES-CI, Imidazol, DMAP, DMF, RT, 16 h, 35%.

Silyliertes Polyol 164 wurde im Anschluss in einer SWERN-Oxidation eingesetzt, unter deren
Bedingungen die primare TES-Gruppe selektiv entschiitzt sowie der entstehende Alkohol zum
Aldehyd oxidiert werden sollte. Die NMR-spektroskopische Analyse nach erfolgter Reaktion
zeigte ein Produktgemisch bestehend aus Startmaterial 164, Aldehyd 165 und Laktol 166.
Durch eine sdulenchromatographische Reinigung konnten die drei Substanzen einzeln isoliert
werden, wodurch Laktol 166 mit einer Ausbeute von 50% als Hauptprodukt der Reaktion
erhalten wurde (Schema 27). Aldehyd 165 wurde als Nebenprodukt in 7% Ausbeute
hergestellt.

OH
TESO OTES a o MOTES TESO OTES

OTES — > 0
PMBO " pmBO &

164 PMBO 165 166

Schema 27: Reaktionsbedingungen der SwerN-Oxidation von Polyol 164. a) Oxalylchlorid, DMSO, CHzClz, -78 °C, 1.5 h,
50% fir 166, 7% fur 165.

Der néchste Schritt der Synthese sollte eine JuLIA-KoOCIENSKI-Olefinierung sein. Da in der
Literatur kein Beispiel fiir eine Reaktion zwischen einem Hemiacetal und einem Sulfon

beschrieben ist, wurde die Syntheseroute leicht umgestellt, um zu einem Aldehyd zu

101 B. M. Trost, P. E. Harrington J. Am. Chem. Soc. 2004, 126, 5028-5029.

102 1) T. J. Donohoe, M. D. Cheeseman, T. J. C. O’Riordan, J.a A. Kershaw Org. Biomol.
Chem. 2008, 6, 3896-3898; 2) W. T. Lambert, G. H. Hanson, F. Benayoud, S. D.
Burke J. Org. Chem. 2005, 70, 9382-9398.
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gelangen. Polyol 162 sollte nun in Acetonid 167 0berfihrt werden. Die primaére

Alkoholfunktion sollte im Anschluss selektiv zum Aldehyd oxidiert werden.

Polyol 162 wurde zundchst nach einer Vorschrift von GERBER-LEMAIRE et al. unter
Verwendung von 2,2-Dimethoxypropan und einer katalytischen Menge CSA (Campher-

sulfonséure) in acetonidgeschiitztes Polyol 167 uiberfiihrt (52%, Schema 28).1%

OH OH

a
/\/K/k/OH - 9 9
PMBO /\»/L\/L\/OH
PMBO
162 167

Schema 28: Synthese von acetonidgeschiitztem Polyol 167. a) 2,2-Dimethoxypropan, CSA (kat.), Aceton, 0 °C, 16 h,
52%.103

Acetonid 167 wurde im Anschluss flr die Acetonid-Methode nach RYCHNOVSKY verwendet,
mit der die relative Stereochemie des 1,3-Diols bestimmt werden kann.'® Hierbei wird sich
zu Nutze gemacht, dass diastereomere Diole in unterschiedlichen Konformationen vorliegen.
syn-1,3-Diole nehmen die Sesselkonformation ein und anti-1,3-Diole die verdrillte Boot-
Konformation (Abbildung 74).1% Beide Konformationen weisen unterschiedliche
Verschiebungen der Kohlenstoffatome der geminalen Methyl-Gruppen im BC-NMR-
Spektrum auf, sodass anhand der Verschiebungen festgestellt werden kann, welches der

maoglichen 1,3-Diole vorliegt.

246

R’ (
1

Koo o] K 2 Selm

R1J\/'\R2 j@ 98.5 R1J\/'\R2 0

RS _, 246
N—719.6

Abbildung 74: Charakteristische Konformation und die entsprechenden Verschiebungen im 3C-NMR-Spektrum von
1,3-Diolen.

103 S. Gerber-Lemaire, A. T. Carmona, K. T. Meilert, P. Vogel Eur. J. Org. Chem. 2006,
891-900.

104 1) S. D. Rychnovsky, D. J. Skalitzky Tetrahedron Lett. 1990, 31, 945-948; 2) D. A.
Evans, D. L. Rieger, J. R. Gage Tetrahedron Lett. 1990, 31, 7099-70100; 3) R. N.
Kumar, H. M. Meshram Tetrahedron Lett. 2011, 52, 1003-1007.
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Im vorliegenden Fall konnte durch die Acetonid-Methode nachgewiesen werden, dass
uberwiegend das gewiinschte syn-1,3-Diol als Hauptdiastereomer vorliegt. Zusétzlich zeigt
das *C-NMR-Spektrum auch Signale des anti-1,3-Diols in einer geringeren Intensitt.

('2443
99.98
OMO = Q" 5029 QMO = }‘ 24.41

R1)\/'\R Rzﬁ/jg 98.63 R/’\/LRZ \v—% N\

Abbildung 75: Auswertung der Konformation von Verbindung 167 anhand der Acetonid-Methode.

Im Anschluss an die Acetonid-Schutzung sollte primarer Alkohol 167 in Aldehyd 168
uberflihrt werden. Hierzu wurden unterschiedliche Oxidationsmethoden getestet (Tabelle 2).

AN on Tabelle PP
PMBO ——— > PMBO

Tabelle 2: Reaktionsbedingungen der Oxidation zu Aldehyd 168.

Reagenzien Bedingungen Anmerkungen
1 DMP 30 min, RT kein Umsatz, 167
2 DMP 16 h, RT kein Umsatz, 167
3 Oxalylchlorid, DMSO 1.5h,-78 °C kein Umsatz, 167
4 Oxalylchlorid, DMSO 15h, RT kein Umsatz, 167
5  SOsxPyr, DMSO, EtsN 45 min, RT 167, 168 (25%)
6 SO3xPyr, DMSO, EtzN 72h, RT kein Umsatz, 167
7 1. SOsxPyr, DMSO, Pyr 4h, RT 167, 168 (30%)

2. Alkohol, DIPEA, DMSO

8  Tempo, KBr, NaCIO 1h,0°C Zersetzung
9  TPAP, NMO, 4A MS 30min,0°C,16 h, RT  kein Umsatz, 167
10 PCC 16 h, RT kein Umsatz, 167
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11 PCC, 4A MS, NaOAc 1h RT kein Umsatz, 167

Die Eintrage 1 bis 4 der Tabelle 2 zeigen, dass sowohl die DEss-MARTIN-1% als auch die
SWERN-Oxidation keinen Umsatz ergaben und nur das Startmaterial zuriickgewonnen werden
konnte. Durch die Durchfiihrung einer PARIKH-DOERING-Oxidation unter Verwendung des
Schwefeltrioxid-Pyridin-Komplexes konnte nach einer Reaktionszeit von 45 min ein Produkt-
Eduktgemisch erhalten werden (Eintrag 5, Tabelle 2).1% Eine Verlangerung der Reaktionszeit
ergab eine Verschlechterung des Umsatzes (Eintrag 6, Tabelle 2), sodass die Reaktion nach
einer leicht modifizierten Vorschrift durchgefiihrt wurde, die eine leichte Verbesserung der
Ausbeute ergab (Eintrag 7, Tabelle 2).1%° Nachdem die Oxidationsmethoden unter
Verwendung der aktiven Schwefelspezies zu keinem zufriedenstellenden Ergebnis fiihrten,
wurden weitere Reaktionsbedingungen angewendet. Eine Tempo-Oxidation von Alkohol 167
lieferte nur Zersetzung des Startmaterials (Eintrag 9, Tabelle 2),'°® wohingegen eine
durchgefiihrte Pyridiniumchlorochromat (PCC)-Oxidation keinen Umsatz zeigte (Eintrag 10
und 11, Tabelle 2).}°°® Auch eine LEY-Oxidation mit Tetrapropylammoniumperruthenat
(TPAP) und N-Methyl-morpholin-N-oxid (NMO) ergab keinen Umsatz (Eintrag 8, Tabelle
2).110

105 C. Bonini, L. Chiummiento, M. Pullez, G. Solladié, F. Colobert J. Org. Chem. 2004,
69, 5015-5022.

106 K. C. Nicolaou, R. A. Daines, J. Uenishi, W. S. Li, D. P. Papahathis, T. K.
Chakraborty J. Am. Chem. Soc. 1988, 110, 4672-4685.

107 GLENMARK PHARMACEUTICALS LIMITED, Patent: W02008/59519 A2, 2008;
Location in patent: Page/Page column 12; 18; 23 ;

18 A, M. Szpilman, D. M. Cereghetti, N. R. Wurtz, J. M. Manthorpe, E. M. Carreira
Angew. Chem. Int. Ed. 2008, 47, 43335-43338.

109 1) M. Sato, S. Takeuchi, M. Ishibashi, J. Kobayashi Tetrahedron 1998, 54, 4819-4826;
2) J. Kobayashi, M. Yonezawa, S. Takeuchi, M. Ishibashi Heterocycles 1998, 49, 39-
42.

110 WARNER-LAMBERT COMPANY LLC; Patent: W0O2005/56004 A1, 2005 ; Location
in patent: Page/Page column 52; 145-146.
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A)
¥ A
o 0" o
N A =
PMBO/MO + N /,S\W ””””” ~  PMBO NS
Ph 00 171
169 170
5 \ BS
0 o
/\/‘\/‘\S\S//O Nlth + o~ AN e > 1 AN
PMBO : W PMBO
N 171
172 =N 173

Schema 29: Alternative Vorlaufer 169 und 172 fur die JuLia-Kocienski-Olefinierung. Zwischen den Beispielen A und B
wurden die Funktionalititen des Aldehyds und des Sulfons getauscht.

An dieser Stelle der Synthese wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit nach Alternativen
gesucht, um den fur die JuLiA-KocleNskI-Olefinierung benotigten Vorlaufer herzustellen. Im
Folgenden sollten die Funktionalitaten in der JULIA-KOCIENKSI-Reaktion getauscht werden,
wodurch anstelle des Aldehyds das Sulfon gebildet werden sollte (Schema 29). Zum einen
wurde hierzu eine Epoxidoffnung (Abschnitt 9.1.5) und zum anderen eine lodsubstitution
(Abschnitt 9.1.6) angedacht.

9.1.5 Epoxidoffnung

Der bendtigte Vorlaufer fir die JuLiA-KociInski-Olefinierung sollte  durch eine
Epoxidoffnung an Substrat 159 mit 1-Phenyl-1H-tetrazol-5-thiol (PTSH) gefolgt von einer
Acetonidschutzung hergestellt werden

JuLIA-KOCIENSKI-Olefinierung

o7 0 0”70 0 0 Ph OH

X (0]
= = /\/v\/‘\>g\w / — /M
PMBO PMBO ‘S\(N\ PMBO
171 PN 159
174 N
Epoxid6ffnung

Schema 30: Alternative Synthese des Ambruticin-Vorlaufermolekiils.

Zuvor synthetisiertes Epoxid 159 wurde mit PTSH 176 sowohl unter Verwendung einer Base
als auch ohne Base umgesetzt. Eine massenspektrometrische und NMR-spektroskopische
Analyse der Reaktion zeigte ausschliellich die Zersetzung des Startmaterials beziehungsweise

im Fall ohne Base keinen Umsatz (Schema 31).
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OH OH Ph
SN,

\W ,N

175 N-N'

Schema 31: Reaktionsbedingungen der Epoxidéffnung. a) NaH, 176, CH2Cl2, RT, 16 h; b) 176, CH2Cl2, RT, 16 h.

9.1.6 lodsubstitution
Alternativ zum Ansatz der Epoxidéffnung mit PTSH sollte priméres lodid 158 in das Sulfon
178 Uberfiihrt werden (Schema 32).

(0} (0] (e}
1
S — /\/'\/'\/I
PMBOW/ — PMBOM \WN\N PMBO
177 } 178 PON-pN 158

JULIA-KOCIENSKI-Olefinierung lodsubstitution

Schema 32: Synthese des Ambruticin-Vorlaufermolekdils.

Ausgehend von primarem lodid 158 (Synthese Abschnitt 9.1.2) wurde eine nukleophile
Substitution mit PTSH (176) unter basischen Bedingungen mit Triethylamin beziehungsweise
Natriumhydrid durchgefihrt (Eintrag 1 und 2, Tabelle 3). Nach gleichzeitiger Zugabe der
Reagentien wurden die Reaktionen mittels Dinnschichtchromatographie (DC) verfolgt und
zeigten schon nach kurzer Reaktionszeit eine Vielzahl von neuen Spots. Nach 16 Stunden
konnten nur Zersetzungsprodukte sowie das PTSH mittels H-NMR-spektroskopischer
Analyse detektiert werden. Da davon ausgegangen wurde, dass die Basen das Substrat
zersetzen, wurde die Base mit PTSH vorbehandelt. Im Anschluss wurde primares lodid 158
langsam zugegeben (Eintrag 3 und 4, Tabelle 3). Allerdings konnten auch bei dieser
Reaktionsdurchfiihrung nur Zersetzungsprodukte detektiert werden. Unter Verwendung der
Base Kaliumhydroxid (KOH) konnten ebenfalls nur Zersetzungsprodukte erhalten werden
(Eintrag 5, Tabelle 3). Wurde die Reaktion ohne Base durchgefiihrt, konnte kein Umsatz der

Startmaterialien detektiert werden (Eintrag 6, Tabelle 3).
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1 by
o~ o PTSH, Tabelle oo
/\/'\/k/l /\/k/'\/s
PMBO PMBO \(/NN
158 178 N=N

Tabelle 3: Reaktionsbedingungen fir die lodsubstitution.

Reagenzien Bedingungen Kommentar
1 EtsN, THF 16 h, RT Zersetzung
2 NaH, THF 16 h, RT Zersetzung
3 EtsN, THF 16 h, RT? Zersetzung
4 NaH, THF 16 h, RT? Zersetzung
5 KOH, EtOH 16 h, RT Zersetzung
6 ohne Base 16 h, RT kein Umsatz

a: Base in THF, 0 °C, PTSH in THF langsam dazu, 10 min bei 0 °C, dann lodid in THF, 16 h bei RT

Nachdem die lodidsubstitution sowie die Epoxidéffnung nicht zum Vorlaufersurrogat 140 der
Epoxidase AmbJ der Ambruticin-Polyketidsynthase fuhrten, wurde die Arbeit an der
geplanten enantioselektiven Syntheseroute an dieser Stelle beendet und eine neue

diastereoselektive Synthese durchgefihrt.

9.2 Diastereoselektive Syntheseroute

Ausgehend von Methylacetoacetat (181) sollte zun&chst eine nicht stereoselektiv verlaufende
Aldolreaktion durchgefihrt werden, deren Produkt in Diol 180 tberfuhrt werden sollte. Dazu
sollte Natriumborhydrid in Kombination mit Diethylmethoxyboran verwendet werden, das
ausschlieBlich die enantiomeren syn-Diole generieren sollte. Nach erfolgter Acetonidbildung
und Ozonolyse sollte eine JuLIA-KoCIENSKI-Olefinierung als Schlusselschritt zur Bildung von
Dien 140 durchgefiihrt werden. Die Syntheseroute sollte durch eine Entschiitzungssequenz
beendet werden. Produkt 140 wird durch diese Synthesestrategie als Enantiomerenpaar
erhalten (Schema 33).
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WiTTIG-Olefinierung )L Aldolreaktion
! OH OH O 0" o {OH OH O o o
P = o A AN, = == =
\T/4§y/§$/»\v/\\/J\OH . OMe N : OMe /JL\/H\OMe
140 , 179 180 181
' NaBH,4-Reduktion
Ozonolyse

Schema 33: Geplante diastereoselektive Syntheseroute.

9.2.1 Aldolreaktion

Die Aldolreaktion wurde zwischen Methylacetoacetat (181) und Crotonaldehyd durchgefihrt.
Dazu mussten Reaktionsbedingungen gewahlt werden, die eine Reaktion an der acideren
a-Position der Esterfunktion verhindern. In der Literatur ist die kombinierte Verwendung der
beiden Basen Natriumhydrid und n-Butyllithium fir diesen Typ von Aldolreaktionen
beschrieben.

O O OH O O
8 //«\v/i\v/ﬂ\v/ﬂ\

)J\/U\OMe - X OMe
181 182

Schema 34: Synthese von Aldolprodukt 182. a) i) NaH, THF, 0 °C, 30 min, ii) nBuLi, THF, 0 °C, 10 min, iii)
Crotonaldehyd, 0°C, 10 min, 87%; oder a) i) NaH, THF, 0 °C, 30 min, ii) nBuLi, THF, -78 °C, 30 min, iii) Crotonaldehyd,
THF, -78 °C, 4 h, 99%.

Zunachst wurde die Reaktion unter Verwendung von Natriumhydrid und n-Butyllithium nach
einer Vorschrift von BLAKE et al. durchgefiihrt.!!* Dabei konnte kein Produkt detektiert
werden, sodass die Reaktionsbedingungen geéndert wurden. Eine Verkirzung der
Reaktionszeit mit gleichzeitiger Erhéhung der Temperatur beziehungsweise eine
Verladngerung der Reaktionszeit mit gleichzeitiger Erniedrigung der Temperatur ergaben das
Aldolprodukt in sehr guten Ausbeuten (87% beziehungsweise 99%, Schema 34).

9.2.2 Natriumborhydridreduktion und Ozonolyse
Das Aldolprodukt sollte im ndchsten Schritt in syn-Diol 180 uberfiihrt werden. Dazu wurde

Natriumborhydrid mit der Lewis-Sdure Diethylmethoxyboran verwendet, da durch diese

11 p_A. Clarke, W. H. C. Martin, J. M. Hargreaves, C. Wilson, A. J. Blake Org. Biomol.
Chem., 2005, 3, 3551-3563.
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Reaktionsbedingungen selektiv syn-Diole generiert werden.®” Firr die entsprechenden

anti-Diole wiirde Tetrabutylammoniumborhydrid eingesetzt werden.!!2

syn-Diol 180 konnte nach einer Vorschrift von COLOBERT et al. als Enantiomerengemisch in
quantitativer Ausbeute erhalten werden (Schema 35).113

OH O O OH OH O
a //«\v/i\v/i\v/ﬂ\

/WJ\/U\OMG —_— AN OMe
182 180

Schema 35: Synthese von syn-Diol 180. a) NaBHa, Diethylmethoxyboran, THF/MeOH (4:1), -78 °C, 5 h, quant.

Im Anschluss an die Reduktion sollte Diol 180 als Acetonid geschutzt werden. Hierfiir wurde
Camphersulfonséure als Katalysator und 2,2-Dimethoxypropan eingesetzt. Acetonid 183

konnte in guter Ausbeute (58%, Schema 36) erhalten werden.

OH OH O )A

/\/\/-\)J\ a Q Q 7
o~ OMe — > /\/:\/:\)J\
X OMe
180 183

Schema 36: Synthese von Methylester 183. a) CSA, 2,2-Dimethoxypropan, Aceton, RT, 16 h, 58%.1%

Die RYcHNOVsKY-Acetonid-Methode (siehe Abschnitt 9.1.4) bestatigte, dass ein syn-1,3-Diol
vorlag.® In Abbildung 76 sind die entsprechenden 3C-NMR-Verschiebungen aufgefiinrt.

19.79

'Y My J\/‘ 98.88
070 o _ NX—o
== (o)

30.17

(e}
MeO

Abbildung 76: Acetonid-Methode von Methylester 183 mit den entsprechenden Verschiebungen (in ppm) des *C-NMR-
Spektrums.

Das Acetonid-geschutzte syn-1,3-Diol 183 wurde durch Ozonolyse mit quantitativem Umsatz
in Aldehyd 179 Gberfuhrt (Schema 37).

112 A Fettes, E. M. Carreira Angew. Chem. Int. Ed. 2002, 41, 4098-4101.
13 G. Solladié, L. Gressot, F. Colobert Eur. J. Org. Chem. 2000, 357-362.
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o0 o s o0 o
O\/:\/\)J\

/‘\y/\\/A\/J\OMe = OMe
183 179

Schema 37: Synthese von Aldehyd 179. a) Ozon, CH2Clz, -78 °C, 20 min, quantitativ.

9.2.3 JuLlAa-KocIENsKI-Olefinierung

Der Schlusselschritt der Syntheseroute sollte eine JuLiA-KocIENsKI-Olefinierung sein. Dabei
handelt es sich um eine Methode, bei der durch Reaktion von Aldehyden mit Sulfonen unter
basischen Reaktionsbedingungen Alkene mit hoher E-Selektivitat gebildet werden. In der
vorliegenden Arbeit sollte die Olefinierung die Synthese verschiedener Derivate des
Substrates ermdglichen, da unterschiedliche Reste durch das Sulfon in das Molekil

eingebracht werden kdénnen.

Der Mechanismus der JuLlA-KocieENsKI-Olefinierung beginnt mit der basenkatalysierten
Deprotonierung des a-Protons des Sulfons (Abbildung 77, A). Die generierte negative
Ladung greift im Anschluss die Aldehydfunktion des Substrates an, wodurch Spiroverbindung
187 gebildet wird, die im Zuge einer SMILES-Umlagerung das E-konfigurierte Alken freisetzt.
Der Mechanismus verlauft Gber einen Ubergangszustand,''* in dem das Gegenion der
eingesetzten Base die E/Z-Selektivitat der Olefinierung beeinflusst. Grofie Gegenionen
(beispielsweise Kaliumionen) filhren zu einem offenen Ubergangszustand und somit zu einer
E-Konfiguration, wohingegen kleine Gegenionen (beispielsweise Lithiumionen) zu einem
chelatisierten Ubergangszustand und damit zu einer Z-Konfiguration fiihren (siehe Abbildung
77, B).

114 .. Li Name Reactions, Springer Verlag Berlin Heidelberg, 2003,2006, S. 321 f.
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Abbildung 77: Mechanistische Einblicke in die JuLia-Kocienski-Olefinierung. A) Mechanismus der JULIA-KOCIENSKI-
Olefinierung. B) Mdgliche Ubergangszustande. s

Das fir die JuLlA-KocIENsKI-Reaktion bendtigte Sulfon 170 wurde ausgehend von
kommerziell erhéltlichem Methyl-(E)-4-methylpent-2-enoat (194) Uber vier Stufen
hergestellt. Dazu wurde Methylester 194 zundchst in einer DiBAL-Reduktion zum
korrespondierenden Alkohol 195 umgesetzt (82%, Schema 38).11® Dieser wurde im Anschluss

unter Verwendung von N-Bromsuccinimid (NBS) in Bromid 196 tberfiihrt (50%, Schema

115 1) J. B. Baudin, G. Hareau, S. A. Julia, O. Ruel Tetrahedron Lett. 1991, 32, 1175-
1178; 2) P. J. Kocienski, A. Bell, P. R. Blakemore Synlett 2000, 365-366; 3) I. P.
Sanchez, E. Turos Tetrahedron 2009, 20, 1646-1660; 4) P. R. Blakemore J. Chem.
Soc. Perkin Trans. 1, 2002, 2563-2585.

116 E. Piers, G. L. Jung, E. H. Ruediger Can. J. Chem. 1987, 65, 670-682.
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38), das zur Herstellung von Sulfid 197 bendtigt wurde (65%, Schema 38). Mit Hilfe von
mCPBA wurde 197 abschlieRend zum Sulfon 170 oxidiert (60%, Schema 38).1’

0
NO/ _a WOH _b WBr
1 5 196

94 19

Ph
Ny N=-N
c ;) d N’
— NWQ¢L\S/A\<¢Q\T// — > \Nﬁl\s’”\<77\1//
17y
(o)
197 © = 170

Schema 38: Synthese von Sulfon 170. a) DiBAL-H, CH2Clz, -78 °C, 1 h, 82%, b) NBS, MezS, CHzClz, 0 °C, 2 h, RT, 2 h,
50%, c) i) NaH, DMF, 0 °C, ii) PTSH, DMF, 0 °C — RT, 10 min, ii) 196, DMF, RT, 16 h, 65%, d) mCPBA, NaHCOs,
CHClz, RT, 24 h, 60%.17

In der vorliegenden Arbeit sollte eine E-konfigurierte Doppelbindung ausgehend von Aldehyd
179 und Sulfon 170 hergestellt werden. Um die E-Selektivitat der Reaktion zu beeinflussen
wurden Kaliumhexamethyldisilazid (KHMDS) als Base und Tetrahydrofuran (THF) als
polares Losungsmittel gewahlt. Unter diesen Reaktionsbedingungen wurde ein Olefinierungs-
produkt erhalten. Allerdings zeigte die NMR-spektroskopische Analyse des Rohproduktes
eine Vielzahl verschiedener Doppelbindungssignale, die die Bildung von Nebenprodukten
nahelegen. Auch die zusétzliche Verwendung des Kronenethers 18-Krone-6, der das Kalium-
lon komplexieren sollte, um eine Reaktion der Sulfone untereinander auszuschlieRen,
erbrachte keine Verbesserung des Umsatzes zum gewiinschten Produkt. So waren weiterhin
acht anstelle von vier Protonensignalen im olefinischen Bereich des NMR-Spektrums zu
sehen. S&ulenchromatographie an Silicagel sowie eine préparative HPLC ergaben ebenfalls
keine signifikante Verbesserung der Reinheit, sodass an dieser Stelle beschlossen wurde eine

andere Olefinierungsmethode durchzufuhren.

A A

070 o a 070 o
O\/:\/:\)J\ : :
179 198

Schema 39: Geplante Synthese von JuLiA-KoclenskI-Produkt 198. a) Sulfon 170, KHMDS, THF, -78 °C, 30 min, 0 °C, 1 h.

17 J.P. Kennedy, C. W. Lindsley Tetrahedron Lett. 2010, 51, 2493-2496.
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9.24 WITTIG-Olefinierung
An Stelle der JuLlA-KoclEnskI-Olefinierung sollte eine  WITTIG-Olefinierung als
Schlisselschritt der Synthese des AmbJ-Vorlaufersurrogates durchgefihrt werden.

Eine WITTIG-Reaktion ist eine C-C-Verknipfungsreaktion zwischen einer Carbonyl-
verbindung (Aldehyd oder Keton) und einem Phosphorylid, bei der Olefine gebildet werden.
Die Reaktion verlduft je nach Wahl der eingesetzten Phosphorylide diastereoselektiv zu einer
E- oder Z-konfigurierten Doppelbindung. Hierbei ergeben resonanzstabilisierte Ylide
vorwiegend eine E-Konfiguration und nicht stabilisierte Ylide vorwiegend eine
Z-Konfiguration (siehe Abbildung 78). Der Mechanismus der Olefinierung verlauft tiber eine

viergliedrige Zwischenstufe, das Oxaphosphetan 201 (Abbildung 78).

A)
R I 5 s 0
P ®® 2 Ph3P (0] Ph3P_O n + NN R2
[R PPhs == r"pph, | — ) 7 Ppn, RO
Yien 199 Viid R 200R2 R 201R2 202 E-189
B)

®
YVPPhS . PPhs
b1

Stabilisiertes Ylid 203 Nicht stabilisiertes Ylid 204

0 0 @ 8
EtoJ\7PPh3 EtoJ\e/ : s PPh;

EtO

Abbildung 78: Informationen zur WiTTIG-Olefinierung. A) Allgemeiner Mechanismus der WiTTiG-Reaktion. B) Beispiele
fur stabilisierte und nicht stabilisierte Ylide.!1®

In der vorliegenden Arbeit sollte die WiTTIG-Olefinierung zwischen Aldehyd 179 und dem
Phosphoniumsalz 205 verwirklicht werden (Abbildung 79). Da eine E-konfigurierte
Doppelbindung hergestellt werden sollte, wurde eine Variante der WITTIG-Reaktion, die

SCHLOSSER-WITTIG-Olefinierung, durchgefihrt.

@ o
prhs Br

205

Abbildung 79: Struktur des benétigten WiTTIG-Salzes.

118 G. Wittig, G. Geissler Liebigs Ann. Chem. 1953, 580, 44-57.
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Bei der ScHLOSSER-Variante werden zusétzlich Lithiumsalze verwendet, durch die selektiv
E-konfigurierte Olefine erzeugt werden kdnnen. Aus den zundchst gebildeten cis- und trans-
Oxaphosphetanen 207 wird unter Verwendung von Phenyllithium das Carbanion 209
gebildet, das durch Protonierung selektiv zum trans-Addukt 210 Uberfuhrt wird. Addukt 210
wird im Anschluss, wie in der konventionellen WITTIG-Reaktion (siehe Abbildung 78, A),

zum E-konfigurierten Olefin prozessiert (Abbildung 80).

(0] o o

J oo @ X"® o | ®
2 _ ) [ ) Li S
R19\§Ph R PhsP=O  LiX  ppp o Li PhLi_  Php O BuOH php O —_ RN R
8 R? R? 1 o2 10 g2 Y
cis und trans cis und trans 209 trans
207 208 210

Abbildung 80: Mechanismus der ScHLOssER-Modifikation der WiTTIG-Reaktion.

In der vorliegenden Arbeit wurde fiir die Synthese von 198 SCHLOSSER-WITTIG-Bedingungen
unter Verwendung von nBuLi gewdhlt, die ausschliel3lich die E-konfigurierte Doppelbindung
lieferten. Das Olefinierungsprodukt 198 konnte in moderater Ausbeute (40%, Schema 40)

erhalten werden.

X X

o o o o o o

H = a H =
NS OMe Y\/\/\/\)J\OMe
179 198
@ ©
‘ \\r/Q§V/A\PPh3 Br |
205

Schema 40: Synthese von Olefinierungsprodukt 198. a) nBuLi, 205, THF, -78 °C — RT, 16 h, 40%.

Das verwendete Phosphoniumsalz 205 wurde zuvor ausgehend von kommerziell erhéltlichem
Methyl-(E)-4-methylpent-2-enoat (194) Uber drei Stufen synthetisiert. Dazu wurde zunéchst
eine DiBAL-Reduktion zu primérem Alkohol 195 durchgefiihrt, der in Bromid 196 Uberfihrt
wurde. Das Phosphoniumsalz wurde durch die Reaktion von 196 mit Triphenylphosphin
(PPh3) in guter Ausbeute erhalten (59%, Schema 41).
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e
O ® r
\7/”§§/ﬂ\om —ji—>'\\r/§§//\OH P \7//§§/”\Br —° > \W//§§/A\PPh3
e
194 195 196 205

Schema 41: Synthese von WITTIG-Salz 205. a) DiBAL-H, CH2Clz, -78 °C, 1 h, 82%, b) NBS, Me:S, CH:Cl, 0 °C, 2 h, RT,
2 h, 50%, c) PPhs, Toluol, 100 °C, 16 h, 59%.

9.2.5 Schlusssequenz der Synthese

Den Abschluss der Syntheseroute sollte eine globale Entschiitzung darstellen. Hierzu sollte
zunéchst das Acetonid gespalten werden, um Diol 211 freizusetzen und im Anschluss sollte
der Methylester verseift werden, um die freie Séure zu generieren. Bei dieser Reaktionsfolge
musste auf saure Bedingungen verzichtet werden, da das Substrat sdurekatalysiert ein

sechsgliedriges Lakton bilden kann.

Das Acetonid wurde durch Pyridinium p-toluolsulfonat (PPTS) unter sehr milden
Bedingungen gespalten, sodass Diol 211 mit quantitativem Umsatz erhalten wurde (Schema
42). Auf eine Reinigung auf dieser Stufe wurde ebenfalls auf Grund der beflrchteten

Laktonbildung verzichtet und das Rohprodukt direkt in der nachsten Stufe eingesetzt.

o0 o0 OH OH O

: a g
S OMe SN OMe
198 211

Schema 42: Synthese von Diol 211. a) PPTS, MeOH, RT, 16 h, 22% (ber zwei Stufen.

Im Anschluss wurde der Methylester durch Behandlung mit Natronlauge gespalten. Die
Reaktion verlief mit vollstandigem Umsatz. Allerdings erwies sich die Reinigung von Sdure
140 auf Grund der Polaritat der Verbindung sowie deren Saurelabilitat, als problematisch und
konnte nicht durch saulenchromatographische Reinigung an Silicagel realisiert werden. Durch
semi-préparative Umkehrphasen-HPLC konnte Sdure 140 in moderater Ausbeute isoliert

werden (22% uber zwei Stufen, Schema 43).

OH OH O OH OH O

—8

TN OMe TN OH
211 140

Schema 43: Synthese von Sdure 140. a) NaOH (1M), EtOH, RT, 22% Uber zwei Stufen.
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9.3 Klonierung des Epoxidasegens ambJ

Die flavinabhangige Epoxidase AmbJ flhrt den Schlusselschritt des biosynthetischen
Endspiels der Ambruticin-Biosynthese durch, weshalb diese zunéchst charakterisiert werden
sollte. Ziel ist es, diese Epoxidase heterolog in E. coli zu produzieren und im Anschluss in

Enzymaktivitétstests mit realistischen Vorlaufersurrogaten einzusetzen.

Hdel

KanR

ambhJ_pMK
3709 bp

AmhbJ

Col E1 Origin

Abbildung 81: Vereinfachte VVektorkarte des synthetischen Gens ambJ_pMK.

Zu diesem Zweck wurde das fur eine Expression in E. coli sequenzoptimierte ambJ im
Klonierungsvektor pMK von der Firma LIFE TECHNOLOGIES bezogen (Abbildung 81).
Zundchst sollte dieses Gen in verschiedene Expressionsvektoren eingebracht werden. Zum
einen sollten daflr die Vektoren pET28a(+)- und pCold-1 verwendet werden. Hierflir wurden
die Schnittstellen EcoRl (3"-Ende) und Ndel (5°-Ende) fur das synthetische Gen ambJ
gewahlt, um N-terminal Hise-getaggte Fusionsproteine produzieren zu kénnen. Zum anderen
sollten die Vektoren pET20b(+), pET32a(+), pGEX-4T-3 und pGEX-6P-1 verwendet werden,
die Hiss-, Trx- oder GST-getaggte Fusionsproteine ermdglichen. Die bendtigten Schnittstellen
Xhol (3°-Ende) und EcoRI (5-Ende) wurden mit Hilfe von entsprechenden Primern
angepasst. Auflerdem wurde fur den pET20b(+)-Vektor ein Riickwartsprimer ohne Stopcodon
entwickelt, um das Gen mit und ohne C-terminalen Hise-Tag exprimieren zu konnen.
Primerpaare wurden von der Firma SIGMA-ALDRICH bezogen (Die Primersequenzen sind in
Kapitel 12.6 dargestellt).

Fur die Vervielfaltigung von ambJ wurden parallel mehrere PCR-Programme mit
unterschiedlichen Annealing-Temperaturen im Bereich von 69 °C 5 °C durchgefihrt. Die

anschlieBende Agarosegelelektrophorese zeigte, dass das gewinschte, 1.4 kbp lange
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Amplifikat bei unterschiedlichen Annealing-Temperaturen gebildet wurde. Allerdings traten
bei Temperaturen von 64 - 67 °C unspezifische DNA-Fragmente unter 1 kb auf. Dieses
Phanomen kann beobachtet werden, wenn die Primer ein “Self-Annealing” durchfiihren. Die
besten Amplifizierungsergebnisse konnten ohne Stopcodon bei einer Annealing-Temperatur
von 69.5 beziehungsweise 70.6 °C und im Falle des Rickwartsprimers mit Stop-Codon bei
67.4 beziehungsweise 68.5 °C erzielt werden (Abbildung 82).

Temperaturen / °C

A) M 64.1 64.7 65.3 66.3 67.468.5 69.5 706 71.8 728 736739 L M

1500
1000

Temperaturen / °C
B) M L 641 647 L 653663674 685695 706 71.8 728 73.6 739 L M

1500
1000

Abbildung 82: Gradienten-PCR von ambJ zur Einfihrung neuer Schnittstellen; A) ambJ_ohne Stopcodon, B) ambJ_mit
Stopcodon, C) mitgefiihrte Wasserkontrolle, M: DNA-GroRenstandard GeneRuler 1 kb DNA Ladder (FERMENTAS), L: leere
Tasche. GroRe von ambJ: 1431 bp.

Nachdem ein praparatives Agarosegel angefertigt wurde, wurde die DNA aus dem Gel
extrahiert und gereinigt. Die so erhaltenen DNA-Fragmente wiesen durch die Verwendung
der Phusion Polymerase glatte Enden auf und wurden direkt in den Klonierungsvektor
pJETL1.2 ligiert. Dieser wurde als bereits geschnittener Vektor mit ebenfalls glatten Enden von
der Firma THERMO SCIENTIFIC bezogen.

Der Ligationsansatz wurde bei Raumtemperatur inkubiert. Anschliefend wurden chemisch
kompetente E. coli Top10® Zellen direkt durch Zugabe des Ligationsansatzes transformiert.
Der Transformationsansatz wurde im Anschluss unter Selektionsdruck auf LB-Medium
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ausplattiert. Nach erfolgter Kultivierung wurde die Reinigung und Isolierung der Plasmid-
DNA per alkalischer Lyse durchgefihrt.

ecod7IR
MCS

AmpR

ambJ_pJET 1.2
4374 bp

—

EcoRl Xhol
Stopcodon

rep (pMB 1)
ecod7IR

ecu% geschnittener Vektor
(glatte Enden)

AmpR

rep(pMB 1)

Abbildung 83: Strategie zur Ligation von ambJ.

Die im Anschluss durchgeflihrte Testrestriktion der pJET1.2-Konstrukte mit den Restriktions-
enzymen EcoRI und Xhol zeigt nach erfolgter Agarose-Gelelektrophorese zwei Banden, deren
Laufverhalten in Ubereinstimmung mit einer GréRe von 1431 bp fiir ambJ und 2974 bp fiir
den pJET1.2-Vektor war (Abbildung 84).

ambJ-SC ambJ+SC

Abbildung 84: Testrestriktion der ambJ_pJET1.2-Konstrukte, M: DNA-GroRenstandard GeneRuler 1 kb DNA Ladder
(FERMENTAS), SC: Stopcodon. GrolRe von ambJ: 1431 bp. GréRe von pJET1.2: 2974 bp.
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Die pJET1.2-Konstrukte sowie die Expressionsvektoren pET28a(+), pET20b(+), pET32a(+),
PGEX-4T-3 und pGEX-6P-1 wurden mit den Restriktionsenzymen EcoRI und Xhol verdaut.
Des Weiteren wurden das synthetische Gen ambJ und der Kélteschock-Expressionsvektors
pCold-I mit den Restriktionsenzymen Ndel und EcoRI verdaut. Die erhaltenen Fragmente
wurden mittels Agarosegelelektrophorese aufgetrennt und DNA-Fragmente aus dem Gel
extrahiert. Das Laufverhalten der entsprechenden Banden stimmte mit den zu erwartenden
GroRen von ambJ sowie des Expressionsvektors tberein (siehe Tabelle 4).

Tabelle 4: GroRe der verwendeten Expressionsvektoren.

Vektorbezeichnung Vektorgrofe
pET28a(+) 5396 bp
PET20b(+) 3716 bp
pET32a(+) 3900 bp
pGEX-4T-3 4968 bp
pGEX-6P-1 4984 bp
pCold-I 4407 bp

Nach der erfolgreichen Restriktion erfolgte die Ligation von ambJ mit dem linearisierten
Expressionsvektoren pET28a(+), pET20b(+), pET32a(+), pGEX-4T-3, pGEX-6P-1 sowie
pCold-I, gefolgt von der Transformation kompetenter E. coli TOP10®-Zellen mit dem
Ligationsansatz. Nachdem der Transformationsansatz auf Kanamycin- beziehungsweise
Carbenicilin-haltigen LB-Agarplatten ausplattiert wurde, wurden Flussigkulturen inokuliert
und tber Nacht inkubiert. Aus diesen wurden die rekombinanten Plasmide mittels alkalischer
Lyse isoliert und gereinigt. Um die Ligation zu Uberpriifen wurde ein Restriktionsverdau
(Pipettierschema siehe Kapitel 12.8.4) mit den Restriktionsendonukleasen EcoRI und Xhol
beziehungsweise Ndel und EcoRI durchgefuhrt und mit gelelektrophoretischer Auftrennung

uberpraft.

Abbildung 85 zeigt die gelelektrophoretische Auftrennung der Restriktionsansatze der
pET28a(+)-Konstrukte. Fur die Ligation wurde ambJ sowohl mit als auch ohne Stopcodon
verwendet, um Proteine mit einem und zwei Hise-Tags zu erhalten. Anhand des Agarosegeles
ist erkennbar, dass flr beide pET28a(+)-Konstrukte mehrere positive Klone erhalten wurden.
Die Grolie der Fragmente stimmt dabei mit den zu erwartenden Fragmenten von pET28a(+)
(5396 bp) und ambJ (1431 bp) Gberein.
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ambJ-SC ambJ+SC

M12 34567 89 10 11 M 12 13141516 1718 1920 21 22 M

Abbildung 85: Testrestriktion der ambJ_pET28a(+)-Konstrukte, M: DNA-GroRenstandard GeneRuler 1 kb Plus DNA
Ladder (FERMENTAS). GrdfRe von ambJ: 1431 bp, GrofRe von pET28a(+): 5396 bp.

Die Ergebnisse des Restriktionsverdaus der pET32a(+)-, pGEX-4T-3- sowie pGEX-6P-1-
Konstrukte sind in Abbildung 86 dargestellt. Fur die Ligation wurde ambJ mit Stopcodon mit
dem jeweiligen Vektor Gber Nacht bei Raumtemperatur inkubiert. Anhand der Auftrennung
mittels Agarosegelelektrophorese konnten positive Klone fur jedes Konstrukt ermittelt
werden. Die Grofle der Fragmente stimmt dabei mit den zu erwartenden Fragmenten von
pET32a(+) (5900 bp), pGEX-4T-3 (4968 bp), pGEX-6P-1 (4984 bp) und ambJ (1431 bp)
uberein.

pET32a(+) PGEX-4T-3 PGEX-6P-1

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 M 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 M 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30

Abbildung 86: Testrestriktion der ambJ-Konstrukte, M: DNA-GréRenstandard GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder
(FERMENTAS). GroRe der Vektoren und Gene: pET32a(+) (5900 bp), pGEX-4T-3 (4968 bp), pGEX-6P-1 (4984 bp), ambJ
(1431 bp).

Der pET20b(+)-Vektor wurde sowohl mit ambJ mit Stopcodon als auch mit ambJ ohne
Stopcodon ligiert, um Proteine mit beziehungsweise ohne Affinitats-Tag zu erhalten. Die
Ergebnisse des Restriktionsverdaus sind in Abbildung 87 dargestellt. Fir beide pET20b(+)-
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Konstrukte wurden positive Klone erhalten. Die GroRe der Fragmente stimmt dabei mit den
zu erwartenden Fragmenten von pET20b(+) (3716 bp) und ambJ (1431 bp) tberein.

ambJ+SC ambJ-SC

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 M 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 M

Abbildung 87: Testrestriktion der ambJ_pET20b(+)-Konstrukte, M: DNA-GréRenstandard GeneRuler 1 kb Plus DNA
Ladder (FERMENTAS). GrolRe von ambJ: 1431 bp. GréRRe von pET20b(+): 3716 bp.

Die Ligation von ambJ in den Kalteschockexpressionsvektor pCold-1 wurde auf zwei
verschiedene Weisen durchgefiihrt. Zum einen bei Raumtemperatur ber einen Zeitraum von
zwei Stunden und zum anderen bei 8 °C ber Nacht. Die Ligation Uber Nacht ergab keine
positiven Klone. Abbildung 88 zeigt, dass die Ligation bei Raumtemperatur zwei positive
Klone lieferte. Die Grofie der Fragmente stimmt dabei mit den zu erwartenden Fragmenten
von pCold-1 (4407 bp) und ambJ (1431 bp) Uberein.

8 °C, 16 h Raumtemperatur, 2 h

Abbildung 88: Testrestriktion der ambJ_pCold-I-Konstrukte, M: DNA-GroRenstandard GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder
(FERMENTAS). Grole von ambJ: 1431 bp. GréRRe von pCold-I: 4407 bp.
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Zur weiteren Uberpriifung der positiven Klone des ambJ_pCold-1-Konstruktes wurde eine
Kolonie-PCR durchgefuhrt. Dazu wurden Primer gewahlt, die sequenzspezifisch an den
pCold-I-Vektor binden. Die Sequenzen der von SIGMA ALDRICH bezogenen Primer sind in
Abschnitt 12.6 dargestellt.

M 42°C 44°C 46°C

5000 W

1500 .,-‘-'

e

Abbildung 89: Kolonie-PCR der ambJ_pCold-I-Konstrukte, M: DNA-GrdRenstandard GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder
(FERMENTAS).

Fur die Kolonie-PCR wurde ein PCR-Programm verwendet, in dem unterschiedliche
Annealing-Temperaturen von 44 °C £2 °C getestet wurden. Die anschlielende Agarose-
gelelektrophorese zeigte, dass das gewilinschte Amplifikat von etwa 1.5Kkb bei
unterschiedlichen Annealing-Temperaturen gebildet wurde (Abbildung 89). Die Kolonie-PCR

bestatigte somit, dass das Konstrukt ambJ_pCold-1 erfolgreich erhalten wurde.

Die erfolgreiche Insertion von ambJ in die Vektoren pET28a(+), pET20b(+), pET32a(+),
pGEX-4T-3, pGEX-6P-1 und pCold-1 wurde durch Sequenzierung bestatigt (Abbildung 90).
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Abbildung 90: Hergestellte Expressionskonstrukte von ambJ in unterschiedlichen Vektorsystemen.
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9.4 Expression des Epoxidasegens ambJ

Fur die Expressionsoptimierung des Epoxidasegens ambJ wurden verschiedene
Expressionskonstrukte direkt verglichen. Die Vektoren unterscheiden sich vor allem in der
Art der Affinitats-Tags in den resultierenden Fusionsproteinen und in der Natur des

Promotors.

Mit pET-Vektoren (Abbildung 91) transformierte Zellen des Stammes E. coli BL21(DE3)
stellen die erste Gruppe der verwendeten Expressionssysteme dar. Die mit diesen
rekombinant hergestellten Fusionsproteine weisen Hexahistidin (Hiss)-Tags am N-Terminus
auf. Mit einer Grol3e von 0.8 kDa handelt es sich dabei um einen der kleinsten Tags, der die
Aktivitdt von Proteinen haufig nicht wesentlich beeinflusst und daher nach erfolgter

Reinigung meist nicht abgespalten werden muss. Proteine, die einen Hise-Tag aufweisen,
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koénnen mittels immobilisierter Metall-lonen-Affinitatschromatographie (IMAC) an Nickel-

Cobalt- oder Kupfer-Nitrilotriessigsaure-Saulenmaterial gereinigt werden.

His Ta N
MCSEI (Xhol - Ndel) His Tag

His Tag f1 Origin - MCS (Xhol - Ndel)

T7 Promoter T7 Promoter
pET20b(+)

Vektor

3716 bp

f1 Origin

KanR

pET28a(+)
Vektor facl

5369 bp _—

His Tag
MSC (Xhol - EcoRl)

5ot S Tag
1 Origin His Tag

Trx Tag
T7 Promoter

AmpR

pET32a(+)
Vektor
5900 bp

lacl

Abbildung 91: Vereinfachte Vektorkarten der pET-Vektoren.

Der pET28a(+)-Vektor bietet die Mdglichkeit zur Fusion sowohl eines N- als auch eines C-
terminalen  Affinitats-Tags. Durch die Verwendung von ambJ mit Stopcodon
beziehungsweise von ambJ ohne Stopcodon werden zwei unterschiedliche Fusionsproteine
erhalten. Das eine trégt einen Affinitats-Tag lediglich am N-terminalen Ende und das andere
tragt diese an beiden moglichen Enden.

Der pET20b(+)-Vektor ermdglicht die Einbringung eines C-terminalen Hiss-Tags an das
Zielprotein. Je nachdem, ob das Stopcodon am 3"-Ende mit einkloniert wurde, kann dieser
Tag entweder mitexprimiert oder das Protein komplett ohne Tag erhalten werden. In letzterem
Fall ist keine Reinigung per Affinitdtschromatographie moéglich. Alternativ kann hier auf

andere Methoden wie die GroRenausschlusschromatographie zuriickgegriffen werden.

Seite | 114



Beschreibung und Diskussion der Ergebnisse

Der pET32a(+)-Vektor ermdglicht sowohl die Fusion eines C- beziehungsweise N-terminalen
Hiss-Tags als auch N-terminaler Thioredoxin (Trx)- und S-Protein (S)-Tags. In der
vorliegenden Arbeit wird auf Grund des eingebrachten Stopcodons am 3"-Ende der C-

terminale Hise-Tag nicht mit exprimiert.

Bei einem Trx-Tag handelt es sich um einen 12 kDa grofRen Ldslichkeits-Tag. Thioredoxin
selbst ist ein Kkleines Protein, das sehr gut l6slich ist und sich bevorzugt an cytoplasmatische
Zelladhasionsbereiche anlagert, wodurch es fusionierte Proteine durch ein einfaches
,.Einfrieren-Auftauen“-Protokoll in die lésliche Form bringt.!'® Der S-Tag ist ein Affinitats-
Tag, bei dem sich die starke Bindung zwischen dem N-terminalen S-Peptid (15 Aminosauren)
und dem S-Protein der RNAse A zu Nutze gemacht wird. Die beiden Tags missen nach

erfolgter Reinigung durch die Verwendung spezifischer Proteasen abgespalten werden.

tac Promoter tac Promoter

GST Tagy GST Tay

MSC (EcoRlI - Xhol) MSC (EcoRI - Xhol)

lacl lacl

pGEX-4T-3
Vektor

pGEX-6P-1
Vektor
4984 bp

AmpR

mez

Abbildung 92: Vereinfachte Vektorkarten der pGEX-Vektoren.

pBR32

Die zweite verwendete Gruppe an Expressionssystemen sind die pGEX-Vektoren, die die
Fusion eines Glutathion-S-transferase (GST)-Tags ermdglichen (Abbildung 92). Dieser bindet
an Glutathion und erfillt ebenfalls die Rolle eines Loslichkeits-Tags. Mit einer Grofze von
26 kDa ist dieser Tag einer der GroRten und muss nach erfolgter Reinigung durch Proteasen
vom Zielprotein abgespalten werden. Die Reinigung der Proteine wird durch eine
Affinitatschromatographie an immobilisiertem Glutathion durchgefihrt (Abbildung 93,
Abbildung 94).

118 A, Malhotra Methods Enzymol. 2009, 463, 239-258.
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HS
/\/\)(J)\ H COOH
HOOC™ ™ N ~
NH2 H oo

212

Abbildung 93: Struktur von Glutathion (212).

Der Unterschied zwischen dem pGEX-6P-1- und dem pGEX-4T-3-Vektor besteht
ausschlieBlich in der Natur der verwendeten Proteaseschnittstelle. Bei dem pGEX-6P-1-
Vektor ist eine N-terminal Schnittstelle fur die PreScission-Protease und bei dem pGEX-4T-
3-Vektor eine Proteaseschnittstelle fur Thrombin vorhanden.

GIutathion-S-transferase‘%

OMGIutathionNWW Glutathion-S-transferaseé)Q

l Glutathion
OMGIutathion

NVGIutathion-S-transferase Proteas,e
Glutathion

Abbildung 94: Prinzip der Affinitatschromatographie unter Verwendung eines GST-Tags.

OMGIutathion

Die dritte verwendete Vektorklasse ist pCold-I, bei dem es sich um einen
Kélteschockexpressionsvektor handelt. Zur Reinigung kann der N-terminale Hiss-Tag

verwendet werden (Abbildung 95).

cspA Promoter
His Tag
MSC (Ndel - Hindllly

lacl

f1 Origin

pBR322_origin

AmpR

Abbildung 95: Vereinfachte Vektorkarte des pCold I-Kalteschockvektors.
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Bei allen verwendeten Expressionsvektoren wird Isopropyl-f-D-thiogalactopyranosid (214,
IPTG) zur Induktion der Expression verwendet. IPTG ist ein Laktoseanalogon (Abbildung
96), das nicht abgebaut werden kann und den lac-Promoter dauerhaft aktiviert. Im Fall des

pCold-I-Vektors wird zusatzlich der cspA-Promoter durch einen Kaélteschock bei 4 °C

induziert.
CH,OH
OH
% CH,OH /4
CH,OH OH 8
OH
on © OH
OH
OH 213 214

Abbildung 96: Struktur von Laktose (213) und seinem Analogon Isopropyl-p-D-thiogalactopyranosid (214, IPTG).

Die Expressionsvektoren pET20b(+), pET32a(+), pGEX-4T-3, pGEX-6P-1 und pCold-I
weisen eine Ampicillin-Resistenz auf. Ampicillin (215) ist ein Antibiotikum, das eine Licht-
und Temperaturinstabilitat aufweist, sodass fir die biologischen Arbeiten oft das Struktur-
analogon Carbenicillin (216, Abbildung 97) bevorzugt wird. Der pET28a(+)-Vektor hat eine
Kanamycin-Resistenz. Allgemein werden Antibiotikaresistenzen als Selektionsmarker

verwendet.

NH, HO._O
H H
o Jh )< <
o : °© N
216

215 J—OH ~OH
o g

Abbildung 97:Struktur von Ampicillin (215) und seinem Strukturanalogon Carbenicillin (216).

Die Expression der Epoxidase soll in E. coli BL21 (DE3)-Zellen durchgefihrt werden.
Hierbei handelt es sich um einen modifizierten E. coli-Stamm, der speziell fiir die Herstellung
von rekombinanten Proteinen konstruiert wurde. Zwei wichtige Merkmale der BL21 (DE3)-
Zellen sind die Induzierbarkeit von Promotoren sowie passende Markergene. Die Markergene
ermoglichen, dass sich rekombinante RNA beziehungsweise Proteine im Medium anreichern

kdnnen, ohne dass deren Abbau eintritt.12°

120 https://www.lifetechnologies.com/order/catalog/product/C600003, 15.05.2015.
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Trotz der Optimierung der E. coli BL21 (DE3)-Zellen kénnen wahrend der Expression
Probleme auftreten, die vor allem mit der Loslichkeit der Proteine zusammenhangen. Auf
Grund von Fehlfaltungen bei der Translation kénnen Proteinaggregate (inclusion bodies)
ausgebildet werden, die bei der Zelllyse nicht in den l6slichen Teil tbergehen, sondern im
Zellpellet zuriickbleiben. Ein weiteres Problem ist, dass die fusionierten Tags, die zur
Reinigung bendtigt werden, in Folge der Fehlfaltungen innerhalb der Proteine liegen und
somit fir die Bindung an das S&dulenmaterial nicht zur Verfigung stehen. Um diese Probleme
zu umgehen, wurden die verschiedenen Expressionssysteme vergleichend fiir die heterologe
Expression eingesetzt. Die unterschiedlichen Affinitats-Tags konnen hierbei Einfluss auf die
Loslichkeit sowie die Reinigung der Fusionsproteine haben. Zusétzlich sollen Chaperone
koexprimiert werden, die unter der Kontrolle eines nicht durch IPTG induzierten Promotors

stehen und die Faltung der gebildeten rekombinanten Proteine positiv beeinflussen.

Abbildung 98: Vektorkarte des Chaperon tragenden Plasmids pG-KJES.

Fur die Koexpression der Chaperone wurde ein entsprechender Vektor, pG-KJES, verwendet,
auf dem funf unterschiedliche Chaperon-Gene codiert sind (Abbildung 98). Unter dem
Begriff Chaperon werden Proteine zusammengefasst, die die korrekte Faltung des
naszierenden Peptidrickrades unterstiitzen und eine Aggregation verhindern. Dabei treten sie
direkt in Konkurrenz mit Aggregationsvorgdngen und beeinflussen nicht-kovalente

Wechselwirkungen.
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Tabelle 5: Charakteristika von pG-KJE8.?

Plasmid Chaperone Promoter Induktor Resistenz
pG-KJE8 Dank-DnaJ-GrpE araB L-Arabinose Cm
GroES-GroEL Pzt-1 Tetracyclin

Fur die Expression des Epoxidasegens ambJ wurde zundchst eine Transformation chemisch-
kompetenter E. coli BL21 (DE3)-Zellen mit den rekombinanten Plasmiden ambJ_pET28a(+),
ambJ-SC_pET28a(+), ambJ_pET20b(+), ambJ-SC_pET20b(+), ambJ_pET32a(+),
ambJ_pGEX-4T-3, ambJ_pGEX-6P-1 und ambJ_pCold-I durchgefuhrt. Zusatzlich wurde
eine Tranformation pG-KJE8-enthaltender chemisch-kompetenter E. coli BL21 (DE3)-Zellen
mit dem Plasmid ambJ_pCold-1 durchgefuhrt. Zur Expression wurden 20 mL 2TY-Medium
mit einer Vorkultur auf eine ODsgs von 0.05 angeimpft und bei 37 °C und 160 rpm inkubiert.
Nachdem eine ODsgs von 0.5-0.8 erreicht wurde, wurde die Expression mit 0.1
beziehungsweise 0.4 mM IPTG induziert und Uber Nacht bei 16, 18 beziehungsweise 25 °C
und 160 rpm kultiviert. Im Anschluss wurden die Zellen geerntet und mit Hilfe von

Ultraschall beziehungsweise der FRENCH-PRESS aufgeschlossen.

121 Chaperone Plasmid Set, Product Manual, TaKaRa;

http://www.clontech.com/takara/DE/Products/Protein_Research/Protein_Folding_and_
Expression/ibcGetAttachment.jsp?cltemld=10211&fileld=6865609&sitex=10035:223
72:US, 15.05.2015.
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A) pET28a(+) PET20b(+) pET32a(+) B) pGEX-4T-3 pPGEX-6P-1
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Abbildung 99: SDS-Polyacrylamidgele (12%) der heterologen Expression von ambJ in E. coli BL21 (DE3) bei 25 °C. A)
1+2: ambJ_pCold+pG-KEJ8, 3+4: ambJ+Stop_pET28a(+), 5+6: ambJ pET32a(+); B) 1+2: ambJ_pGEX-4T-3, 3+4:
ambJ_pGEX-6P-1; C) 1+2: ambJ_pGEX-6P-1, 3+4: pGEX-6P-1 (Leervektor), 5+6: ambJ_pET32a(+); M: Protein-
GroRenstandard PageRuler™ Presatined Broad Range Protein Ladder (FERMENTAS), Theoretische Molekulargewichte der
Epoxidase-Fusionsproteine von ambJ: pET28a(+): 55 kDa, pET32a(+): 68 kDa, pGEX-4T-3/pGEX-6P-1: 79 kDa. pCold:
54 kDa, pET20b(+): 54 kDa.

Die Expressionen wurden im Anschluss mit Hilfe der SDS-PAGE analysiert. Dazu wurden
Proben des Lysates und des Pellets genommen und die Proteine ihrer GroRe nach aufgetrennt.
Hierbei zeigte sich, dass die Epoxidase AmbJ mit einer GrofRe von 53 kDa groRtenteils im
Zellpellet vorliegt. Nur ein geringer Anteil befindet sich im Lysat (Abbildung 99).

Nur im Falle des pGEX-6P-1-Systems (0.1 mM IPTG, 25 °C, 20 h, FRENCH-PRESS) wurde
das Protein komplett in der loslichen Fraktion erhalten (Abbildung 99, C) 1+2). Dieses
Ergebnis konnte allerdings nicht reproduziert werden. AulRerdem zeigte die Negativkontrolle,
dass bei 70 kDa ein Protein in der Basalexpression auftritt (Abbildung 99, C) 3+4).
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0.4 mM 0.1 mM
M 1 2 3 4 M
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70
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35

Abbildung 100: SDS-Polyacrylamidgel (12%) der heterologen Coexpression von ambJ und pG-KEJ8. 1+2: Induktion mit
0.4 mM IPTG, 3+4: Induktion mit 0.1 mM IPTG (1,3: Lysat, 2,4: Pellet), M: Protein-GréRenstandard PageRuler™
Presatined Broad Range Protein Ladder (FERMENTAS), Theoretisches Molekulargewicht der Epoxidase AmbJ: 54 kDa.

Bei der Wiederholung der Coexpression des Plasmids ambJ_pCold-1 mit pG-KJES8 in E. coli
BL21(DE3) bei einer Temperatur von 15 °C und unterschiedlichen IPTG-Konzentrationen
fand sich das Protein teilweise in der l6slichen Phase (Abbildung 100). Bei einer IPTG-
Konzentration von 0.4 mM wurde das beste Ergebnis erhalten (Abbildung 100, Bahn 1+2).

Die grofite Menge an rekombinantem Zielprotein wurde bei der Induktion mit 0.4 mM IPTG
und einem Kalteschock bei 4 °C erhalten.

9.5 Reinigung der Epoxidase AmbJ

Die Expression des Epoxidasegens als Fusionsprotein mit einem N-terminalen Hiss-Tag
ermoglicht es, das Protein per immobilisierter Metall-lonen-Affinitdtschromatographie
(IMAC) an einer stationdren Phase aus Nickel-Nitrilo-triessigsédure (Ni-NTA)-Saulenmaterial

zu reinigen.
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Abbildung 101: Prinzipien der Affinitatschromatographie. A) Ablauf der immobilisierten Metall-lonen-Affinitatschromato-
graphie (IMAC) an Nickel-Nitrilotriessig-sdure (Ni-NTA)-S&ulenmaterial. B) Struktur des sich bei der Metall-lonen-
Affinitatschromatographie ausbildenden Komplexes am Beispiel eines mit Ni>*-lonen beladenen Harzes.

Bei dieser Methode werden nach Anbindung unspezifisch gebundene Proteine ausgewaschen.
Im Anschluss wird das gebundene Zielprotein in mehreren Schritten von der Ni-NTA-Séule
eluiert (Abbildung 101). Imidazol eignet sich als Strukturanalogon von Histidin
ausgezeichnet, um in Konkurrenz mit dem Hise-Tag mit dem S&ulenmaterial zu

wechselwirken und den Hise-Tag zu verdrangen (Abbildung 102).

N (e}
N N

[N> </ | OH
H HN NH,

217 218

Abbildung 102: Strukturen von Imidazol (217) und Histidin (218).

Zur Analyse wurden die Proteine in den Wasch- und Elutionsfraktionen sowie im Durchlauf
mittels SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) ihrer GroRe nach aufgetrennt. Auf
dem SDS-Polyacrylamidgel (Abbildung 103) ist zu erkennen, dass das Zielprotein mit einer
GroRe von ca. 54 kDa im jeweils ersten Elutionsschritt (100 mM Imidazol) enthalten war.
Aullerdem befindet sich eine groRe Menge des Proteins im Durchlauf, sodass davon
ausgegangen werden kann, dass nicht die gesamte Proteinmenge an das Sdulenmaterial
gebunden hat. Fur eine schlechte Bindung an das S&ulenmaterial spricht ebenfalls, dass das

Protein bereits in den Waschfraktionen eluiert.
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P L D wWitw2 M E1 E2 E3

Abbildung 103: SDS-Polyacrylamidgel (15%) der Reinigung der Epoxidase AmbJ. M: Protein-GréRenstandard Color
Prestained Protein Standard Broad Range (11-245 kDa, NEw ENGLAND BioLABS); L: Lysat, P: Pellet, D: Durchfluss, W:
Waschschritte 1-2 (0 mM, 50 mM Imidazol), E: Elutionsschritte 1-3 (100 mM, 250 mM, 500 mM Imidazol). Theoretisches
Molekulargewicht der Epoxidase AmbJ: 54 kDa.

Fur die Enzymaktivitatstests wurde die erste Elutionsfraktion eingesetzt, die zunédchst per

Ultrafiltration konzentriert und deren Konzentration per BRADFORD-Test ermittelt wurde.

9.6 Enzymaktivitatstests mit der Epoxidase AmbJ

Ziel dieser Promotionsarbeit ist es, die Bildung des Tetrahydropyranringes in der Ambruticin-
Biosynthese aufzuklaren. Auf Grund von Sequenzhomologien zu anderen Epoxidasen wird
vorhergesagt, dass die Monooxygenase AmbJ zunéchst die Bildung eines Epoxids katalysiert.
Dieses wird entweder spontan oder enzymkatalysiert durch den nukleophilen Angriff einer
Hydroxygruppe in ein Tetrahydropyran umgewandelt. Fir die entsprechenden Enzymtests
von AmbJ wurde ein Vorlaufersurrogat synthetisch hergestellt sowie die Monooxygenase

AmbJ heterolog in E. coli produziert und durch Affinitatschromatographie gereinigt.
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Abbildung 104: Strukturen der mdglichen Kofaktoren von Monooxygenasen. Flavin-Mononukleotid (FMN, 219), Flavin-
Adenin-Dinukleotid (FAD, 220), p-Nicotinamid-Adenin-Dinucleotid-Phosphat (NADPH, 221), p-Nicotinamid-Adenin-
Dinucleotid (NADH, 222).

Amb]J ist eine flavinabhdngige Monooxgenase, wodurch ein Flavin-tragender Kofaktor (FAD
oder FMN, 219 oder 220) bendtigt wird. Da nicht bekannt ist, wie dieser Kofaktor regeneriert
wird, sollte in den Enzymreaktionen sowohl das s-Nicotinamid-Adenin-Dinucleotid-Phosphat
(NADPH, 221) als auch das pg-Nicotinamid-Adenin-Dinucleotid (NADH, 222) zugegeben
werden.

O OH OH
NP
HO s
O OH OH ©
AmbJ 143
NS - -
HO OH ?
140 NADH, NADPH, -
FAD OH
O
HO)J\\‘ (o) ’//Y
144

Abbildung 105: Geplante Enzymaktivitatstests mit der Epoxidase AmbJ. Gezeigt sind zum einen Substrat 140 und zum
anderen die zwei méglichen Produkte 143 und 144.

Als Substrat flr die Enzymaktivitatstests wurde Vorldaufer 140 eingesetzt. Es ist denkbar, dass
zwei Produkte aus der Reaktion hervorgehen. Zum einen Epoxid 143 und zum anderen
Tetrahydropyran 144 (Abbildung 105).

In Anlehnung an literaturbeschriebene Protokolle homologer Monooxygenasen wurde AmbJ
(Endkonzentration: 80 uM) mit Substrat 140 (Endkonzentration: 80 puM) sowie den
Kofaktoren NADPH, NADH und FAD (Endkonzentrationen; NADPH und NADH: 2 mM,
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FAD: 80 uM) bei unterschiedlichen Temperaturen (25-37 °C) (ber einen Zeitraum von 16 h
inkubiert. Die Proben wurden mit Essigsaureethylester extrahiert und mittels UPLC-MS-
Analyse ausgewertet. In Kontrollexperimenten wurden entweder Enzym oder Substrat 140 in

den Umsetzungen ausgelassen.
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Abbildung 106: UPLC-MS-Analyse der Referenzexperimente unter Auslassen einzelner Komponenten. A) Inkubation von
Substrat 140 unter den Testbedingungen ohne Enzym, B) Inkubation von AmbJ unter den Testbedingungen ohne Substrat. C)
Referenzlauf der synthetischen Verbindung 140. Griine Linie: Substrat 140 ([M-H]- = 227), blaue Linie: Produktmasse
(IM+Na]* = 267), rote Linie: 8-Lakton ([M+H]* = 211).

Die massenspektrometrische Analyse der durchgefiihrten Referenzexperimente zeigte, dass
das Substrat im Puffer unter den Testbedingungen stabil ist und keine spontane Zyklisierung
zum o-Lakton 223 stattfindet (Abbildung 106, A). Die Signale bei 3.64 und 3.85 min
entstammen dem verwendeten Losungsmittel und koénnen auch im Referenzlauf des
gereinigten, synthetischen Substrates gefunden werden (Abbildung 106, C). Weder durch die
Gegenwart von Kofaktoren oder andere Pufferbestandteile kam es zur spontanen Bildung von
Verbindungen mit einer dem epoxidierten Produkt identischen Masse (Abbildung 106, A und
B).
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Abbildung 107: Chromatogramm der durchgefiihrten Enzymtests mit der Epoxidase AmbJ. Griine Linie: Substrat 140
(IM-HJ- = 227), blaue Linie: Produktmasse ([M+Na]* = 267).

In den UPLC-MS Chromatogrammen der durchgefuhrten Enzymumsetzungen konnte ein

Signal fur Substrat 140 gefunden werden (siehe Abbildung 107; Retentionszeit: 2.64 min),

das mit der synthetischen Referenz lbereinstimmt (siehe Abbildung 106, C). Zusatzlich dazu

wurde ein Signal bei einer Retentionszeit von 3.8 min detektiert, das die gewinschte

Produktmasse besitzt. Allerdings wurde hier nur das Signal des Protonenadduktes und nicht

das Signal des Natriumadduktes gefunden. Dieses Signal ist im Referenzexperiment ohne
Enzym nicht vorhanden (Abbildung 106, A).
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Abbildung 108: Vergleich der *H-NMR-Spektren des Enzymaktivitatstests mit dem synthetischen Substrat. Griine Linie:
synthetisches Substrat 140, blaue Linie: Spektrum nach der Extraktion des Enzymaktivitétstests.
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Zur weiteren Analyse des auftretenden Signals bei einer Retentionszeit von 3.8 min wurde das
Experiment im semipraparativen Mafstab wiederholt. Hierzu wurde gereinigtes AmbJ
(Proteinkonzentration: 5 mg/mL) mit 5 mg Substrat 140 (Endkonzentration 10 mM) sowie
den Kofaktoren FAD, NADH und NADPH (Endkonzentrationen; FAD: 10 mM, NADH:
200 mM, NADPH: 200 mM) inkubiert und mit Essigsaureethylester extrahiert. Der Riickstand
wurde in deuteriertem Methanol aufgenommen und mittels Kernresonanzspektroskopie
analysiert. Hierbei zeigte sich keine signifikante Verédnderung der Doppelbindungsprotonen
zwischen 5.0 und 6.5 ppm (Abbildung 108), sodass davon ausgegangen werden muss, dass
keine Reaktion zu Epoxid 143 oder Pyran 144 stattgefunden hat. Ein mdgliches Problem
konnte die hohe Substratkonzentration gegenlber der eingesetzten Enzymmenge sein.
Hierdurch konnte eine Inhibierung stattgefunden haben.
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Abbildung 109: Chromatogramm der Umsetzung von Substrat 140 mit dem Lysat der Genexpression. A) Umsetzung des
Lysates der Genexpression mit dem Substrat 140. B) Umsetzung des Lysates einer mit dem pCold-I-Leervektor
transformierten E. coli BL21 (DE3)-Kultur mit 140. C) Umsetzung des denaturierten Enzyms mit 140. Griine Linie: Substrat
140 ([M-H] = 227), blaue Linie: Produktmasse ([M+Na]* = 267).

Um auszuschlielen, dass das Enzym bei der Reinigung mittels Affinitatschromatographie
nicht seine Aktivitat verliert, sollte das Lysat der Genexpression mit dem Substrat 140

inkubiert werden. Dabei wurden zwei verschiedene Vorgehensweisen gewahlt. Zum einen
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wurde nur das Lysat verwendet und zum anderen wurde das Lysat mit den Kofaktoren
NADPH, NADH und FAD (Endkonzentrationen; NADPH und NADH: 2 mM, FAD: 80 uM)
supplementiert. Durch eine Extraktion mit Essigsdureethylester und anschlieBender Analyse
per UPLC-MS konnte gezeigt werden, dass bei dem Experiment mit dem Lysat in
Kombination mit den Kofaktoren ein Signal bei einer Retentionszeit von 2.32 min auftritt, das
auf eine stattfindende Oxidation hindeutet (Abbildung 109, A). Zur Kontrolle wurden
Transformationen mit dem Lysat einer mit dem pCold-I-Leervektor transformierten E. coli
BL21 (DE3)-Kultur durchgefiihrt. Die UPLC-MS-Analyse zeigte, dass das Signal bei einer
Retentionszeit von 2.32 min mit der potentiellen Produktmasse hier ebenfalls auftritt
(Abbildung 109, B). Auch bei der Inkubation von Substrat 140 mit denaturiertem Enzym
(Denaturierung bei 90 °C fir 20 min) unter den Bedingungen der Enzymaktivitétstests trat ein
Signal bei 2.32 min auf (Abbildung 109, C), wodurch bestétigt wurde, dass die beobachtete

Oxidation unabhangig von der Gegenwart von AmbJ geschieht.

Um herauszufinden, durch welche Komponente der Reaktionsmischung das Signal bei der
Retentionszeit von 2.32 min verursacht wird, wurden Kontrollexperimente durchgefiihrt, bei
denen jeweils einzelne Komponente des Gesamtansatzes einzeln ausgelassen wurden
(Abbildung 110). Zu den in den UPLC-MS-Chromatogrammen A-J der Abbildung 110
auftretenden Signalen zahlt das Signal des Substrates bei einer Retentionszeit von 2.64 min.
Des Weiteren tritt ein Signal bei 2.32 min auf, dass die Produktmasse zeigt. Zusatzlich
werden Signale bei einer Retentionszeit von 1.43, 3.43 und 3.82 min gefunden, die aus dem
Hintergrund der Umsetzungen oder beeinflusst von den Kofaktoren auftreten.
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Abbildung 110: Enzymaktivitatstests und Kontrollexperimente mit der Epoxidase AmbJ unter Ausschluss jeweils einer
Komponente. A) Standardaktivitatstest mit Lysat, Substrat und Kofaktoren. B) Ohne Zusatz des Substrates. C) Ohne Zusatz
von NADH. D) Ohne Zusatz von NADPH. E) Ohne Zusatz von FAD. F) Mit denaturiertem Enzym. G) Ohne Zusatz des
Lysates. H) Auslassung aller Kofaktoren. I) Ohne Zusatz von DTT. J) Ohne Zusatz von DTT mit denaturiertem Enzym.
Grine Linie: Substrat 140 ([M-H]" = 227), blaue Linie: Produktmasse ([M+Na]* = 267).
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Das Signal bei 2.32 min kann in den meisten Umsetzungen nachgewiesen werden (Abbildung
110, A-F, 1-J). Bei drei Umsetzungen tritt dieses Signal allerdings nicht auf. Zum einen bei
der Testung ohne Zusatz von Lysat und zum anderen beim Test ohne Zusatz von Kofaktoren
(Abbildung 110, G und H). AulRerdem kann das Signal auch bei der Inkubation des Lysates
mit den Kofaktoren ohne zugegebenes Substrat detektiert werden. Besonders der letzte Test
zeigt, dass das Signal bei 2.32 min unabhangig vom Substrat auftritt (Abbildung 110, B).
Durch dieses Ergebnis wurde bestatigt, dass das entsprechende Signal aus -einer

Hintergrundreaktion der Kofaktoren mit dem Lysat entsteht.

Zusétzlich kann eine Aussage zu den restlichen Signalen getroffen werden. Das Signal bei
einer Retentionszeit von 3.43 min tritt bei fast allen Umsetzung auf. Nur bei Umsetzungen, in
denen kein NADPH zugegeben wurde, kann es nicht detektiert werden (Abbildung 110, D
und H). Diese Beobachtung zeigt, dass das Signal beeinflusst durch NADPH entsteht.

Die bisherigen Ergebnisse signalisieren, dass die Epoxidase mit dem bereitgestellten Substrat
140 keine Aktivitat zeigt. Dies kann zum einen daran liegen, dass eine Fehlfaltung des
Enzyms vorliegt oder dass das Enzym aus anderen Grunden nicht aktiv ist. Zum anderen ist es
denkbar, dass das Substrat, das ein vereinfachtes Analogon des tatséchlichen
Biosynthesevorlaufers der Epoxidase AmbJ darstellt, von diesem nicht erkannt wird. Fraglich
ist, welche Strukturmerkmale nétig sind, damit AmbJ das Substrat erkennt. Sowohl die
Cyclopropyl- als auch die Dihydropyran-Einheit des Ambruticins fehlen im eingesetzten
Substrat und kdénnten fur die Erkennung durch das Enzym benétigt werden. AuBerdem kann
nicht ausgeschlossen werden, dass das Vorlaufermolekil von AmbJ im Gegensatz zur
postulierten Biosynthese von JULIEN gebunden an die PKS vorliegt. Hierdurch misste
Substrat 140 als SNAC-Thioester eingesetzt werden, damit das Enzym das Substrat umsetzen

kann. Diese Fragestellungen sollen in nachfolgenden Arbeiten geklart werden.

9.7 Klonierung der Gene ambS, ambR, ambQ und ambN in pCold-I

Fur die Klonierung der Tailoring-Enzyme AmbS, AmbN, AmbR und AmbQ wurden die
synthetisch hergestellten, sequenzoptimierten Gene ambS_pMK, ambR_pMK, ambN_pMK,
ambQ _pMK (Vektorkarten im Anhang) und der Expressionsvektor pCold-1 mit den
Restriktionsenzymen EcoRI und Ndel beziehungsweise EcoRl und Hindlll (ambN) zur
Erzeugung homologer, kohésiver Enden geschnitten. Die Restriktionen wurden mittels
Agarosegelelektrophorese Uberprift und die geschnittenen DNA-Fragmente aus dem Gel
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extrahiert. Die GroRe der Fragmente stimmt dabei mit den zu erwartenden Fragmenten von
pCold-1 (4407 bp) und den amb-Genen (Tabelle 6) UGberein.

Tabelle 6: GroRe der verwendeten amb-Gene.

amb-Gen Grofe

ambJ 1431 bp
ambN 1641 bp
ambQ 1614 bp
ambR 1348 bp
ambS 1087 bp

Nach erfolgreichem Restriktionsverdau erfolgte die Ligation der amb-Gene in den
linearisierten Expressionsvektor pCold-I, gefolgt von der Transformation kompetenter E. coli
TOP10®-Zellen mit den Ligationsansitzen. Nach Ausplattieren des Transformationsansatzes
auf Carbenicilin-haltigen LB-Agarplatten wurden Flissigkulturen mit Positivklonen inokuliert
und tber Nacht inkubiert. Aus diesen wurden die rekombinanten Plasmide mittels alkalischer
Lyse isoliert und gereinigt. Um den Erfolg der Ligation zu Uberprifen, wurde ein
Restriktionsverdau (Pipettierschema siehe Kapitel 12.8.4) mit den Restriktionsendonukleasen
EcoRl und Hindlll beziehungsweise EcoRl und Ndel durchgefihrt und mit Hilfe einer
gelelektrophoretischen Auftrennung tberpruft.

ambJ

ambN ambN, 8°C 8°C RT ambQ, RT ambR, RT ambS, RT
M 1 23 4M5 67 8 9 M10 11 1213 14 15 M 16 17 18 19 M 20 21 22 23 M 24 25 26 27 M

~ = ~ S sl -

5000 G e W WemcwE e ol | ] = =
[ L= e

1500 | W ~ - -
s - g ! ! 4

Abbildung 111: Testrestriktion der pCold-1-Konstrukte, M: DNA-GroRenstandard GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder
(FERMENTAS).

Abbildung 111 zeigt die gelelektrophoretische Auftrennung der geschnittenen pCold-I-
Konstrukte. Anhand des Agarosegels ist erkennbar, dass im Fall der ambN_pCold-I-
Konstrukte kein positiver Klon erhalten wurde (Bahnen 1-9). Auch fir das ambQ_pCold-I-

Konstrukt zeigten sich keine Banden passender GroRe (Bahnen 16-19). Fur die Konstrukte
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ambS_pCold-I und ambR_pCold-1 wurden jeweils zwei positive Klone erhalten (Bahnen 20,
21, 24 und 27 der Bahnen 20-27). Die GroRRen der Fragmente stimmte dabei mit denen des
pCold-1 (4407 bp)-Vektors sowie der einzelnen Gene ambR (1348 bp) beziehungsweise ambS
(1087 bp) Uberein.

Zur weiteren Uberpriifung der positiven ambS_pCold-1 und ambR_pCold-I-Konstrukte wurde
eine Kolonie-PCR durchgefiihrt. Dazu wurden Vektorspezifische Primer verwendet, sodass
das PCR-Produkt sowohl ein Stuck des Vektors als auch das amb-Gen beinhalten sollte. Die
Sequenzen der von SIGMA ALDRICH bezogenen Primer sind in Kapitel 12.6dargestellt. Fir die
Kolonie-PCR wurde ein PCR-Programm mit einer Annealingtemperatur von 44 °C gewabhlt.
Die anschlieende Agarosegelelektrophorese zeigte das gewiinschte Fragment von ambS bei
1.4 kb (Abbildung 112, A). Die zwei zu Uberpriifenden Klone des ambR_pCold-I-Konstruktes
zeigten nur in einem Fall eine Bande bei 1.5 kb (Abbildung 112, B, Bahnen 5-9), sodass

scheinbar ein falsch positiver Klon bei der Transformation und Restriktion identifiziert wurde.

ambS ambR
1. Kolonie 2. Kolonie 1. Kolonie 2. Kolonie
A) B)
5000 3 5000
1500  —F 1500

Abbildung 112: Kolonie-PCR als Gradienten-PCR der pCold-I-Konstrukte, M: DNA-GroRenstandard GeneRuler 1 kb Plus
DNA Ladder (FERMENTAS), A) ambR_pCold-I. B) ambS_pCold-I. GréRe von ambR: 1626 bp. GréRe von ambS: 1365 bp.
GroRe von pCold-1: 4407 bp.

Die erfolgreiche Klonierung von ambS und ambR in den Vektor pCold-1 wurde per
Sequenzierung bestétigt.
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9.8 Klonierung und Expression des Ketoreduktasegens ambN

9.8.1 Klonierung von ambN in pET28a(+)

Fur die Klonierung von ambN wurde ein synthetisch hergestelltes, sequenzoptimiertes Gen
und der linearisierte Expressionsvektor pET28a(+) verwendet. Zunachst wurden chemisch-
kompetente Zellen des Stammes E. coli TOP10® mit dem Vektor ambN_pMK transformiert
und anschlieBend auf kanamycinhaltigem LB-Festmedium ausplattiert. Nach Inokulierung
positiver Klone und Kultivierung in Flissigmedium erfolgte die Isolierung der Plasmid-DNA
per alkalischer Lyse sowie ein Restriktionsverdau des Vektors mit den Restriktionsenzymen
EcoRI und Hindlll. Nach der Behandlung des pET28a(+)-Vektors mit EcoRIl und Hindlll
wurden die praparativ durchgefiihrten Restriktionen mittels Agarosegelelektrophorese
Uberprift sowie die geschnittenen DNA-Fragmente aus dem Gel extrahiert und gereinigt.
Dabei wiesen das ambN-Gen und der linearisierte pET28a(+)-Vektor die gewiinschte Grofie

von 1641 bp beziehungsweise 5323 bp auf.

Im Anschluss erfolgte die Ligation des ambN-Gens mit dem linearisierten pET28a(+)-Vektor,
gefolgt von der Transformation von kompetenten E. coli TOP10-Zellen mit dem
Ligationsansatz. Nachdem Ausplattieren des Transformationsansatzes auf Kanamycin-
haltigen Agarplatten, wurden Positivklone inokuliert und ber Nacht in Flussigmedium
inkubiert. Aus diesen wurde das rekombinante Plasmid AmbN_pET28a(+) isoliert und
gereinigt. Um den Erfolg der Ligation zu Uberprifen wurde eine Testrestriktion mit den
Restriktionsenzymen EcoRl und Hindlll durchgefiihrt und mittels gelelektrophoretischer
Auftrennung Uberprift. Dabei wiesen das ambN-Gen und der linearisierte pET28a(+)-Vektor
die erwartete GroRRe von 1641 bp und 5323 bp auf. Die erfolgreiche Klonierung des Plasmids
Plasmid AmbN_pET28a(+) wurde per Sequenzierung bestatigt.

9.8.2 Expression des Ketoreduktasegens ambN

Fur die Expression des Ketoreduktasegens ambN wurde zunéchst eine Transformation
chemisch-kompetenter Zellen des Stammes E. coli BL21 (DE3) mit dem rekombinanten
Plasmid ambN_pET28a(+) durchgefiihrt und der Transformationsansatz auf kanamycin-
haltigem LB-Medium ausplattiert. Zur Expression wurden 50 mL 2TY-Medium in einem
Erlenmeyerkolben mit der zuvor hergestellten VVorkultur auf eine ODsg5=0.05 angeimpft und
bei 37 °C und 160 rpm inkubiert. Nach Erreichen einer ODsgs von 0.5-0.8 wurde die
Expression mit 0.1 beziehungsweise 0.4 mM IPTG induziert und Uber Nacht bei 16
beziehungsweise 25 °C und 160 rpm kultiviert. Im Anschluss wurden die Zellen geerntet und
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mittels  Ultraschall oder FRENCH-PRESS aufgeschlossen. AuRerdem wurde die

Gesamtproteinkonzentration nach BRADFORD bestimmt.

Tabelle 7: Expressionsbedingungen der Ketoreduktase AmbN.

| I Il v V
Ansatz 50 mL 2TY-Medium + 50 pL Kanamycin + 4% Glucose
Angeimpft ODsg5=0.05 mitl1mLVK  mitlmL VK ODs95=0.05 ODs95=0.05
Temperatur 37°C 16 °C 16 °C 25°C 25°C
IPTG-Konz. 0.1 mM 0.1 mM 0.4 mM 0.1 mM 0.1 mM
Zeit 3h 16 h 16 h 24h 24h
Zellaufschluss  Ultraschall Ultraschall Ultraschall FRENCHPRESS ~ FRENCH PRESS
Proteinkonz. 1 mg/mL 1.6 mg/mL 1.2 mg/mL 2.95 mg/mL 0.48 mg/mL

In Tabelle 7 sind die jeweiligen Bedingungen und die erhaltenen Proteinkonzentrationen
aufgeflhrt. Es ist erkennbar, dass die hochste Konzentration an Enzym erreicht wurde, indem
die Expression Uber einen Zeitraum von 24 h bei 25 °C in 2TY-Medium ohne Glucose
durchgefuhrt wurde (Ansatz 1V). Die Expression wurde mit 0.1 mM IPTG induziert und die

Zellen mit der FRENCH-PRESS aufgeschlossen.

AmbN I AmbN II AmbN III
L P L P L P

kDa

170
130

95
72

55

43

34

Abbildung 113: SDS-Polyacrylamidgel (15%) der heterologen Expression der Ketoreduktase AmbN in 2TY-Medium. M:
Protein-GroRenstandard PageRuler™ Presatined Broad Range Protein Ladder (FERMENTAS), L: l6sliche Fraktion nach
Zellaufschluss, P: nicht-ldsliche Fraktion nach Zellaufschluss. Theoretisches Molekulargewicht der Ketoreduktase AmbN:
59 kDa.

Die Expression wurde im Anschluss mittels SDS-PAGE analysiert. Dazu wurden Proben des

Lysats und des Pellets genommen und die Proteine ihrer GroRe nach aufgetrennt. Hierbei
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zeigte sich, dass die Ketoreduktase AmbN mit einer Grél3e von 59 kDa erfolgreich exprimiert

wurde. Allerdings befindet sich die gréRte Menge des Proteins im Zellpellet (Abbildung 113)
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10 Zusammenfassung und Ausblick

Ein Teil der vorliegenden Promotionsarbeit beschéftigt sich mit der Aufklarung der
biosynthetischen Bildung des Tetrahydropyran-Ringes im westlichen Teil der Ambruticine.
Ziel war die chemische Synthese approbater VVorlaufersurrogate der Epoxidase AmbJ, welche
einen Schlusselschritt im biosynthetischen Tailoring des PKS-Produktes katalysiert
(Abbildung 114). Dieses Enzym sollte kloniert, heterolog in E. coli produziert und gereinigt
werden. Abschlieend sollten Enzymaktivitdtstests mit den synthetischen Vorlaufern und

AmbJ durchgefiihrt werden.

G OH OH O OH OH

HO NS HO NG

140 141

Abbildung 114: Zu synthetisierende Vorldufer 140 und 141.

Neben der Arbeiten zu AmbJ sollten die folgenden post-PKS-Enzyme AmbQ, AmbN, AmbR
und AmbS ebenfalls heterolog in E. coli produziert und initielle Expressionsstudien

durchgefuhrt werden.

10.1 Zusammenfassung der synthetischen Arbeiten

Die Synthese der fiir die Enzymtestungen bendtigten Vorlaufer 140 und 141 sollte zundchst
uber eine Route mit den Schlisselschritten RousH-Allylierung, Halozyklisierung und JULIA-
Koclenski-Olefinierung verwirklicht werden. Wegen im Rahmen dieser Route auftretenden
Problemen bei der Differenzierung einzelner Hydroxygruppen durch selektive
Schutzgruppenmanipulation und bei der Herstellung eines der beiden Kupplungspartner fur

die JuLlA-KocleNsKI-Olefinierung (s. Kapitel 9.1.4) wurde die Strategie gedndert.

Die anschlieBend erfolgreich fir die Herstellung von Vorlaufer 140 verfolgte
diastereoselektive Syntheseroute basierte auf einer Aldolreaktion, stereoselektiver Reduktion
und WITTIG-Reaktion als Schlisselschritten (Schema 44). Hierbei bietet die WITTIG-Reaktion

die Mdoglichkeit, leicht Derivate zu erhalten.
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Aldol- NaBH,
—_—
OMe quantitativ N OMe quantitativ X OMe
181 182 180
Acetonid- M )L
Bildung o 0o O Ozonolyse o 0o O
58% X OMe quantitativ OMe
183 179
WITTIG- )L OH OH O
Reaktion o o o Entschitzung : :
A — A OH
40% XX OMe  22% Uber
198 2 Stufen 140

Schema 44: Diastereoselektive Synthese von Vorlaufer 140.

Das fir die WITTIG-Reaktion bendtigte Phosphoniumsalz 205 konnte erfolgreich in drei
Stufen ausgehend von kommerziell erhéltlichem Methyl-(E)-4-methylpent-2-enoat (194)
hergestellt werden (Schema 45).

S
Br

2 x PNE
S Y\/\ Br — = Y\/\ PPh3
OMe 679, tiber 59% 205

194 2 Stufen 196

Schema 45: Synthese von Phosphoran 205.

10.2 Zusammenfassung der biologischen Arbeiten zu AmbJ

Ausgehend von einem synthetischen, sequenzoptimierten Gen konnte ambJ erfolgreich in die
Expressionsvektoren pET28a(+), pET20b(+), pET32a(+), pGEX-6P-1, pGEX-4T-3 und
pCold I kloniert werden, wodurch die rekombinanten Plasmide ambJ_pET28a(+), ambJ-
SC_pET28a(+), ambJ_pET20b(+), ambJ-SC_pET20b(+), ambJ_pET32a(+), ambJ_ pGEX-
4T-3, ambJ_pGEX-6P-1 und ambJ_pCold-I hergestellt wurden (Abbildung 115).
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Abbildung 115: Erfolgreiche Klonierung von ambJ in unterschiedliche Expressionsvektoren.

Die Expressionsoptimierung von ambJ wurde parallel mit allen Expressionsvektoren unter
variierenden Bedingungen durchgefihrt. Im Fall des rekombinanten Plasmids ambJ_pCold-I
wurde bei Koexpression des Chaperon-tragenden Plasmids pG-KJE8 die Epoxidase AmbJ als
losliches Protein erhalten (Abbildung 116). Eine anschliefende Reinigung mittels
Affinitatschromatographie ergab das Fusionsprotein AmbJ, das in Enzymtestungen

Anwendung fand.
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Abbildung 116: Erfolgreiche Expression von ambJ. 122

10.3 Zusammenfassung der Studien zu den Enzymaktivitatstests

Das zuvor synthetisierte Substrat 140 konnte mit der durch heterologe Genexpression
erhaltenen Epoxidase AmbJ in Enzymaktivitatstests eingesetzt werden. Dazu wurden die
Kofaktoren NADH, NADPH und FAD verwendet.

Die in vitro-Tests mit dem durch Affinitdtschromatographie gereinigten Enzym zeigten
keinen gewilinschten Umsatz zu einem epoxidierten oder zyklisierten Produkt. Allerdings

konnte die Stabilitat des Substrates unter den Testbedingungen uberpruft werden.

In Enzymaktivitatstests mit dem Lysat der Genexpression in Kombination mit den Kofaktoren
konnte ein Signal, das die Masse des gewinschten Produktes aufweist, detektiert werden.
Allerdings konnte durch Experimente mit denaturiertem Enzym sowie mit dem
Ganzzellextrakt von E. coli BL21 (DE3) ausgeschlossen werden, dass es sich bei diesem

Signal um das erwartete Produktsignal handelt.

10.4 Zusammenfassung der Klonierungs- und Expressionsarbeiten der anderen
post-PKS Enzyme

Die Klonierung der fiir die post-PKS Enzyme AmbR und AmbS codierenden Gene ambR und

ambS in den pCold-I-Expressionsvektor wurde erfolgreich durchgefuhrt und durch

Sequenzierung bestétigt. Die Klonierung der Gene ambN und ambQ in diesen Vektortyp

122 Model der Enzymstruktur von AmbJ, Steffen Friedrich, Mai 2012 (PyMOL,
https://www.pymol.org/).
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gelang nicht. Das Gen ambN konnte erfolgreich in den pET28a(+)-Vektor einkloniert werden.
Im Anschluss wurden initielle Expressionsstudien mit diesem Konstrukt durchgefihrt, bei

denen eine Expression in nicht-16slichem Protein resultierte.

10.5 Ausblick

Fur zukinftige Arbeiten zur Aufklarung der biosynthetischen Bildung des
Tetrahydropyranrings im westlichen Teil der Ambruticine soll das Vorlaufermolekil 141
sowie weitere, dem natirlichen Vorlaufer ahnlichere Surrogate synthetisiert werden. Dazu
kann die bereits etablierte Syntheseroute von Aldehyd 179 verwendet werden, der im

Anschluss in einer WITTIG-Reaktion mit Phosphoniumsalzen wie 205 eingesetzt und

entschiitzt wirde.
WiTTIG-Olefinierung )L Aldolreaktion
 OH OH O 0" o LOH OH O o o
A = A AN e = AT e =
WOH . OMe X : OMe )J\/U\OMe
141 ; 179 ' 180 181

' NaBH,-Redukti
Ozonolyse ash-Redukdion

Schema 46: Magliche Syntheseroute zur Herstellung von Vorldufer 141.

Phosphoniumsalz 224 soll zuvor ausgehend von kommerziell erhéltlichem Methylester 226

innerhalb von drei Schritten hergestellt werden.

Reduktion
S .
® Br “~ ! o
WPP% = WOH — WJ\OMe
. 224 225 226

Bromierung und
Phosphoranbildung

Schema 47: Mdgliche Synthese fur Phosphoran 224.

AuRerdem sollte eine enantioselektive Syntheseroute fiir AmbJ-Vorlaufersurrogate entwickelt
werden. Dazu kann zum einen eine enantioselektive vinyloge MukAYAMA-Aldolreaktion zur

Etablierung des ersten Stereozentrums genutzt werden (Schema 48)123124125 Alternativ konnte

123 |, Paterson, A. Steven, C. A. Luckhurst Org. Biomol. Chem. 2004, 2, 3026-3038.
124 B. L. Pagenkopf, J. Kriiger, A. Stojanovic, E. M. Carreira Angew. Chem. 1998, 110,
3312-3314.
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das resultierende Enantiomerengemisch aus der ungerichteten Aldolreaktion auch durch eine
enzymatische Racematspaltung, welche nach Schiutzung des Ketons auch als dynamische,
kinetische Racematspaltung durchfithrbar wére, getrennt werden. 2

4 o><o

o 0”0 ab_ “
BnO~ + 0
MOTMS BnO
227 OH 229

ee > 95%

Schema 48: Literaturbeispiel fiir eine enantioselektive Aldolreaktion. a) [Cu((R,R)-Ph-pybox)]-(SbFs)2, CH2Cl2, -98 °C — -
78 °C. b) PPTS, MeOH.126

Zusatzlich zu den Vorldufersurrogaten 140 und 141 sollen 144 und 230 als
Referenzverbindungen fur die massenspektrometrische und NMR-spektroskopische Analyse
von weiteren Enzymtests hergestellt werden (Schema 49, A). Dies konnte in Analogie zu
Literaturbeispielen entweder durch eine Epoxidierung mit mCPBA oder durch eine

SHARPLESS-Epoxidierung verwirklicht werden (Schema 49, B).

A) o
PP /\/i)/(j\/ﬁ\
RWJ\OH R0 OH
0 A A
140/141 144/230
R=ﬁ}{oder 75{
B)
OH
OH
CsH 2
| s o CsHyq
—_—
231 | 232
CsHaq
CsHyy
OH OH
| b o
PMB o —— > PMB . o
O\/\)Ajo‘\kl/\oan O\/\)Ajo‘\kl/\OBn
233 OAC 234 OAC

Schema 49: Geplante Referenzmolekile und Beispiele flr eine Epoxidierung. A) Zu synthetisierende Referenzmolekiile 144
und 230. B) Literaturbeispiele fur Epoxidierungsreaktionen. a) mCPBA, NaHCOs3, CH2Clz, 0 °C, 40 min, 77%; b) b-(-)-DET,

125 J. Kriiger, E. M. Carreira J. Am. Chem. Soc. 1998, 120, 837-838.
126 A, L.E. Larsson, B. A. Persson, J.-E. Backvall Angew. Chem. 1997, 109, 1256-1258
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Ti(OiPr)s, TBHP, MS 4A, CHaClz, -20 °C. mCPBA: metaChlorperbenzoesdure; TBHP: tertButylhydroperoxid; DET:
Diethyltartrat. 127,134

Die Tetrahydrofuranbildung ist nach den BALDWIN-Regeln als 6-endo-tet- gegenliber der
5-exo-tet-Zyklisierung nicht beglnstigt. Aus diesem Grund wurden in den letzten Dekaden
verschiedene Studien durchgefiihrt, in denen Methoden entwickelt wurden, um die
Selektivitat auf die Seite der 6-endo-tet-Zyklisierungen zu verschieben. NicoLAou et al.
lieferten den Startpunkt dieser Studien mit den Arbeiten zu Brevetoxin.'?® Hierbei wurden
neben dem Epoxid Funktionalititen, die durch ihre =n-Orbitale Nachbargruppeneffekte
austiben konnen, eingeflhrt, die die benachbarte C-O-Bindung aktivieren. Aufbauend auf
diesen Arbeiten wurden Sulfonyl-2° oder Trimethylsilyl-Gruppen® zur Aktivierung der C-6-
Position am Epoxid eingeflihrt. Des Weiteren kann eine Veranderung der Selektivitat ohne
Verdnderung des Substrates durch  Antikdrper-Katalyse,®!  La(OTf)3-katalysierte
Zyklisierungen®? oder durch eine Reagenzkontrolle!®® bewirkt werden. KANEMOTO et al.
zeigten ein Beispiel, bei dem die Aktivierung durch ein n-Orbital zum gewunschten

Tetrahydropyranring fiihrte (Schema 50).13

OH OH
\ = HO,,I =
puBO_ 24 . -2 . PMBo\/\/Q\I/\
X HO' OBn X i (0] M OBn
235 OH 236 OH

Schema 50: In der Literatur beschriebene Synthese eines Tetrahydropyranrings durch eine 6-endo-tet-Zyklisierung. a) PPTS,
CHClz, 0 °C, 19 h.13

127 Y. Kobayashi, S. Yoshida, M. Asano, A. Takeuchi, H. P. Acharya J. Org. Chem. 2007,
72,1707-1716.

128 K. C. Nicolaou, C. V. C. Prasad, P. K. Somers, C.-K. Hwang J. Am. Chem. Soc. 1989,
111, 5330-5334.

12 Y. Mori, K. Yaegashi, H. Furukawa, J. Am. Chem. Soc. 1996, 118, 8158-8159.

130 T.P. Heffron, T. F. Jamison Org. Lett. 2003, 5, 2339-2342.

181 K.D.Janda, C. G. Shevlin, R. A. Lerner Science 1993, 259, 490-493.

132 T.Tokiwano, K. Fujiwara, A. Murai Synlett 2000, 335-338.

133 y. Morimoto, Y. Nishikawa, C. Ueba, T. Tanaka Angew. Chem. Int. Ed. 2006, 45,

810-812.

134 M. Kanemoto, M. Murata, T. Oishi J. Org. Chem. 2009, 74, 8810-8813.
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Da in bisherigen Experimenten keine Aktivitdit von AmbJ detektiert wurde, sollen die
Bedingungen der Enzymreaktion weiter optimiert werden. Hierzu sollen die Konzentrationen
der eingesetzten Kofaktoren variiert werden. AuBerdem sollte getestet werden, ob eine hohere
Konzentration von FAD in Bezug auf das Substrat beziehungsweise die Verwendung eines
Regenerationssystems fur FAD die Enzymreaktion beeinflussen kann. Des Weiteren soll ein
Substrat synthetisiert und verwendet werden, das mehr dem Vorlaufer von AmbJ entspricht
(Abbildung 117). Um ausschliefen zu koénnen, dass eine PKS-Anbindung von Ambruticin J
innerhalb der Biosynthese vorliegt, sollen die Substrate 141, 237, und 96 zusétzlich als

SNAC-Thioester synthetisiert werden.

O OH OH O OH OH
RJ\M R)]\)\)\N"'.Y/\/k)wiol\
96

141
O OH OH

R)]\)\)\/\/"'o
237 R =OH, SNAC

Abbildung 117: Mdgliche Substrate fur die Enzymumsetzungen mit AmbJ.

Fur die Expressionsstudien mit den anderen post-PKS Enzymen AmbQ, AmbN, AmbR und
AmbS sollten alle Gene in die vorliegenden pET-, pGEX- und pCold-Vektorsysteme ligiert
werden und unter verschiedenen Bedingungen (Temperatur, Zeit, Medienzusétze) heterolog in
E. coli produziert werden. Sollten die Fusionsproteine nur in nicht-léslicher Form vorliegen,
sollten Detergenzien zur Solubilisierung verwendet werden. Hierbei wéren z. B. Tween 20

oder N-Lauroylsarcosin zu nennen.
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11 Experimenteller Tell

11.1 Allgemeine Vormerkungen

Reaktionen

Die Reaktionen, bei denen luft- und/oder feuchtigkeitsempfindliche Chemikalien verwendet
wurden, wurden in zuvor ausgeheizten Apparaturen unter Argonatmosphare durchgefiihrt. Die

Spritzen und Kanilen wurden ebenfalls mit Argon gesplilt.

Diinnschichtchromatographie

Die Dunnschichtchromatographien wurden mit Kieselgel beschichteten Aluminiumfolien
ALUGRAM Xtra G/UVas4 von MACHEREY-NAGEI durchgefiihrt. Die Indikation erfolgte durch
Fluoreszenzdetektion mit UV-Licht der Wellenldange L = 254 nm sowie durch Benetzen der
DC-Karten mit den Tauchlésungen Anisaldehyd und Kaliumpermanganat mit

anschliefendem Erhitzen.

Séulenchromatographie

Die Sdulenchromatographie wurde mit Kieselgel der Firma MerRck (KorngréRRe 35-70 pum,
60 A) bei leichtem Uberdruck durchgefilhrt. Die verwendeten Losungsmittel sind den

Versuchsbeschreibungen zu entnehmen.

Trockene Losungsmittel und Reagenzien

Die Losungsmittel wurden direkt trocken von den Firmen ACROS oder SIGMA-ALDRICH oder
aus einer Losungsmittel-Trocknungsanlage der Firma M. BRAUN bezogen. Alle Reagenzien

stammen von den Firmen ACROS, SIGMA-ALDRICH, FLUKA, ABCR und ROTH.
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Deuterierte Losungsmittel

di-Chloroform, ds-Methanol und ds-Benzol wurden von der Firma DEuTERO GmbH bezogen.

NMR-Spektren

Die H-NMR-Spektren wurden mit den Geraten DPX 200, Avance 400, DPX 400 und DRX
500 der Firma BRUKER aufgenommen. Die Signale wurden teilweise mit Hilfe der
zweidimensionalen Methoden H,*H-COSY, H,"*C-HSQC und H,3C-J;-HMBC zugeordnet.
Die chemischen Verschiebungen & werden in ppm, die jeweiligen Kopplungskonstanten J in
Hz angegeben. Als Lésungsmittel wurden deuteriertes Chloroform, Methanol, Benzol oder
Wasser eingesetzt. Die Signale, die durch den Restprotonengehalt der deuterierten

Losungsmittel entstanden sind, wurden zur Kalibrierung verwendet.

CDCl; : 8 ="7.26 ppm
MeQOD : 0=3.35 ppm
CsDs 0="7.16 ppm
DO 0 =4.79 ppm
CD:Cl2: 6 =5.35ppm

Die Signalmultiplizitaten werden durch folgende Abkurzungen gekennzeichnet: s = Singulett,
d = Dublett, t = Triplett, g = Quartett, gt = Quintett m = Multiplett, dd = Dublett von Dubletts,
dt = Dublett von Tripletts, ddt = Dublett von Dubletts von Triplets, st = Sextett, bs = breites
Singulett.

Die *C-NMR wurden Avance 400, DPX 400 und DRX 500 der Firma Bruker aufgenommen.
Die chemischen Verschiebungen & werden in ppm angegeben. Als Lésungsmittel wurden
deuteriertes Chloroform, Methanol oder Benzol eingesetzt. Zur Kalibrierung werden die

folgenden Signale verwendet:
CDCls : 8 =77.16 ppm

MeOD : 6 =49.0 ppm
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CeéDs 0 =128.06 ppm

CDCl.. : 6 =53.40 ppm

Die Signale werden durch folgende Abkiirzungen gekennzeichnet: p = primér, s = sekundar,

t = tertir, g = quartar.

Massenspektren

Hochaufgeloste Massenspektren (HRMS) wurden nach dem Elektronenspray-Verfahren (ESI)
an einem MICROMASS LCT beziehungsweise einem MICROMASS LCT PREMIER mit Lock-
Spray-Einheit der Firma WATERs aufgenommen. Injiziert wurden die Proben im Loop-Modus
in einer HPLC-Anlage der Firma WATERs (Alliance 2695). Alternativ wird mit einem
MicroMASS Q-TOF in Verbindung mit einer WATERS AQuUITY UPLC-Anlage gemessen. Die

berechneten und die gemessenen Massen werden angegeben.

Drehwerte

Die spezifische Rotation [a] wurde mit einem Polarimeter der Firma PERKIN-ELMER des Typs
210 gemessen. Dazu wurde eine Quarzglasklvette (Lange 10 cm) bei A = 589 nm (Natrium
D-Linie) verwendet. Die Angabe der Drehwerte erfolgt in [© mL g* dm™] mit einer
Konzentration ¢ = 1 definitionsgemal in 10 mg/mL Losung. Als Losungsmittel wurde CH2Cl»

verwendet.

HPLC

Fur reversed phase-HPLC-Anwendungen wurden grundsatzlich Membran-filtriertes und
danach bidestilliertes Wasser, sowie kommerziell verfiigbare Lésungsmittel in HPLC-Qualitat
(Methanol oder Acetonitril) verwendet, die zuvor im Ultraschallbad entgast wurden.
Préparative HPLC wurde an einer HPLC-Anlage der Firma MERCK HITACHI (Pumpe L-7150,
Interface D-7000, Diode Array Detector L-7450) durchgefuhrt. Hierfir kam folgende
stationdre Phase zur Anwendung: (C18-SP) TRENTEC Reprosil-Pur 120 C18 AQ 5um,

250 mm * @ 8 mm, entsprechender Vorsdaulenkartusche, 40 mm * @ 8 mm,; (CN-SP)
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TRENTEC Reprosil 100 CN 5um, 250 nm * @ 8 mm, entsprechender Vorsdulenkartusche,
40mm * @ 8 mm. Alternativ wurde praparative HPLC an einer VARIAN HPLC-Anlage
(Pumpen Prepstar Model 218, Variabler Wellenldngendetektor Prostar (A = 248 nm) mit
paralleler Massendetektion (MICROMASS Typ ZMD ESI-Quad-Spektrometer) unter
Verwendung der stationdren Phase C18-Pgy durchgefuhrt. Die verwendeten
Elutionsprogramme und Retentionszeiten (tr) sind in den jeweiligen Versuchsvorschriften

angegeben.

11.2 Versuchsdurchfihrungen Borrelidin

11.2.1 Darstellung des SNAC-Thioesters 80
Alkohol 238

C18H2603; M =290.19 g/mol

Aldehyd 85 (900 mg, 3.1 mmol, 1eq.) wurde in CH>Cl> (70 mL) vorgelegt und auf 0 °C
gekiihlt. MgBr2¢Et,O (930 mg, 3.1 mmol, 1 eq.) und TMS-Allyl (890 puL, 4.7 mmol, 1.5 eq.)
wurden unter Rlhren zugefligt. Die Reaktionslosung wurde 16 h bei 0°C gerihrt.
AnschlieBend wurde Wasser (25 mL), Methanol (25 mL) und NaOH (25 mL) zugegeben und
die Losung weitere 15 min gertihrt. Die wéssrige Phase wurde mit CH2Cl> (1x 100 mL) und
EtOAc (2x 100 mL) extrahiert und mit ges. NaCl-Losung gewaschen. Die vereinigten
organischen Phasen wurden dber MgSOs getrocknet und das Ldsungsmittel unter
vermindertem Druck entfernt. Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch an Kieselgel
(Laufmittel: Petrolether/EtOAc 20:1, 10:1) gereinigt. Produkt 238 wurde als gelbes Ol in 42%
Ausbeute (386 mg, 1.3 mmol) erhalten.

Ri = 0.1 (Petrolether/EtOAC 10:1); [a]o?* = -17.7 (¢ = 0.5, CH2Cly); 'H-NMR (200 MHz,
CDCl3) § 7.22 — 7.28 (m, 2 H, CH(PMB)), 6.86 — 6.90 (m, 2 H, CH(PMB)), 5.87 — 6.07 (m,
1 H, CH,=CH), 5.08 — 5.15 (m, 1 H, CH,=CH), 5.04 — 5.06 (m, 1 H, CH,-CH), 4.49 (m, 2 H,
CH,(PMB)), 3.81 (s, 3 H, OCHs3), 3.32 — 3.46 (m, 2 H, CH,OPMB), 3.19 (dd, J; = 8.8 Hz, J,

Seite | 148



Experimenteller Teil

= 999 Hz, 1H, CHOH), 203 - 218 (m, 2H, CHz), 119 — 185 (m, 8H, 3x
CHa(Cyclopentan), 2x CH).

Die spektroskopischen Daten stimmen mit denen in der Literatur tiberein.*°

Silylether 239

N~ OTBS
~H
""opmB

C24H4003Si; M = 404.27 g/mol

Alkohol 238 (30 mg, 100 pumol, 1eq.) wurde in CH2Cl> (4 mL) vorgelegt und auf 0 °C
gekuhlt. Lutidin (16 mg, 18uL, 15 pmol, 1.5eq.) und TBSOTf (34 mg, 30 pL, 130 pumol,
1.3 eq.) wurden unter Riihren zugegeben und die Reaktion fir zwei Stunden bei 0 °C gerihrt.
AnschlieRend wurde die Reaktionslésung mit ges. NaHCOs-Losung (4 mL) versetzt und die
wassrige Phase mit CH2Cl, (3x 10 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen
wurden tiber MgSO4 getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt
wurde séulenchromatographisch an Kieselgel (Laufmittel: Petrolether/EtOAc 50:1) gereinigt.
Produkt 239 wurde als gelbes Ol in 76% Ausbeute (30 mg, 74 pmol) erhalten.

Rt = 0.3 (Petrolether/EtOAc 50:1); 'H-NMR (200 MHz, CDCl3) 6 7.22 — 7.29 (m, 2 H, ArH),
6.83 — 6.91 (m, 2 H, ArH), 5.73 — 5.94 (m, 1 H, CH>=CH), 5.02 — 5.05 (m, 1 H, CH>=CH),
4,94 —5.00 (m, 1 H, CH>=CH), 4.42 (d, J = 3.6 Hz, 2 H, CH2(PMB)), 3.80 (s, 3 H, O-CH3),
3.59 - 3.67 (m, 1 H, CH,OPMB), 3.41 — 3.49 (m, 1 H, CH,OPMB), 3.16 (t, J = 8.9 Hz, 1 H,
CHOTBS), 2.08 — 2.34 (m, 3 H, 2x CH>, 1x CH), 1.46 — 1.73 (m, 7 H, 3x CH2 (Cyclopentan),
CH), 1.19 - 133 (m, 1H, CH), 0.88 (s, 9H, OSi(CH3).C(CHz3)3), 0.04 (s, 6H,
OSi(CHz)2C(CHz3)3).

Die spektroskopischen Daten stimmen mit denen in der Literatur tiberein.*
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Alkohol 240

e LOTBS
«H
oy
“oH

C16H320.Si; M = 284.22 g/mol

239 (30 mg, 80 umol, 1eq.) wurde in CH2Cl, (3.5 mL) vorgelegt. Unter Riihren wurden
Phosphatpuffer (pH 7, 900 pL), ‘BuOH (90 uL) und DDQ (54 mg, 240 pmol, 3eq.)
zugegeben und die Reaktion flr eine Stunde bei Raumtemperatur gerihrt. AnschlieRend
wurde Diethylether (4 mL) zugefiuigt, die Phasen getrennt und die wassrige Phase mit
Diethylether (2x 10 mL) extrahiert. Die vereinigten, organischen Phasen wurden mit H2O
(10 mL) und ges. NaHCOs-L6sung (10 mL) gewaschen und uber MgSOs getrocknet. Das
Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt und das Rohprodukt saulenchromatographisch an
Kieselgel (Laufmittel: Petrolether/EtOAc 50:1) gereinigt. Alkohol 240 wurde als gelbes Ol in
90% Ausbeute (20 mg, 70 pumol) erhalten.

Rf = 0.2 (Petrolether/EtOAC 50:1); 'H-NMR (200 MHz, CDCls) & 5.83 — 5.94 (m, 1 H,
CHo=CH), 5.07 (bs, 1 H, CH;=CH), 5.03 (d, J = 8.2 Hz, 1 H, CH,=CH), 3.48 — 3.58 (m, 2 H,
CH,OH), 3.33-3.38 (m, 1H, CHOTBS), 2.61 (bs, 1H, OH), 234 — 2.41 (m, 1H,
CH2CHOTBS), 2.19 — 2.27 (m, 1 H, CH,CHOTBS), 2.00-2.08 (m, 1 H, CHCH,OH), 1.80-
188 (m, 1H, CH,CH,CH), 1.65-1.76 (m, 2H, CH.CHCH,OH), 1.53-1.61 (m, 1H,
CH2CH2CH), 1.41-1.50 (M, 1 H, CH2CH2CH), 1.16-1.37 (m, 3 H, CH2CH2CH, CH2CH2CH),
0.90 (s, 9 H, OSi(CH3)2C(CHa)a), 0.09 (s, 6 H, OSi(CH3)2C(CHs)s); “C-NMR-NMR (400
MHz, CDCls) § 134.0 (t, CH,=CH), 117.2 (s, CH2=CH), 76.2 (t, CHOTBS), 67.2 (s, CH20H),
47.7 (t, CH2CHoCH), 43.8 (t, CHCH2OH), 40.0 (CH.CHOTBS), 31.6 (5, CH2CH2CH2CH),
30.8 (s, CH2CH2CH2CH), 30.0 (s, CH2CH2CH.CH), 26.0 (p, OSi(CH3)2C(CHa)s), 18.1 (g,
OSi(CHs3)2C(CHs3)3), -4.3 (s, OSi(CH3)2C(CHa)s).
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Aldehyd 241

X~ OTBS
\‘\H
BN
~o

C16H3002Si; M = 282.20 g/mol

Alkohol 240 (25 mg, 90 pmol, 1 eq.) wurde in CH2Cl, (500 pL) vorgelegt und DMP (59 mg,
14 ymol, 1.5eq.) zugegeben. Die Reaktion wurde bei Raumtemperatur fir eine Stunde
geruhrt und anschliefend mit einem 1:1 Gemisch aus ges. NaHCOz- und 1.5M Na;S20s-
Losung versetzt. Die Reaktionsmischung wurde gertihrt bis eine klare Loésung entstand.
Anschliefend wurden die Phasen getrennt und die wassrige Phase mit Diethylether
(3x 10 mL) extrahiert. Die vereinigten, organischen Phasen wurden mit Wasser (10 mL) und
ges. NaCl-Ldsung (10 mL) gewaschen und tiber MgSO4 getrocknet. Das Losungsmittel wurde
unter vermindertem Druck entfernt und Produkt 241 als gelbes Ol in 85% Ausbeute (22 mg,

88 umol) erhalten, das ohne weitere Reinigung in die nachste Stufe eingesetzt wurde.

Rt = 0.3 (Petrolether/EtOAc 50:1); *H-NMR (200 MHz, CDCl3) & 9.62 (d, J = 2.7 Hz, 1 H,
CHO), 5.73 - 5.94 (m, 1 H, CH>=CH), 5.07 - 5.10 (m, 1 H, CH>=CH), 4.98 — 5.05 (m, 1 H,
CH>=CH), 3.63 — 3.71 (m, 1 H, CHOTBS), 2.66 — 2.79 (m, 1 H, CHCHO), 2.20 — 2.46 (m,
2H, CH2), 119 — 193 (m, 8H, 3x CH: (Cyclopentan), 2x CH), 0.88 (s, 9H,
OSi(CHz3)2C(CHs)3), 0.07 (s, 6 H, OSi(CH3)2C(CHs)3).

Carbonséure 242

X LOTBS
WH 0
OH

C16H3003Si; M = 298.49 g/mol

Aldehyd 241 (1.1g, 3.89 mmol, 1 eqg.) wurde in 'BuOH (80 mL) und 2-Methyl-2-buten
(20 mL) gel6st. Unter Ruhren wurde Natriumchlorit (2.82 g, 31.15 mmol, 8 eq.) zugegeben.
Die Reaktionsmischung wurde nach Zugabe eines Phosphatpuffers (15 mL, pH = 7) fiir 16 h
gertihrt. 'BUOH wurde unter vermindertem Druck entfernt, der Riickstand mit Wasser
(160 mL) versetzt und die wassrige Phase mit EtOAc (3x 160 mL) extrahiert. Die vereinigten,

organischen Phasen wurden Uber MgSOs4 getrocknet und das Losungsmittel unter
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vermindertem Druck entfernt. Saure 242 wurde als gelbliches Ol in 88% Ausbeute (1.02 g,

3.43 mmol) erhalten.

R = 0.5 (Petrolether/EtOAc 9:1); [a]p®= -5.8 (¢ = 1.2, CH.Cl); 'H-NMR (400 MHz,
MeOD) & 5.79 — 5.90 (m, 1 H, CH,=CH), 5.04-5.07 (m, J2 = 10.6 Hz, 1 H, CH2CH), 5.02 (d,
J=1.4Hz, 1H, CH.CH), 3.70 — 3.74 (m, 1 H, CHOTBS), 2.68 — 2.74 (m, 1 H, CHCOOH),
2.46 — 2.53 (m, 1 H, CH.CHCOOH), 2.19 — 2.34 (m, 2 H, CH.CHOTBS), 1.87 — 1.96 (m,
1 H, CH2CHCOOH), 1.74 — 1.83 (m, 2 H, CH,.CHCOOH, CH>CH2CH), 1.63 — 1.69 (m, 2 H,
CH2CH,CH), 1.42 — 1.47 (m, 1 H, CH2CH,CH), 0.91 (s, 9 H, OSi(CHs3)>C(CHs)3), 0.09 (s,
6 H, OSi(CHs)2C(CHs)3); *C-NMR (100 MHz, MeOD) & 181.1 (q, COOH), 136.2 (t,
CH»=CH), 117.7 (s, CH,=CH), 76.2 (t, CHOTBS), 49.0 (t, CH2CH.CH), 46.4 (t, CHCOOH),
41.5 (s, CH,CHOTBS), 33.3 (s, CH,CHCOOH), 31.1 (s, CH2CH,CH), 27.2 (s, CH2CH,CH),
26.6 (p, OSi(CH3)2C(CHs)3), 19.1 (g, OSi(CH3)2C(CHs3)s3), -3.7 (p, OSi(CH3)2C(CHz3)3), -4.4
(p, OSi(CHz3)2C(CHz3)3).

Methylester 86

N LOTBS
JH O
B . /(

O/

C17H3203Si; M = 312.52 g/mol

242 (1.02 g, 3.43 mmol, 1eq.) wurde in Toluol/Methanol (1:3.5; 7 mL) gel6st und unter
Rihren TMSCH2N2 (2.23 mL, 4.46 mmol, 2 M in Et,O) tropfenweise zugegeben. Die
Reaktionslosung wurde fir eine Stunde bei Raumtemperatur geruhrt. Das Ldsungsmittel
wurde unter vermindertem Druck entfernt und das Rohprodukt saulenchromatographisch an
Kieselgel (Laufmittel: Petrolether/EtOAc 10:1) gereinigt. Produkt 86 wurde als farbloses Ol
in 88% Ausbeute (936 mg, 2.99 mmol) erhalten.

Rt = 0.54 (Petrolether/EtOAc 9:1); [a]o? = +0.8 (¢ = 0.6, CH2Cl,); 'H-NMR (400 MHz,
CDCl3) & 5.74 -5.85 (m, 1 H, CHo=CH), 5.03 (d, J = 1.0 Hz, 1 H, CH,=CH), 4.98-5.02 (m,
1 H, CH2=CH), 3.64 — 3.66 (m, 1 H, CHOTBS), 3.65 (s, 3 H, COOCHs), 2.73 — 2.79 (m, 1 H,
CHCOOCHs), 2.45 — 2.52 (M, 1 H, CH2CH,CH), 2.20 — 2.24 (m, 2 H, CH,CHOTBS), 1.82 —
1.91 (m, 1 H, CH2CHCOOCH;), 1.72 — 1.80 (m, 2 H, CH.CHCOOCHSs, CH2CH2CH), 1.59 —
1.66 (m, 2H, CH2CH,CH), 1.35 — 144 (m, 1H, CH,CH.CH), 0.87 (s, 9H,
OSi(CH3)2C(CHs)3), 0.06 (s, 3 H, OSi(CH3)2C(CHs)3), 0.05 (s, 3 H, OSi(CH3)2C(CHs)3); 3C-
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NMR (100 MHz, CDCls) & 178.1 (q, COOCHg), 135.3 (t, CH,=CH), 117.2 (t, CH,=CH), 74.9
(t, CHOTBS), 51.9 (p, COOCHa), 47.8 (t, CH2CH2CH), 44.8 (t, CHCOOCH?3), 40.8 (s,
CH>CHOTBS), 32.5 (s, CH.CHCOOCHS3), 30.2 (s, CH2CH.CH), 26.2 (s, CH2CH2CH), 26.0
(p, OSi(CHz3)2C(CH3)3), 18.5 (g, OSi(CH3)2C(CHs3)3), -3.9 (p, OSi(CH3)C(CHa)s3), -4.5 (p,
OSi(CH3)2C(CHa)3); HRMS (ESI) m/z berechnet fiir Ci7H3203NaSi [M+Na]*: 335.2018,
gefunden: 335.2020.

a,B-ungeséttigter Aldehyd 87

O LOTBS
JH O
O/

C18H3204Si; M = 340.21 g/mol

Olefin 86 (200 mg, 640 pmol, 1 eq.) wurde in CH>Cl> (40 mL) vorgelegt und unter Riihren
mit Crotonaldehyd (1.13 g, 1.30 mL, 25 eq.) versetzt. Nach der Zugabe von Grubbs Il (27 mg,
32 pmol, 5 mol%) wurde die Reaktionsmischung fir zwei Stunden auf Rickfluss erhitzt. Das
Losungsmittel  wurde unter vermindertem Druck entfernt und das Rohprodukt
saulenchromatographisch an Kieselgel (Laufmittel: Petrolether/EtOAc 9:1) gereinigt.
Aldehyd 38 wurde als braunes Ol in 88% Ausbeute (192 mg, 0.57 mmol) erhalten. Wegen der
Oxidationsempfindlichkeit von 87 wurde dieses sofort weiter eingesetzt und lediglich per
IH-NMR auf seine Reinheit tiberpriift.

R = 0.33 (Petrolether/EtOAC 9:1): *H-NMR (200 MHz, CDCls) 5 9.51 (d, J = 7.9 Hz, 1 H,
HCO), 6.89 (dt, J = 7.3Hz, J» = 156Hz, 1H, HC(O)CH), 6.05-6.18 (m, 1H,
HC(O)CHCH), 3.76 — 3.86 (m, 1 H, CHOTBS), 3.65 (s, 3 H, COOCHj3), 2.67 — 2.78 (m, 1 H,
CHCOOCH3), 2.39 — 2,55 (m, 3 H, CH.CH.CH, CH.CHOTBS), , 1.57 — 1.97 (m, 6 H,
CH2CH,CH, CH,CHCOOCHS3), 0.88 (s, 9H, OSi(CHs)C(CH3)3), 0.07 (s, 3H,
OSi(CH3)2C(CHz3)3), 0.06 (s, 3 H, OSi(CH3)2C(CHa)s3).
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Thiophenolester 88

O AL .0TBS

H O

S OH N
r o

C27H4205SSi; M = 506.25 g/mol

Dicyclohexylborchlorid (200 pL, 192 pmol, 3 eq., 1 M in Hexan) wurde in Diethylether
(5 mL) vorgelegt und auf -78 °C gekuhlt. Dimethylethylamin (17 mg, 25 pL, 230 pmol,
3.6 €g.) und Phenylthiopropionat (22 mg, 130 umol, 2 eq.) wurden unter Rihren zugegeben
und die Reaktionsmischung fiir zwei Stunden bei 0 °C geruhrt. Die Lésung wurde bei -78 °C
mit Aldehyd 87 (26 mg, 64 pumol, 1eq.) versetzt und zwei Stunden bei -78 °C geriihrt.
AnschlieRend wurde das ReaktionsgefaR fur 18 h bei -20 °C im Gefrierschrank gelagert. Die
Reaktionslosung wurde mit Methanol (2 mL), pH 7 Puffer (2 mL) und H202 (35%, 2 mL)
versetzt und flr eine Stunde bei Raumtemperatur gerthrt. Die Phasen wurden getrennt, die
wassrige Phase mit CH2Cl> (3x 10 mL) extrahiert und die vereinigten, organischen Phasen
uber MgSO4 getrocknet. Das Loésungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt und
das Rohprodukt s&ulenchromatographisch an Kieselgel (Petrolether/EtOAc 100:1,
Petrolether/EtOAc 50:1, Petrolether/EtOAc 20:1) gereinigt. Produkt 88 (50 mg, 98.8 umol)

wurde als Diastereomerengemisch in 57% Ausbeute erhalten.

R¢=0.17 (Petrolether/EtOAc 9:1); *H NMR (400 MHz, CDCls3) 6 7.42 (s, 5 H, CH(ar)), 5.68-
5.77 (m, 1 H, CHsCH=CH), 5.42-5.42 (m, 1 H, CHsCH=CH), 4.26 (dd, J1 = 7.5 Hz, J; =
7.5 Hz, 1 H, CHOH), 3.64-3.69 (m, 1 H, CHOTBS), 3.66 (s, 3 H, OCH3), 2.87 (dq, J1 = 7.5
Hz, J2 = 7.0 Hz, 1H, CHsCH), 2.73-2.79 (m, 1H, CH:CH,CH), 2.44-251 (m, 1H,
CHCOOCHg), 2.22-2.26 (m, 1 H, CH=CHCH), 1.83-1.92 (m, 1 H, CH.,CHCOOCH3), 1.71-
1.82 (m, 1 H, CH2.CHCOOCH3, CH2CH2CH), 1.59-1.66 (m, 2 H, CH,CH2CH), 1.35-1.44 (m,
1 H, CH2CH,CH), 1.24 (d, J = 7.0 Hz, 3 H, CH3CH), 0.88 (s, 9 H, OSi(CH3)2C(CHa)3), 0.06
(s, 3 H, OSi(CH3)2C(CHz)3), 0.05 (s, 3 H, OSi(CH3)2.C(CHa)3); *C NMR (100 MHz, CDCl5)
§ 201.3 (g, 1 C, SCO), 177.7 (g, 1 C, COOCHs), 134.4 (t, 2 C, ArC), 132.3 (t, 1 C,
CH=CHCHy), 130.2 (t, 1 C, CH=CHCH,), 129.4 (t, 2 C, ArC), 129.2 (t, 1 C, ArC), 127.5 (q,
1C, ArC), 75.1 (t, 1 C, CHOH), 74.4 (t, 1 C, CHOTBS), 53.7 (t, 1 C, CH3CH), 51.7 (p, 1 C,
COOCHs3), 47.2 (t, 1 C, CHCOOCHS), 44.4 (t, 1 C, CH2CH2CH), 38.9 (s, 1 C, CH=CHCHy),
32.1(s, 1 C, CH.CHCOOCHs3), 30.1 (s, 1 C, CH2CH2CH), 26.1 (s, 1 C, CH2CH2CH), 25.9 (p,
3 C, OSi(CHs3)2C(CHz)3), 18.0 (g, 1 C, OSi(CHz3)2C(CHs)3), 15.0 (p, 1 C, CHsCH), -4.1 (p, 1
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C, OSi(CH3)2C(CHa)s), -4.7 (p, 1 C, OSi(CHz3)2C(CHs)3); HRMS (ESI) m/z berechnet fur
C27H4205SSiNa [M+Na]*: 529.2420, gefunden: 529.2422.

SNAC-Thioester 89

C25H4sNOsSSi; M = 515.27 g/mol

Thiophenolester 88 (10 mg, 20 umol, 1 eg.) wurde unter Argonatmosphére in DMF (1 mL)
vorgelegt und mit DIPEA (4 pL, 2.56 mg, 20 umol, 1 eq.) und HSNAC (4 pL, 4.7 mg,
40 umol, 2eq.) versetzt. Die Reaktion wurde fir 18 h bei Raumtemperatur gerihrt.
AnschlieBend wurde ges. NaCl-Losung (5 mL) zugegeben und die Reaktionsmischung
weitere 5 min gerihrt. Die wassrige Phase wurde mit Ether (3x 5mL) extrahiert, die
vereinigten organischen Phasen mit NaCl-Lésung gewaschen und tber MgSOas getrocknet.
Das LoOsungsmittel wurde in vacuo entfernt und das Rohprodukt per HPLC (C18-ISIS)
(H20:MeOH = 80:20 {10 min}, Gradient H,O:MeOH = 80:20 — 45:55 {30 min}, Gradient
H>0:MeOH = 45:55 — 20:80 {25 min}, Gradient H,O:MeOH = 20:80 — 10:90 {30 min},
Gradient H2O:MeOH = 10:90 — 0:100 {5 min}, 2.5 mL/min — 3.5 mL/min) gereinigt. 89
wurde als farbloses Ol in 70% Ausbeute (tz = 72.5 min, 7.2 mg, 14 pmol) erhalten.

IH NMR (500 MHz, CDCls) & 5.93-6.01 (m, 1 H, NH), 5.69-5.79 (m, 1 H, CH=CHCH,),
5.37-5.47 (m, 1 H, CH=CHCHy), 4.22-4.26 (m, 1 H, CHOH), 3.67-3.71 (m, 1 H, CHOTBS),
3.68 (d, J = 5.6 Hz, 1 H, OMe), 3.42-3.56 (M, 2 H, NHCH>), 3.04-3.14 (m, 2 H, CH.S), 2.75-
2.81 (m, 2 H, CHCHs, CHCOOH), 2.45-2.51 (m, 1 H, CH), 2.20-2.30 (m, 1 H, OH), 1.98 (s,
3 H, CHCHs), 1.88-1.95 (m, 1 H, 1x CH.CHCOOH), 1.73-1.82 (m, 2 H, 1x CH.CHCOOH,
1x CH2CH), 1.63-1.68 (m, 2 H, CH,CH2CH), 1.37-1.45 (m, 1 H, 1x CH2CH), 1.16 (d, J = 7.0
Hz, 3 H, CHsCO), 0.90 (s, 9 H, OSi(CHs)2C(CHs)3), 0.08 (dd, J; = 2.8 Hz, J, = 1.7 Hz, 6 H,
0Si(CHs)2C(CHs)s); 3C NMR (125 MHz, CDCls) & 203.4 (g, 1 C, SCO), 177.8 (g, 1 C,
COOCHs), 1704 (g, 1 C, CHsCONH), 1324 (t, 1 C, CH=CHCH,), 1305 (t, 1 C,
CH=CHCH,), 75.4 (t, 1 C, CHOTBS), 74.2 (t, 1 C, CHOH), 54.1 (t, 1 C, CHCH3), 51.6 (p, 1
C, OMe), 47.2 (t, 1 C, CHCOOH), 44.5 (t, 1 C, CH), 39.4 (s, 1 C, NHCH,), 38.8 (s, 1 C,
CH=CHCHy), 32.1 (s, 1 C, CH2CHCOOH), 30.2 (s, 1 C, CH,CH2CH), 26.1 (s, 1 C, CH,S),
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258 (p, 3 C, OSi(CH3):C(CHa3)s), 233 (s, 1 C, CH.CH:CH), 18.0 (g, 1 C,
OSi(CH3)2C(CHBa)3), 15.0 (p, 1 C, CHCH3), -4.1 (p, 2 C, OSi(CH3)2C(CHz3)3); HRMS (ESI)
m/z berechnet fiir C2sH4sNOeSSi [M+H]™: 516.2815, gefunden: 516.2820.

Thioester 243

C19H31NOsS; M = 401.19 g/mol

SNAC-Thioster 89 (30 mg, 58 mmol) wurde mit einer Mischung aus THF : HCOOH : H.0
(6:3:1, 2 mL) versetzt und bei Raumtemperatur fir 48 h gerlihrt. Anschliefend wurde ges.
NaHCOz-L6sung (5 mL) zugegeben und die wassrige Phase mit EtOAc (3x 5 mL) extrahiert.
Die vereinigten organischen Phasen wurden tber MgSO4 getrocknet und das Losungsmittel
im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wurde mit Toluol kodestilliert und direkt in die néchste

Stufe eingesetzt.

HRMS (ESI) m/z berechnet fiir C1oH3:NOgS [M+H]*: 402.1950, gefunden: 402.1936.

SNAC-Thioester 80

H H O
O OH N Mj(
YY\% oH

C18H29NOsS; M = 387.17 g/mol

Methylester 243 (22 mg, 57.4 umol) wurde in Phosphatpuffer (2 mL, pH 8) vorgelegt und mit
Schweineleberesterase (100 units) versetzt. Die Reaktion wurde 5 d gerihrt und per LC-MS
verfolgt. Anschliellend wurde die wassrige Phase mit EtOAc (3x 1.5 mL) sowie EtOAc/iso-
Propanol (3:1, 1.5 mL) extrahiert und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Das
Rohprodukt wurde per praparativer HPLC (C18-ISIS) (H20:Acetonitril = 80:20 {10 min},
Gradient H>O:Acetonitril = 80:20 — 0:100 {80 min}, H>O:Acetonitril = 0:100 {10 min},
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15 mL/min) gereinigt. 80 wurde als farbloses Ol in 81% Ausbeute (18 mg, 46.5 pmol, tr =
40.0 min) erhalten.

'H NMR (400 MHz, CD.Cly) & 6.07 (bs, 1 H, NH), 5.72-5.81 (m, 1 H, CH=CHCHy), 5.65
(dd, J1 = 15.4 Hz, J, = 6.5 Hz, 1 H, CH=CHCH), 4.24-4.31 (m, 1 H, CHOH), 3.53-3.60 (m,
1 H, CH2CHOH), 3.38-3.48 (m, 2 H, NHCH), 3.04-3.11 (m, 1 H, 1x CH.S), 2.93-3.01 (m,
1H, 1x CH2S), 2.84-2.90 (m, 1 H, CHCH3), 2.75-2.81 (m, 1 H, CHCOOH), 2.44-2.51 (m,
1 H, 1x CH=CHCH), 2.05-2.24 (m, 3 H, 1x CH=CHCH>, CH, 1x CH>CH), 1.97 (s, 3 H,
CH3CO), 1.80-1.92 (m, 2 H, CH.,CHCOOH), 1.58-1.74 (m, 2 H, CH2CH.CH), 1.26-1.34 (m,
1 H, CH2CH2CH), 1.22 (d, J = 7.2 Hz, 3 H, CHCH?3); *C NMR (100 MHz, CD.Cly) & 203.0
(g, 1 C, SCO), 176.6 (q, 1 C, COOH), 171.2 (g, 1 C, CH3CONH) , 134.2 (t, 1C,
CH=CHCHy), 128.4 (t, 1 C, CH=CHCHy), 75.9 (t, 1 C, CH,CHOH), 74.8 (t, 1 C, CHOH),
54.2 (t, 1 C, CHCHs3), 48.9 (t, 1 C, CH), 48.2 (t, 1 C, CHCOOH), 39.1 (s, 1 C, NHCH), 38.9
(s, 1 C, CH=CHCHpy), 30.6 (s, 1 C, CH.CHCOOH), 29.3 (s, 1 C, CH2CH2CH), 28.8 (s, 1 C,
CH2CH2S), 25.7 (s, 1 C, CH2CH2CH), 22.9 (p, 1 C, CH3CO), 14.0 (p, 1 C, CHCH3); HRMS
(ESI) m/z berechnet fuir C1sH29NOgSNa [M+Na]*: 410.1613, gefunden: 410.1653.

11.2.2 Versuchsvorschrift fir die Testreaktion aus Kapitel 5.3

Bis-Methylester E,E-81

C16H26NOg; M = 317.17 g/mol

SNAC-Thioster 80 (0.5 mg, 1.3 pmol) wurde in THF (0.1 mL) und Wasser (0.1 mL) gel6st
und mit 0.5 M NaOH (0.1 mL) versetzt. Die Reaktion wurde 15 min bei Raumtemperatur
gerlhrt und mit Salzs&ure neutralisiert. Im Anschluss wurde die Ldsung in der SPEEDVAC (65
°C) bis zur Trockne eingeengt und anschliefend in Toluol/MeOH (3.5/1) aufgenommen.
TMS-Diazomethan (0.1 mL, 2M in Et2O) wurde zugegeben und die Reaktion fur 15 min
gerihrt.

Die Reaktion wurde per LC-MS verfolgt.
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HRMS (ESI) m/z berechnet fiir C16H26NOsNa [M+Na]*: 337.1627, gefunden: 337.1629.

11.3 Versuchsdurchfiihrungen Ambruticin

11.3.1 Enantioselektive Synthese

Aldehyd 147%

C11H1403; M =194.09 g/mol

DMSO (3.8 mL, 4.0g, 52.9 mmol, 5.2 eq.) wurde in trockenem Dichlormethan (50 mL)
vorgelegt und auf -60 °C gekuhlt. Oxalylchlorid (2.1 mL, 3.1 g, 24.5 mmol, 2.4 eq.) wurde
Uber einen Zeitraum von 7 min zugegeben und die Reaktionsmischung fiir weitere 30 min bei
-60 °C geruhrt. Nachdem Alkohol 145 (2 g, 10 mmol, 1 eq.) zugegeben wurde, wurde die
Reaktion 90 min bei -60°C gerthrt und im Anschluss mit DIPEA (11.4mL, 8.6 g,
67.0 mmol, 6.7 eq.) beendet. Die Losung wurde auf Raumtemperatur aufgewarmt und mit
dest. Wasser (100 mL) versetzt. Die Phasen wurden getrennt und die wassrige Phase mit
Dichlormethan (3x 50 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden (ber
MgSOs getrocknet und das Ldsungsmittel in vacuo entfernt. Das Rohprodukt wurde
saulenchromatographisch an Kieselgel (Petrolether/EtOAc 5:1) gereinigt. Aldehyd 147 (1.4 g,
72.1 mmol) wurde als gelbes Ol in 72% Ausbeute erhalten.

R¢ = 0.67 (Petrolether/EtOAC 2:1); 'H-NMR (200 MHz, CDCl3) § 9.79 (t, J = 1.9 Hz, 1 H,
H-3), 7.22 — 7.27 (m, 2 H, H-3¢), 6.84 — 6.92 (m, 2 H, H-4°), 4.46 (s, 2 H, H-1¢), 3.80 (5, 3 H,
H-6¢), 3.75-3.82 (t, 2 H, H-1), 2.68 (dt, J1 = 6.1 Hz, J> = 1.9 Hz, 2 H, H-2); HRMS (ESI) m/z
berechnet fiir C11H1403Na [M+Na]*: 217.0841, gefunden: 217.0839.

Die spektroskopischen Daten stimmen mit den in der Literatur gefundenen Daten iiberein.®
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Boronat 154°2

COZiPr

! “1CO,iPr
/\/B‘o 2

C13H2:BOs; M = 284.14 g/mol

Trockener Diethylether (25 mL) wurde auf -78 °C gekuhlt und Allylmagnesiumbromid
(26 mL, 25.9 mmol, 0.9 eq., 1 M in Et2O) und Trimethylborat (3 g, 28.9 mmol, 1 eq.) geldst
in Diethylether (25 mL) simultan Uber einen Zeitraum von 30 min zugetropft. Die
Reaktionsmischung wurde fir 3 h bei -78 °C geruhrt und im Anschluss auf Raumtemperatur
erwarmt. Nach der Zugabe von vorgekuhlter Salzsdure (27 mL, 2 M) wurde die Reaktions-
l6sung fur eine Stunde bei Raumtemperatur gerthrt. Die wassrige Phase wurde mit einem
Gemisch aus Diethylether und Dichlormethan (5:1) extrahiert und die vereinigten organischen
Phasen tiber MgSOQOa4 getrocknet. Das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt (nicht bis zur

Trockene) und Allylboronsdaure als gelbe Losung erhalten.

Allylboronséure wurde in Diethylether (40 mL) vorgelegt und mit L-(+)-DIT (3.9 mL, 4.3 g,
18.2 mmol, 0.7 eq. bezogen auf Allylmagnesiumbromid) versetzt. Die Reaktion wurde 16 h
bei Raumtemperatur gertihrt und 1 g MgSOs zugegeben. Das Ldsungsmittel wurde unter
Luftausschluss im Vakuum entfernt und der Riickstand im Hochvakuum destilliert. Produkt
43 wurde als farbloses Ol in 33% Ausbeute (1.7 g, 5.9 mmol) tiber zwei Stufen erhalten und

ohne Charakterisierung direkt in den Folgereaktionen eingesetzt.
Sdp. =115 °C, 0.4 mbar

Die spektroskopischen Daten stimmen mit den in der Literatur gefundenen Daten iiberein.

Alkohol 155%

C14H2003; M = 236.14 g/mol

Boronat 154 (109.8 mg, 0.38 mmol, 1.5 eq.) wurde in trockenem Toluol (0.5 mL) vorgelegt
und mit 4A Molsieb (50 mg) versetzt. Die Reaktionsmischung wurde auf -87 °C gekiihlt und
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Aldehyd 147 gel6st in 0.5 mL Toluol per Spritzenpumpe (0.5 mL/h) zugegeben. Die Reaktion
wurde fir 16 h bei -87 °C gerihrt und durch Zugabe von 1M NaOH (10 mL) und
Diethylether (10 mL) beendet. Die LOsung wurde fir weitere 30 min gerthrt und auf
Raumtemperatur erwdarmt. Die Phasen wurden getrennt, die wassrige Phase mit Diethylether
(3x 10 mL) extrahiert und die vereinigten organischen Phasen tiber MgSQOa getrocknet. Das
Rohprodukt wurde s&dulenchromatographisch an Kieselgel (Petrolether/EtOAc 5:1) gereinigt.
Alkohol 155 (44 mg, 0.19 mmol) wurde als farbloses Ol in 72% Ausbeute und 68% ee

erhalten.

Rt = 0.25 (Petrolether/EtOAc 4:1); [a]o® = -2.6 (¢ = 1.0, CHCIl3); 'H NMR (400 MHz,
CDCl3) 6 7.25 (d, J = 9.0 Hz, 2 H, H-3¢), 6.88 (d, J = 9.0 Hz, 2 H, H-4¢), 5.78-5.88 (m, 1 H,
H-5), 5.09-5.13 (m, 1 H, H-6a), 5.08-5.09 (m, 1 H, H-6b), 4.45 (s, 2 H, H-1¢), 3.83-3.89 (m,
1 H, H-3), 3.80 (s, 3 H, H-6), 3.67-3.72 (m, 1H, H-1a), 3.59-3.64 (m, 1 H, H-1b), 2.89 (bs,
1H, OH), 2.24 (t, J = 6.7 Hz, 2 H, H-4), 1.72-1.77 (m, 2 H, H-2); 13C NMR (400 MHz,
CDClIs) & 159.25 (g, C-5¢), 134.88 (t, C-5), 130.03 (s, C-2¢), 129.34 (q, C-3°), 128.62 (s,
C-39), 117.50 (s, C-6), 113.83 (s, C-4°), 72.94 (s, C-1°), 70.46 (t, C-3), 68.64 (s, C-1), 55.26
(p, C-6°), 41.89 (s, C-4), 35.81 (s, C-2); HRMS (ESI) m/z berechnet fiir C14H2003Na
[M+Na]*: 259.1310, gefunden: 259.1308.

Die spektroskopischen Daten stimmen mit den in der Literatur gefundenen Daten iiberein.®

MOSHER-Ester 156°2

C24H27F305; M = 452,18 g/mol

(S)-MTPA (10 pL, 7.1 mg, 0.03 mmol, 3.0eg.) wurde in trockenem Toluol (0.2 mL)
vorgelegt und auf 0°C gekuhlt. Triethylamin (10 pL, 14.3mg, 0.14 mmol, 3.3eq.),
Trichlorbenzoyl-chlorid (10 pL, 6.5 mg, 0.03 mmol, 3.0 eq.) und DMAP (14 mg, 0.11 mmol,
3.3 eq.) wurden zugegeben und die Reaktionsmischung fur 5 min gertihrt. Nach der Zugabe
von Alkohol 155 gel6st in Toluol (0.2 mL) wurde die Reaktion bei Raumtemperatur fir 16 h
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geruhrt und mit NH4CI-Losung beendet. Die Phasen wurden getrennt und die wassrige Phase
mit Diethylether (3x 5 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden Uber
MgSOs getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wurde
sédulenchromatographisch an Kieselgel (Petroleteher/EtOAc 50:1 — 25:1) gereinigt und 156

(5 mg, 0.011 mmol) als farbloses Ol in 52% Ausbeute und mit einem d.r. von 6.25:1 erhalten.

Rf = 0.23 (Petrolether/EtOAC 8:1); 'H NMR (200 MHz, CDCls) § 7.51-7.56 (m, 2 H, H-
3“/H-4%), 7.35-7.40 (M, 2 H, H-3*/H-4%), 7.21-7.27 (m, 2 H, H-3), 6.86-6.89 (m, 2 H, H-4°),
5.71-5.81 (m, 1 H, H-5), 5.33-5.39 (m, 2 H, H-3, H-6a), 5.08-5.11 (m, 1 H, H-6b), 4.32 (d, J:
= 5.6 Hz, 1 H, H-19), 3.80 (s, 3 H, H-6%), 3.54 (s, 3 H, H-2%), 3.34-3.38 (m, 2 H, H-1a), 3.23-
3.31 (m, 2 H, H-1b), 2.43-2.46 (m, 2 H, H-4), 1.82-1.95 (m, 2 H, H-2).

Die spektroskopischen Daten stimmen mit den in der Literatur gefundenen Daten iiberein.®

Carbonat 157
1 1 OBoc
[oascat
6 o 3
&
C19H280s; M = 336.19 g/mol
Methode A:

Alkohol 156 (300 mg, 1.27 mmol, 1.0 eq.) wurde in trockenem Dichlormethan (2 mL)
vorgelegt. DMAP (3.1 mg, 0.025 mmol, 0.02 eq.), EtsN (70 pL, 51 mg, 5.1 mmol, 0.4 eq.)
und Boc2O (400 pL, 414 mg, 1.9 mmol, 1.5eq.) wurden zugegeben und die Reaktions-
mischung fur vier Stunden bei Raumtemperatur geriihrt. Die Reaktion wurde durch Zugabe
von dest. Wasser beendet und die Phasen getrennt. Die wassrige Phase wurde mit
Dichlormethan (3x 5 mL) extrahiert und die vereinigten organischen Phasen iber MgSO4
getrocknet. Das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt und das Rohprodukt
séulenchromatographisch an Kieselgel (Petrolether/EtOAc 9:1) gereinigt. Produkt 157 wurde
als farbloses Ol in 42% Ausbeute (177 mg, 0.53 mmol) erhalten.
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Methode B:

Alkohol 156 (1 g, 4.23 mmol, 1.0 eg.) wurde in trockenem THF (20 mL) vorgelegt und auf
0 °C gekihlt. Nachdem NaHMDS-L6sung (2.75 mL, 5.5 mmol, 1.3 eq., 2M in THF) langsam
zugetropft wurde, wurde die Reaktionslosung fur 30 min bei 0 °C geruhrt. Nach der Zugabe
von Boc,O (1.2mL, 1.2g, 5.5 mmol, 1.3 eq.) wurde die Reaktionsmischung fur weitere
30 min bei Raumtemperatur geruhrt. Die Reaktion wurde durch Zugabe von ges. NaCl-
Losung beendet und die Phasen getrennt. Die wéssrige Phase wurde mit einem 1:1-Gemisch
aus Diethylether und Petrolether (3x 50 mL) extrahiert und die vereinigten organischen
Phasen ber MgSOs getrocknet. Das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt und das
Rohprodukt sdaulenchromatographisch an Kieselgel (Petrolether/EtOAc 9:1) gereinigt.
Produkt 157 wurde als farbloses Ol in quantitativer Ausbeute (1.39 g, 4.13 mmol) erhalten.

Rt = 0.55 (Petrolether/EtOAc 9:1); [a]p?® = +18.5 (¢ = 1, CHCI3); *H NMR (400 MHz,
CDCls) §7.23-7.27 (m, 3 H, H-3"), 6.85-6.89 (m, 3 H, H-4), 5.73-5.83 (m, 1 H, H-5), 5.05-
512 (M, 2 H, H-6), 4.88 (qt, J1 = 6.4 Hz, 1 H, H-3), 4.42 (s, 2 H, H-1°), 3.80 (s, 3 H, H-6°),
3.45-3.54 (m, 2 H, H-1), 2.37 (t, J = 6.4 Hz, 2 H, H-4), 1.88 (q, J1 = 6.36 Hz, 2 H, H-2), 1.47
(s, 9 H, Boc); 3C NMR (400 MHz, CDCls) & 159.13 (g, C-59), 153.20 (q, Boc), 133.37 (t,
H-5), 130.44 (g, C-2°), 129.27 (t, C-3%), 117.95 (s, C-6), 113.76 (t, C-4°), 73.88 (t, C-3), 72.74
(s, C-19), 66.18 (s, C-1), 55.25 (p, C-6°), 38.93 (s, C-4), 33.86 (s, C-2), 27.78 (p, Boc).

Die spektroskopischen Daten stimmen mit den in der Literatur gefundenen Daten iiberein.%

lodid 158

C15H1910s; M = 406.03 g/mol

Carbonat 157 (1 g, 2.97 mmol, 1.0 eq.) wurde in trockenem Toluol (15 mL) vorgelegt und auf
-78 °C gekunhlt. Unter Lichtausschluss wurde eine I1Br-Losung (4.5 mL, 4.45 mmol, 1.5 eq.,
1 M in CH2Cl) zugetropft und die Reaktionsldsung vier Stunden bei -78 °C gerihrt. Eine
1:1-Mischung aus ges. NaHCOz- und Na»S203-L6sung (50 mL) wurde zugegeben, die Phasen
getrennt und die wéssrige Phase mit Et2O (3x 50 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen
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Phasen wurden (iber MgSQO4 getrocknet und das Ldsungsmittel unter vermindertem Druck
entfernt. Auf Grund der Zersetzung von lodid 158 an Kieselgel wurde das Produkt ohne

Charakterisierung direkt weiter eingesetzt.

HRMS (ESI) m/z berechnet fir C1sH19l0OsNa [M+Na]*: 429.0175, gefunden: 429.0175.

Epoxid 159

C14H2004; M = 252.14 g/mol

lodid 158 (30 mg, 0.07 mmol, 1.0 eq.) wurde in trockenem Methanol (0.6 mL) vorgelegt und
auf 0 °C gekihlt. Kaliumcarbonat (34 mg, 0.22 mmol, 3.0 eq.) wurde zugegeben und die
Reaktionsmischung unter langsamen aufwarmen auf Raumtemperatur fur 16 h geriihrt. Die
Reaktion wurde durch Zugabe von dest. Wasser (2 mL) beendet, die Phasen getrennt und die
wassrige Phase mit CH>Cl, (3x 5 mL) extrahiert. Die vereinten organischen Phasen wurden
uber MgSO4 getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wurde
saulenchromatographisch an Kieselgel (Petrolether/EtOAc 1:1) gereinigt und Produkt 159
(7.3 mg, 0.03 mmol) als farbloses Ol in 43% Ausbeute erhalten.

Rt = 0.35 (Petrolether/EtOAc 1:1); [a]p** = -3.0 (¢ = 0.7, CHCIs); 'H NMR (400 MHz,
CDCls) 8 7.23-7.26 (m, 2 H, H-3°), 6.86-6.89 (m, 2 H, H-4°), 4.46 (s, 2 H, H-1°), 4.02-4.09
(bs, 1 H, H-3), 3.80 (s, 3 H, H-6°), 3.68-3.73 (m, 1 H, H-1a), 3.61-3.68 (m, 1 H, H-1b), 3.07-
3.12 (m, 1 H, H-5), 2.77 (t, J1 = 4.6 Hz, 1 H, H-6a), 2.50 (dd, J; = 2.7 Hz, J> = 4.8 Hz, 1 H, H-
6b), 1.81-1.90 (m, 1 H, H-2a), 1.80-1.81 (m, 1 H, H-2b), 1.75-1.80 (m, 1 H, H-4a), 1.72-1.75
(m, 1 H, H-4b); 3C NMR (400 MHz, CDCls) & 159.28 (g, C-5¢), 129.90 (q, C-2¢), 129.32 (t,
C-39), 113.85 (t, C-4°), 73.00 (s, C-1°), 69.63 (t, C-3), 68.64 (s, C-1), 55.26 (p, C-6°), 49.95 (t,
C-5), 46.62 (s, C-6), 39.79 (s, C-4), 36.28 (s, C-2); HRMS (ESI) m/z berechnet fir
C14H2005Na [M+Na]*: 275.1259, gefunden: 275.1258.
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Epoxid 160

C20H3404Si; M = 366.22 g/mol

Alkohol 159 (50 mg, 0.2 mmol, 1.0 eq.) wurde in trockenem THF (2 mL) vorgelegt. Pyridin
(80 uL, 79 mg, 1.0 mmol, 5.0eq.) und Silbernitrat (51 mg, 0.3 mmol, 1.5eq.) wurden
zugegeben und die Suspension bei Raumtemperatur fir 10 min gerihrt. Nachdem TBSCI
(53 mg, 0.35 mmol, 1.75eq.) zugegeben wurde, wurde die Reaktion weitere 16 h bei
Raumtemperatur geriihrt. Der entstandene Niederschlag wurde abfiltriert und das Filtrat mit
dest. Wasser (4 mL) versetzt. Die Phasen wurden getrennt, die wassrige Phase mit
Diethylether (3x 10 mL) extrahiert und die vereinten organischen Phasen tber MgSOs
getrocknet. Das L&sungsmittel wurde in vacuo entfernt und das Rohprodukt séulen-
chromatographisch an Kieselgel (Petrolether/EtOAc 9:1) gereinigt. Produkt 160 (43 mg,
0.12 mmol) konnte als farbloses Ol in 59% Ausbeute erhalten werden.

Rt = 0.26 (Petrolether/EtOAc 9:1); [a]o? = +8.2 (¢ = 1, CHCI3); *H NMR (400 MHz, CDCls)
87.23-7.27 (m, 2 H, H-3%), 6.85-6.89 (m, 2 H, H-4%), 4.41 (q, J1 = 12.0 Hz, 2 H, H-1°), 4.03-
4.09 (m, 1 H, H-3), 3.80 (s, 3 H, H-6), 3.50-3.55 (m, 2 H, H-1), 3.02-3.06 (M, 1 H, H-5), 2.74
(t, J1 = 4.8 Hz, 1 H, H-6a), 2.43 (dd, J1 = 2.7 Hz, J> = 4.8 Hz, 1 H, H-6b), 1.81-1.87 (m, 2 H,
H-2), 1.68 (t, J1 = 1.7 Hz, 2 H, H-4), 0.88 (s, 9 H, SitBu), 0.06 (s, 6 H, SiMe); *C NMR
(400 MHz, CDCIs) 8 159.13 (g, C-5°), 130.57 (q, C-2%), 129.27 (t, C-3°), 113.77 (t, C-4°),
72.66 (s, C-1°), 67.43 (t, C-3), 66.55 (s, C-1), 55.30 (p, C-6°), 49.24 (t, C-5), 46.80 (s, C-6),
40.44 (s, C-4), 37.11 (s, C-2), 25.82 (p, SitBu), 18.03 (q, SitBu), -4.54 (p, SiMe), -4.74 (p,
SiMe); HRMS (ESI) m/z berechnet fir Ci4H220sNa [M+Na]*: 373.2175, gefunden:
373.2177.
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Polyol 162

OH OH
OH
/©/\O/\/'\)\/
o

C14H2205; M = 270.15 g/mol

Epoxid 159 (400 mg, 1.58 mmol, 1 eqg.) wurde in Ethanol (60 mL) vorgelegt und mit NaOH
(1 M, 120 mL) versetzt. Die Reaktionsldsung wurde auf 80 °C erhitzt und fur 16 h bei 80 °C
geriihrt. Die Reaktion wurde durch Zugabe von dest. Wasser (50 mL) und Dichlormethan
(50 mL) beendet und die Phasen getrennt. Die wassrige Phase wurde mit Dichlormethan
(2x 100 mL) und EtOAc (2x 100 mL) extrahiert und die vereinigten organischen Phasen
wurden Uber MgSOs getrocknet. Das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt und das
Rohprodukt 162 (400 mg, 1.48 mmol) direkt in der nachsten Stufe eingesetzt.

Rf = 0.19 (Petrolether/EtOAc 1:1); HRMS (ESI) m/z berechnet fiir C14H220sNa [M+Na]*:
293.1365, gefunden: 293.1362.

Silylether 164

C32He405Si3; M = 612.41 g/mol

Triol 162 (260 mg, 0.96 mmol, 1 eq.) wurde in trockenem DMF (6 mL) vorgelegt und mit
Imidazol (654 mg, 9.6 mmol, 10 eq.), DMAP (70.86 mg, 0.58 mmol, 0.6 eq.) und TESCI
(975 pL, 869 mg, 5.76 mmol, 6 eq.) versetzt. Die Reaktionsmischung wurde fiir 16 h bei
Raumtemperatur gertihrt und die Reaktion durch Zugabe von dest. Wasser (5 mL) und
Diethylether (10 mL) beendet. Die Phasen wurden getrennt und die organische Phase mit
Salzsdure (1 M, 5 mL) und mit ges. NaHCOz-L6sung (3x 10 mL) gewaschen. Die vereinigten
organischen Phasen wurden tber MgSOs getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum
entfernt. Das Rohprodukt wurde s&ulenchromatographisch an Kieselgel (Petroleteher/EtOAc
50:1) gereinigt und silyliertes Produkt 164 (200 mg, 0.33 mmol) als farbloses Ol in 35%

Ausbeute erhalten.
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Rf = 0.76 (Petrolether/EtOAc 9:1); [a]o?® = +8.6 (c = 1, CHCl3); *H NMR (400 MHz, CDCls)
§7.23-7.27 (m, 2 H, C-3°), 6.85-6.88 (M, 2 H, H-4°), 4.41 (s, 2 H, H-1°), 3.96-4.02 (m, 1 H,
H-3), 3.80 (s, 3 H, H-6°), 3.72-3.78 (m, 1 H, H-5), 3.48.3.55 (m, 3 H, H-1, H-6a), 3.39-3.43
(m, 1 H, H-6b), 1.82-1.90 (m, 1 H, H-2a), 1.64-1.76 (m, 2 H, H-2b, H-4a), 1.52-1.60 (m, 1 H,
H-4b), 0.91-0.96 (m, 27 H, SiEt), 0.55-0.62 (m, 18 H, SiEt); 1*C NMR (400 MHz, CDCls) §
159.05 (g, C-5°), 130.83 (g, C-2¢), 129.22 (t, C-3¢), 113.67 (t, C-4°), 72.60 (s, C-1¢), 70.55 (t,
C-5), 67.43 (t, C-3), 66.86 (s, C-6), 66.78 (s, C-1), 55.28 (p, C-6°), 42.73 (s, C-4), 36.97 (s,
C-2), 6.92 (p, SiEt), 6.76 (p, SiEt), 5.08 (s, SiEt), 5.03 (s, SiEt), 4.34 (s, SiEt); HRMS (ESI)
m/z berechnet fiir C32HesOsSizNa [M+Na]*: 635.3959, gefunden: 635.3962.

SWERN-Oxidation

TES. _TES
O O

A~ _oTES
ore
“ TES., o TES

Trockenes Dichlormethan (1 mL) und trockenes DMSO (30 pL, 33 mg, 423.9 umol, 5.2 eq.)
wurden vorgelegt und auf -78 °C gekiihlt. Nach der Zugabe von Oxalylchlorid (18 pL, 24 mg,
196 pmol, 2.4 eq.) wurde die Reaktionslosung fir 30 min bei -78 °C gerthrt. Silyliertes
Polyol 164 (50 mg, 81.5 umol, 1 eq.) wurde geldst in trockenem Dichlormethan (0.5 mL) zu
der Reaktionsmischung zugegeben und diese fiir 90 min bei -78 °C gerlhrt. Nach der Zugabe
von trockenem DIPEA (300 pL) wurde die Reaktionsldsung auf Raumtemperatur aufgewarmt
und die Reaktion mit dest. Wasser (5 mL) beendet. Die Phasen wurden getrennt und die
wassrige Phase mit Dichlormethan (3x 5 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen
wurden Gber MgSO4 getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt
wurde saulenchromatographisch an Kieselgel (Petrolether/EtOAc 50:1) gereinigt. Als
Hauptprodukt wurde Hemiacetal 165 (10 mg, 40 pumol) als farbloses Ol in 50% Ausbeute
erhalten. Aldehyd 166 (3 mg, 6 pmol) wurde als farbloses Ol in 7% Ausbeute erhalten.
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Hemiacetal 165

R = 0.35 (Petrolether/EtOAc 9:1); [a]p?® = +12.2 (¢ = 1, CHCI3); *H NMR (400 MHz,
CDCl) 8 7.22-7.27 (m, 2 H, H-3%), 6.85-6.88 (m, 2 H, H-4¢), 4.43 (s, 2 H, H-1¢), 4.06-4.23
(m, 2 H, H-3, H-6), 3.80 (p, 3 H, H-6), 3.70 (dt, J = 1.21, 6.49 Hz, 2 H, H-1), 3.56 (dd, J =
5.46, 9.91 Hz, 1 H, H-4a), 3.39 (dd, J; = 6.5 Hz, J2 = 9.9 Hz, 1 H, H-4b), 2.71-2.75 (m, 2 H,
H-2), 1.77-1.86 (m, 1 H, H-5); *C NMR (400 MHz, CDCls) & 207.74 (t, C-6), 159.18 (q,
C-59), 130.28 (q, C-2°), 129.29 (t, C-3°), 113.75 (t, C-4°), 72.84 (s, C-1°), 69.54 (t, C-5),
66.74 (t, C-3), 64.80 (s, C-1), 55.25 (p, C-1°), 48.24 (s, C-4), 44.35 (s, C-2), 6.79 (p, SiEY),
6.72 (p, SiEt), 4.83 (s, SiEt), 4.28 (s, SiEt); HRMS (ESI) m/z berechnet fir C2oH3405SiNa
[M+Na]*: 405.2065, gefunden: 405.2073.

Aldehyd 166

Rt = 0.76 (Petrolether/EtOAC 9:1); [a]p?® = +17.3 (¢ = 0.3, CHCIs3); 'H NMR (400 MHz,
CDCl3) 69.58 (d, J1 = 1.5 Hz, 1 H, H-6), 7.24 (d, J1 = 8.6 Hz, 2 H, H-3¢), 6.87 (d, J1 = 8.6
Hz, 2 H, H-4%), 4.40 (s, 2 H, H-1¢), 4.05-4.14 (m, 2 H, H-3, H-5), 3.80 (s, 3 H, H-1¢), 3.49 (t,
J1 =6.5Hz, 2 H, H-1), 1.78-1.86 (m, 4 H, H-2, H-4), 0.92-0.96 (m, 18 H, SiEt), 0.56-0.63 (m,
12 H, SiEt); 1*3C NMR (400 MHz, CDCls) & 203.79 (t, C-6), 159.31 (g, C-5%), 130.57 (q,
C-29), 129.36 (t, C-3), 113.77 (t, C-4°), 74.74 (s, C-1°), 72.47 (t, C-5), 66.72 (t, C-3), 65.51
(s, C-1), 55.37 (p, C-6%), 41.00 (s, C-4), 36.76 (s, C-2), 6.88 (p, SiEt), 6.71 (p, SiEt), 5.06 (s,
SiEt); HRMS (ESI) m/z berechnet fiir C2sH4gOsSi2Na [M+Na]*: 519.2938, gefunden:
519.2937.
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Acetonid 167

C17H2605; M = 310.18 g/mol

Triol 162 (50 mg, 185 umol, 1 eq.) wurde in trockenem Aceton (540 pL) vorgelegt und auf
0 °C gekuhlt. Die Reaktionslésung wurde mit 2,2-Dimethoxypropan (540 uL, 462 mg,
4.44 mmol, 24 eq.) und einer katalytischen Menge CSA versetzt und bei 0 °C fir 16 h
geriihrt. Die Reaktion wurde durch Zugabe von ges. NaHCOs-Lsg. (10 mL) beendet und die
Phasen getrennt. Die wassrige Phase wurde mit EtOAc (3x 10 mL) extrahiert und die
vereinigten organischen Phasen uber MgSOs getrocknet. Das Losungsmittel wurde im
Vakuum entfernt und das Rohprodukt sdulenchromatographisch an Kieselgel
(Petrolether/EtOAC 9:1) gereinigt. Acetonid 167 (30 mg, 96.7 mmol) wurde als farbloses Ol

in 52% Ausbeute erhalten.

R¢ = 0.33 (Petrolether/EtOAC 4:1); 'H NMR (400 MHz, CDCls) & 7.25 (d, J = 8.88 Hz, 2 H,
H-3¢), 6.87 (d, J1 = 8.9 Hz, 2 H, H-4), 4.42 (d, J1 = 3.0 Hz, 2 H, H-1°), 4.01-4.08 (m, 2 H,
H-3, H-5), 3.80 (s, 3 H, H-6°), 3.43-3.59 (m, 3 H, H-1, H-6a), 3.26-3.33 (m, 1 H, H-6b), 1.70-
1.82 (m, 3 H, H-2, H-4a), 1.44-1.70 (m, 1 H, H-4b), 1.39 (s, 3 H, H-8a), 1.33 (s, 3 H, H-8b);
13C NMR (400 MHz, CDCls3) d 159.15 (g, C-5¢), 130.72 (g, C-2°), 129.45 (t, C-3%), 113.92 (t,
C-4°), 98.58 (q, C-7), 74.45 (s, C-6), 72.69 (s, C-1°),66.92 (t, C-3, C-5), 65.92(s, C-1), 55.40
(p, C-6°), 36.73 (s, C-2), 34.00 (s, C-4), 30.29 (p, C-8a), 19.83 (p, C-8b); HRMS (ESI) m/z
berechnet fiir C17H260sNa [M+Na]*: 333.1678, gefunden: 333.1678.
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11.3.2 Versuchsvorschriften der diastereoselektiven Synthese

Aldolprodukt 182135136.137

C9H1404; M = 186.09 g/mol
Methode A:

Natriumhydrid (0.41 g, 10.32 mmol, 1.2 eq., 60% in Mineral6l) wurde in trockenem THF
(20 mL) vorgelegt und auf 0 °C gekunhlt. Acetoacetat (0.93 mL, 1 g, 8.6 mmol, 1 eq.) wurde
zugegeben und die Reaktionslésung fiir 30 min bei 0 °C geriihrt bis die Gasbildung beendet
war. Nach der Zugabe von nBuLi (3.78 mL, 9.46 mmol, 1.1 eq., 2.5 M in Hexan) wurde die
Reaktion fur weitere 10 min bei 0°C gerlihrt bevor Crotonaldehyd (0.78 mL, 0.66 g,
9.46 mmol, 1.1 eq.) zugegeben wurde. Nachdem die Reaktionsmischung fiir 10 min bei 0 °C
geruhrt wurde, wurde die Reaktion durch die Zugabe von ges. NH4CIl-Losung (20 mL)
beendet. Die Phasen wurden getrennt und die wassrige Phase mit EtOAc (3x 20 mL)
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden Uber MgSOs getrocknet und das
Losungsmittel im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch an
Kieselgel (Petrolether/EtOAc 9:1) gereinigt und Aldolprodukt 182 (1.4 g, 7.5 mmol) als

farbloses Ol in 87% Ausbeute erhalten. Das Aldolprodukt lag als Enantiomerenpaar vor.

Methode B:

Natriumhydrid (0.41 mg, 10.3 mmol, 1.2 eq., 60% in Mineral6l) wurde in trockenem THF
(20 mL) vorgelegt und auf 0 °C gekuhlt. Acetoacetat (0.93 mL, 1 g, 8.6 mmol, 1 eq.) wurde
zugegeben und die Reaktionsldsung fiir 30 min bei 0 °C geriihrt bis die Gasbildung beendet
war. Die Reaktionsmischung wurde auf -78 °C gekuhlt und nBuLi (3.78 mL, 9.5 mmol,

1% S, N. Huckin, L. Weiler Can. J. Chem. 1974, 52, 2157-2164.

136 F. G. Kathawala, B. Prager, K. Prasad, O. Repi¢, M. J. Shapiro, R. S. Stabler, L.
Weiler Helv. Chim. Acta 1986, 69, 803-805.

137 K.-M. Chen, G. E. Hardtmann, K. Prasad, O. Repi¢, M. J. Shapiro Tetrahedron Lett.
1987, 28, 155-158.
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1.1eq., 25M in Hexan) zugegeben. Nachdem die Reaktion fir 30 min bei -78°C
gertihrtwurde, wurde Crotonaldehyd (0.78 mL, 0.66 g, 9.5 mmol, 1.1eq.) zugefiigt. Die
Reaktionsldsung wurde flr weitere 4 h bei -78 °C gerthrt und die Reaktion durch die Zugabe
von ges. NH4Cl-Lsg. (20 mL) beendet. Die Phasen wurden getrennt und die wéssrige Phase
mit EtOAc (3x 20 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden Gber MgSOa4
getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wurde
sédulenchromatographisch an Kieselgel (Petrolether/EtOAc 9:1) gereinigt und Aldolprodukt
182 (1.6 g, 8.6 mmol) als farbloses Ol in quantitativer Ausbeute erhalten. Das Aldolprodukt

lag als Enantiomerenpaar vor.

Rf = 0.3 (Petrolether/EtOAc 4:1); H NMR (400 MHz, CDCls) §5.67-5.76 (m, 1 H, H-7),
5.47 (dd, J1 = 6.7 Hz, 1 H, H-6), 4.53 (bs, 1 H, H-5), 3.73 (s, 3 H, H-1°), 3.49 (s, 2 H, H-2),
2.71-2.75 (m, 2 H, H-4), 1.67 (d, J1 = 7.2 Hz, 3 H, H-8); 3C NMR (400 MHz, CDCls) &
202.70 (g, C-3), 167.30 (g, C-1), 131.69 (t, C-6), 127.47 (t, C-7), 68.43 (t, C-5), 52.37 (p,
C-1%), 49.68 (s, C-2), 49.62 (s, C-4), 1757 (p, C-8); HRMS (ESI) m/z berechnet flr
CoH1604Na [M+Na]*: 209.0790, gefunden: 209.0787.

Diol 180

CoH1604; M = 188.11 g/mol

Aldolprodukt 182 (1 g, 5.3 mmol, 1 eq.) wurde in trockenem THF (30 mL) und trockenem
Methanol (7.5 mL) vorgelegt und auf -78 °C gekihlt. Diethylmethoxyboran (5.9 mL,
5.9 mmol, 1.1 eq., 1 M in THF) wurde zugegeben und die Reaktionsmischung fur 45 min bei
-78 °C geruhrt. Nachdem Natriumborhydrid (0.22 g, 5.9 mmol, 1.1 eq.) verteilt auf zwei
Portionen zugegeben wurde, wurde die Reaktionslosung fir 5 h bei -78 °C geriihrt. Die
Reaktion wurde durch Zugabe von Essigsédure (20 mL, 1 M) beendet und die Ldsung fir
weitere 15 min bei Raumtemperatur geriihrt. Die Phasen wurden getrennt und die wassrige
Phase mit EtOAc (3x 40 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit ges.
NaHCOs-Ldsung gewaschen und Gber MgSO4 getrocknet. Das Rohprodukt wurde séulen-
chromatographisch an Kieselgel (Petrolether/EtOAc 9:1) gereinigt und Diol 180 (987 mg,
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5.2 mmol) als farbloses Ol in quantitativer Ausbeute erhalten. Das Produkt lag als Gemisch

beider enantiomeren syn-Diole vor.

Rf = 0.52 (Petrolether/EtOAC 4:1); *H NMR (400 MHz, CDCls) §5.70-5.79 (m, 1 H, H-7),
5.42-5.48 (m, 1 H, H-6), 4.38, 4.45 (m, 2 H, H-3, H-5), 3.71 (s 3 H, H-1°), 2.63 (dd, J. = 6.8
Hz, J» = 15.7 Hz, 1 H, H-2a), 2.45 (dd, J1 = 6.8 Hz, J> = 15.5 Hz, 1 H, H-2b), 2.02 (dt, J1 =
2.8 Hz, J» = 13.8 Hz, 1 H H-4a), 1.71 ( d, J1 = 6.5 Hz, 3 H, H-8), 1.40-1.53 (m, 1 H, H-4b);
13C NMR (400 MHz, CDCls) & 171.18 (g, C-1), 131.73 (t, C-6), 127.16 (t, C-7), 71.62 {t,
C-3), 67.82 (t, C-5), 51.70 (p, C-1°), 41.95 (s, C-2), 38.70 (s, C-4), 17.62 (p, C-8); HRMS
(ESI) m/z berechnet fiir CoH1604Na [M+Na]*: 211.0946, gefunden: 211.0942.

Acetonid 183

/\/:\/:\)J\/T
X 10

8 5 3
C12H2004; M = 228.14 g/mol

Diol 180 (2 g, 10.6 mmol, 1eq.) wurde in trockenem Aceton (40 mL) vorgelegt und mit
2,2-Dimethoxypropan (32 mL, 27 g, 255 mmol, 24 eq.) versetzt. Nach der Zugabe einer
katalytischen Menge CSA wurde die Reaktionslésung fir 16 h bei Raumtemperatur gerihrt.
Die Reaktion wurde durch Zugabe von ges. NaHCOs-Ldsung beendet und die Phasen wurden
getrennt. Die wassrige Phase wurde mit EtOAc (3x 50 mL) extrahiert und die vereinigten
organischen Phasen Uber MgSO4 getrocknet. Das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt
und das Rohprodukt sdaulenchromatographisch an Kieselgel (Petrolether/EtOAc 50:1)
gereinigt. Das Produkt (1.4 g, 6.1 mmol) wurde als farbloses Ol in 58% Ausbeute erhalten.

Acetonid 183 lag als syn-Enantiomerenpaar vor.

R = 0.4 (Petrolether/EtOAC 4:1); H NMR (400 MHz, CDCls) §5.61-5.81 (m, 1 H, H-7),
5.38-5.56 (m, 1 H, H-6), 4.26-4.42 (m, 2 H, H-3, H-5), 3.69 (s, 3 H, H-1°), 2.32-2.65 (m, 2 H,
H-2), 1.71-1.75 (m, 3 H, H-4a, H-8), 1.54 (s, 3 H, H-10a), 1.49 (s, 3 H, H-10b), 1.20-1.37 (m,
1 H, H-4a); *C NMR (400 MHz, CDCls) & 171.40 (g, C-1), 131.50 (t, C-6), 128.03 (t, C-7),
98.88 (g, C-9), 69.99 (t, C-3), 65.69 (t, C-5), 51.67 (p, C-1°), 41.21 (s, C-2), 36.62 (s, C-4),
30.13 (p, C-10a), 19.77 (p, C-10b), 17.78 (p, C-8); HRMS (ESI) m/z berechnet fir
C12H2004Na [M+Na]™: 251.1259, gefunden: 251.1260.
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Aldehyd 179

34

o O O

Ov\/:\)Lo/
C10H1605; M = 216.10 g/mol

Acetonid 179 (1.4g, 6.1 mmol, 1eq.) wurde in Dichlormethan (15 mL) vorgelegt und
auf -78 °C gekuhlt. Zuvor durch elektrische Ladung erzeugtes Ozon wurde durch die
Reaktionslosung geleitet bis eine Blaufarbung der Lésung bestehen blieb. Uberschiissiges
Ozon wurde durch gasformigen Sauerstoff vertrieben und die Reaktion bei -78 °C mit
Dimethylsulfid (5 mL) beendet. Das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt und Aldehyd
179 (1.32 g, 6.1 mmol) als farbloses Ol mit quantitativem Umsatz erhalten. Das Rohprodukt
wurde direkt weiter in die néchste Stufe eingesetzt.

Dien 198

1
9o 7 2
~

1] Y Y5310

C16H2604; M = 282.18 g/mol

2
0”0 o

WITTIG-Salz 205 (3.5 g, 8.14 mmol, 2.2 eq.) wurde in trockenem THF (32 mL) vorgelegt und
auf -78 °C gekuhlt. nBuLi (2.2 mL, 5.5 mmol, 1.5 eq., 2.5 M) wurde zugegeben und die
Reaktionslosung 1 h bei -78 °C geruihrt. Nach der Zugabe von Aldehyd 179 (0.8 g, 3.7 mmol,
1 eq.) wurde die Reaktionsmischung fur 16 h gerthrt. Die Reaktion wurde durch Zugabe von
dest. Wasser beendet und die Phasen wurden getrennt. Die wassrige Phase wurde mit
Dichlormethan (3x 50 mL) extrahiert und die vereinigten organischen Phasen iber MgSO4
getrocknet. Das LoOsungsmittel wurde im Vakuum entfernt und das Rohprodukt
sdulenchromatograpisch an Kieselgel (Petrolether/EtOAc 9:1) gereinigt. WITTIG-Produkt 198
(0.4 g, 1.48 mmol) wurde als farbloses Ol in 40% Ausbeute erhalten.

R¢ = 0.58 (Petrolether/EtOAc 4:1); 'H NMR (400 MHz, CDCl3) 6 6.24 (dd, J1 =11.0 Hz, J2 =
15.2 Hz, 1 H, H-8), 6.03 (t, J1 = 11.0 Hz, 1 H, H-7), 5.71 (dd, J. = 7.0 Hz, J» = 15.2 Hz, 1 H,
H-9), 5.23 (dd, J; = 8.2 Hz, J, = 11.0 Hz, 1 H, H-6), 4.81-4.86 (m, 1 H, H-5), 4.35-4.42 (m,
1H, H-3), 3.69 (s, 3 H, H-1°), 2.57 (dd, J1 = 7.0 Hz, J, = 15.5 Hz, 1 H, H-2a), 2.33-2.43 (m,
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2 H, H-2b, H-10), 1.58-1.63 (m, 1 H, H-4a), 1.54 (s, 3 H, H-10a), 1.41 (s, 3 H, H-10b), 1.28-
1.39 (m, 1 H, H-4b), 1.03 (s, 3 H, H-11a), 1.01 (s, 3 H, H-11b); 13C NMR (400 MHz, CDCl5)
5 171.39 (q, C-1), 144.63 (t, C-9), 131.15 (t, C-6), 128.48 (t, C-7), 122.02 (t, C-8), 98.95 (q,
C-12), 65.70 (t, C-3), 65.63 (t, C-5), 51.67 (p, C-1°), 41.18 (s, C-2), 36.50 (s, C-4), 31.38 {(t,
C-10), 30.16 (p, C-13a), 22.21 (g, C-11), 19.73 (p, C-13b); HRMS (ESI) m/z berechnet fir
C16H2604Na [M+Na]*: 305.1729, gefunden: 305.1729.

Diol 211

C13H2204; M = 242.15 g/mol

Dien 198 (200 mg, 0.83 mmol, 1 eq.) wurde in trockenem Methanol (15 mL) vorgelegt und
PPTS (207 mg, 0.83 mmol, 1 eq.) zugegeben. Die Reaktion wurde fur 16 h bei
Raumtemperatur gertihrt und durch die Zugabe von ges. NaHCOs-Lsg. beendet. Die Phasen
wurden getrennt und die wassrige Phase wurde mit EtOAc (3x 5 mL) extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen wurden ber MgSO4 getrocknet und das Lésungsmittel im

Vakuum entfernt. Das Rohprodukt 211 wurde direkt weiter in der nichsten Stufe eingesetzt.

Dienséure 140

C12H2004; M = 228.14 g/mol

Diol 211 (200 mg, 0.8 mmol, 1 eq.) wurde in Ethanol (2 mL) vorgelegt und mit Natronlauge
(0.1 mL, 1 M) versetzt. Die Reaktionslésung wurde fur 2 h bei Raumtemperatur geriihrt. Nach
der Zugabe von CaCl>-Lsg. (1 mL, 2.5 M) wurde die Reaktionsmischung flr weitere 2 h bei
Raumtemperatur gertihrt. Der ausgefallene Feststoff wurde abfiltriert und im Vakuum
getrocknet. Das Rohprodukt wurde per HPLC (C18-ISIS) (H.O:MeCN = 95:5 {5 min},
Gradient H,O:MeCN = 95:5 — 45:55 {35 min}, Gradient H,O:MeCN = 45:55 — 15:85
{25 min}, Gradient H,O:MeCN = 15:85 — 0:100 {15 min}, H2O:MeCN = 0:100 {20 min},
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2.5 mL/min) gereinigt. 140 wurde als weil3er Feststoff (40 mg, 0.18 mmol, tr = 8 min) in 22%

Ausbeute Uiber zwei Stufen erhalten.

'H NMR (500 MHz, MeOH-ds) & 6.40 (dd, J1 = 11.0 Hz, J> = 15.3 Hz, 1 H, H-8), 6.01 (t J1 =
11.0 Hz, 1 H, H-7), 5.68 (dd, J1 = 7.3 Hz, J» = 15.3 Hz, 1 H, H-9), 5.24 (t, J1 = 9.9 Hz, 1 H,
H-6), 4.79 (g, J1 = 7.3 Hz, 1 H, H-5), 3.99-4.04 (m, 1 H, H-3), 2.28-2.40 (m, 3 H, H-10, H-2a.
H-2b), 1.75-1.81 (m, 1 H, H-4), 1.53-1.58 (m, 1 H, H-4), 1.03 (s, 3 H, H-11), 1.01 (s, 3 H,
H-11); 3C NMR (125 MHz, MeOH-d.) & 181.83 (q, C-1), 144.61 (t, C-9), 132.47 (t, C-6),
131.44 (t, C-7), 123.94 (t, C-8), 68.35 (t, C-3), 66.84 (t, C-5), 45.40 (s, C-2), 45.14 (s, C-4),
32.59 (t, C-10), 22.75 (p, 2x C-11); HRMS (ESI) m/z berechnet fir Ci2H1904 [M-H]:
227.1283, gefunden: 227.1283.

11.3.3 Versuchsvorschriften zur Herstellung des JuLIA-KoCIENSKI-Sulfons

(E)-4-Methylpent-2-en-1-ol (195)

WOH
CeH120; M =100.09 g/mol

Ester 194 (5 g, 39 mmol, 1 eq.) wurde in trockenem Dichlormethan (175 mL) vorgelegt und
auf -78 °C gekihlt. DiBAI-H (113 mL, 113 mmol, 2.9 eqg., 1 M in Hexan) wurde langsam
zugegeben und die Reaktionslésung fir 1 h bei -78 °C gerlhrt. Nach der Zugabe von ges. Na-
K-Tartrat-Lsg. (100 mL) wurde die Reaktionsmischung fiir weitere 24 h bei Raumtemperatur
geruhrt. Die Phasen wurden getrennt und die wassrige Phase mit Dichlormethan (3x 100 mL)
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden Uber MgSOas getrocknet und das
Losungsmittel im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wurde direkt weiter in die nachste Stufe

eingesetzt.
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(E)-1-Bromo-4-methylpent-2-en (196)

CeH1u1Br; M = 162.00 g/mol

NBS (10.5 g, 59 mmol, 1.5 eq.) wurde in trockenem Dichlormethan (150 mL) vorgelegt und
auf 0 °C gekdahlt. Dimethylsulfid (5.2 mL, 4.5 g, 72 mmol, 1.9 eq.) wurde zugegeben und die
Reaktionslosung auf -20 °C gekihlt. Alkohol 195 (3.9 g, 39 mmol, 1 eq.) wurde gel6st in
Dichlormethan zugetropft und die Reaktionsmischung fur 2 h bei 0 °C geruhrt. Nachdem die
Reaktion fir weitere 2 h bei Raumtemperatur gerthrt wurde, wurde die Reaktionsmischung
auf Eis gekippt und die Phasen getrennt. Die wassrige Phase wurde mit Diethylether (3x 100
mL) extrahiert und die vereinigten organischen Phasen Uber MgSOas getrocknet. Das
Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt und das Rohprodukt sédulenchromatographisch an
Kieselgel (Petrolether/EtOAc 50:1) gereinigt. Bromid 196 (4.2 g, 25.9 mmol) wurde als
farbloses Ol in 67% Ausbeute tiber zwei Stufen erhalten.

Rt = 0.7 (Cyclohexan); *H NMR (400 MHz, CDCls) 6 555-5.81 (m, 2 H, H-2, H-3), 3.95 (dd,
J=0.56, 6.65 Hz, 2 H, H-1), 2.25-2.41 (m, 1 H, H-4), 1.02 (s, 3 H, H-5a oder H-5b), 0.98 (s,
3 H, H-5a oder H-5b).

Die spektroskopischen Daten stimmen mit den in der Literatur gefundenen Daten tiberein.*®

(E)-5-[(4-Methylpent-2-en-1-y)thiol-1-phenyl-1H-tetrazol (197)

Ph
‘N-N

3 1 N
5a Y\/\S/»]'L\Nl

5b
C13H16N4S; M = 260.11 g/mol

Natriumhydrid (1.1 g, 28 mmol, 1 eq., 60% in Mineral6l) wurde in trockenem DMF (30 mL)
vorgelegt und auf 0 °C gekuihlt. PTSH (4.9 g, 28 mmol, 1 eq.) wurde gel6st in DMF (10 mL)

langsam zugegeben und die Reaktionsldsung 10 min bei Raumtemperatur geruhrt. Nach der

138 D.J. Vyas, M. Oestreich Chem. Commun. 2010, 46, 568-570.
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Zugabe von Bromid 196 (4.5 g, 28 mmol, 1 eq.) gelést in DMF (10 mL) wurde die
Reaktionsmischung fir 16 h bei Raumtemperatur gertihrt. Die Reaktion wurde durch die
Zugabe von dest. Wasser (50 mL) beendet und die Phasen getrennt. Die wéssrige Phase
wurde mit Diethylether (3x 50 mL) extrahiert, die vereinigten organischen Phasen mit ges.
NaHCOs- und NaCl-Lsg. gewaschen und ber MgSO4 getrocknet. Das Ldsungsmittel wurde
in vacuo entfernt und das Rohprodukt sdulenchromatographisch an Kieselgel (Petrolether
/EtOAC 50:1) gereinigt. Tetrazol 197 (5 g, 19 mmol) wurde als farbloses Ol in 68% Ausbeute

erhalten.

Rt = 0.38 (Petroleter/EtOAc 9:1); *H NMR (400 MHz, CDCls) & 7.51-7.59 (m, 5 H, Ph),
5.75-5.81 (m, 1 H, H-3), 5.51-5.59 (m, 1 H, H-2), 3.99 (d, J; = 7.16 Hz), 2 H, H-1), 2.28 (st,
J1=6.62 Hz, 1 H, H-4), 0.97 (s, 3 H, H-5a oder H-5b), 0.95 (s, 3 H, H-5a oder H-5b); 13C
NMR (100 MHz, CDCls) & 144.10 (g, C-1¢), 130.05 (t, C-3), 129.74 (t, Ph) , 123.87 (t, Ph),
119.87 (t, C-2), 35.80 (s, C-1), 30.84 (t, C-4), 21.98 (p, C-5a und C-5b).

(E)-5-[(4-Methylpent-2-en-1-yl)sulfonyl]-1-phenyl-1H-tetrazol (170)

w
N
Z

5a

>

Y\/\S 1'\Nl
/7N
[OJN©)

5b
C13H16N40,S; M = 292.01 g/mol

Tetrazol 197 (2.5 g, 9.6 mmol, 1 eq.) wurde in trockenem Dichlormethan (30 mL) vorgelegt
und mit NaHCOs3 (4g, 48 mmol, 5 eq.) sowie mCPBA (3 g, 12 mmol, 1.3 eq.) versetzt. Die
Reaktionsmischung wurde flr 24 h bei Raumtemperatur geriihrt und im Anschluss tber Celite
filtriert. Der Ruckstand wurde mit ges. Na»S203- (2x, 20 mL) und ges. NaCl-Losung. (2x
20 mL) gewaschen und Uber MgSOs getrocknet. Das LoOsungsmittel wurde im Vakuum
entfernt, das Rohprodukt in wenig Dichlormethan aufgenommen und mit Hexan ausgeféllt.
Produkt 170 (1.7 g, 5.8 mmol) wurde als weil3er Feststoff in 60% Ausbeute erhalten.

'H NMR (400 MHz, CDCls) § 7.56-7.69 (m, 5 H, Ph), 5.92 (ddt, J; = 1.1 Hz, J» = 6.7 Hz, J3
= 15.5 Hz, 1 H, H-3), 5.34-5.50 (m, 1 H, H-2), 4.35 (dt, J1 = 0.8 Hz, J» = 7.3 Hz, 2 H, H-1),
2.33 (st, J1 = 6.65 Hz, 1 H, H-4), 0.97 (s, 3 H, H-5a oder H-5b), 0.94 (s, 3 H, H-5a oder H-
5b), 13C NMR (100 MHz, CDCls) § 151.86 (t, C-3), 131.42 (g, C-1°), 129.63 (t, Ph), 110.0 (t,
C-2), 59.85 (s, C-1), 31.39 (t, C-4), 21.59 (p, C-5).
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11.3.4 Versuchsvorschriften zur Herstellung des WITTI1G-Salzes

(E)-(4-Methylpent-2-en-1-yDtriphenylphosphoniumbromid (205)

31
© o

5a
Y\/\Pphg B

5b
C24H26BrP; M = 424.10 g/mol

Bromid 196 (4.2 g, 25.9 mmol, 1 eq.) wurde in trockenem Toluol (10 mL) vorgelegt und PPh3
(6.8 g, 25.9 mmol, 1 eq.) wurde zugegeben. Die Reaktionmischung wurde auf 100 °C
erwarmt und fur 16 h bei 100 °C gerlhrt. Der ausgefallene Feststoff wurde filtriert, mit
Petrolether (50 mL) gewaschen und im Vakuum getrocknet. Phosphoniumsalz 205 (6.5 g,
15.3 mmol) wurde als weier Feststoff in 59% Ausbeute erhalten.

IH NMR (400 MHz, CDCl3) § 7.62-7.91 (m, 5 H, Ph), 5.71-5.85 (m, 1 H, H-3), 5.14-5.31 (m,
1 H, H-2), 4.73 (dd, J; = 7.3 Hz, J2 = 14.5 Hz, 2 H, H-1), 2.13-2.27 (m, 1 H, H-4), 0.84 (s,
3 H, H-5a oder H-5b), 0.81 (s, 3 H, H-5a oder H-5b); 3C NMR (100 MHz, CDCls) 5 134.88
(g, Ph), 134.08 (t, Ph), 133.92 (t, Ph), 130.29 (t, Ph), 130.18 (t, Ph), 118.67 (t, C-3), 117.85 (t,
C-2), 31.57 (s, C-1), 27.72 (t, C-4), 21.72 (p, C-5a und C-5b).

Die spektroskopischen Daten stimmen mit den in der Literatur gefundenen Daten tiberein.**

139 J. M. Clough, H. Dube, B. J. Martin, G. Pattenden, K. S. Reddy, I. R. Waldron Org.
Biomol. Chem. 2006, 4, 2906-2911.
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12.1 Gerate
Tabelle 8: Geréte.
Beschreibung Firma
Autoklaven
Autoklav VX-95 SYSTEC
Autoklav VX-150 SYSTEC
Geldokumentation
Gel Doc™ XR+ Bio-RAD
Alpha Digi Doc™ Biozym
Gelkammern
Gelkammer Mini PROTEAN Tetra System Bio-RAD

GelkammerComPhor Mini

PerfectBlue Gelsystem Mini S

PerfectBlue Gelsystem Midi S
Heizblocke

Heizblock Blockthermostat tcr 100

Thermoblock Thermostat 5320

Thermomixer Comfort
Inkubatoren

HEPATHERM Inkubator

Inkubator VT5042EK
Netzteile

Power Supply E833

Power Supply E835
pH-Meter

Checker

pHenominal™ pH 100L
Photometer

Elisa Reader Mithras LB 940

Bl0zYM SCIENTIFIC GMBH
PEQLAB

PEQLAB

ROTH

EPPENDORF

EPPENDORF

THERMO SCIENTIFIC

HERAEUS

CONSORT

CONSORT

HANNA

VWR

BERTHOLD TECHNOLOGIES
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FoodALYT Photometer

Photometer UV-1601 PC Spektrophotometer

SPECTRA max 384 Plus
Proteinreinigung

AKTA™ pure, mit UV-Dektor U9-L

mit Leitfahigkeitsdetektor C9, HisTrap™ FF 5x5mL

Reinstwassersystem
BARNSTEA GENPUREPRO
Schiittler

CH-4103

Innova 4900 Multi-Tier Environmental Shaker

INNOVA® 44 INCUBATOR SHAKER SERIES

EXCELLA E24 INCUBATOR SHAKER SERIES
Sonstige Geréte

Clean Bench SAFE 2020

NanoDrop 1000

Nanodrop DS-11 + Spektrophotometer

SpeedvacConcentrator 5301

Vortex-Genie 2
UV-Tisch

N-90M

Double Vision UVVIS UV-Tisch

UV-Tisch KW 312 nm (Transilluminator)
Zellaufschluss

French Press R 125

Ultraschallgerat Sonoplus Typ UW31000
Zentrifugen

5147 R Mikrocentrifuge,

Rotortyp: F-45-30-11
Heraeus Megafuge 16R,

Rotortyp: Highconic Il

FOODALYT
SHIMADZU

MOLECULAR DEVICES

GE HEALTHCARE LIFE SCIENCES

THERMO SCIENTIFIC

INFORS-AG
NEW BRUNSWICK SCIENTIFIC
NEW BRUNSWICK SCIENTIFIC

NEW BRUNSWICK SCIENTIFIC

THERMO SCIENTIFIC
EPPENDORF
DENOVIX®
EPPENDORF

SCIENTIFIC INDUSTRIES
BENDA
HOEFER

BENDA

AMERICAN INSTRUMENT COMPANY

BANDELIN

EPPENDORF

THERMO SCIENTIFIC
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Qikspin Mikrozentrifuge EDWARSS INSTRUMENTS
Galaxy Mini Centrifuge Mini Star silverline VWR
Heraeus Fresco 21 Centrifuge, THERMO SCIENTIFIC

Rotortyp: 24 x 1.5/2.0 mL rotor with click seal
Sorvall LYNX 6000 Centrifuge THERMO SCIENTIFIC

Rotortyp: F14-14x50cy

12.2 Chemikalien und Enzyme

Die Chemikalien, die zur Herstellung von Medien, Lésungen und Puffern verwendet wurden,
wurden von den Firmen ApPLICHEM, CARL ROTH, SIGMA-ALDRICH und FLUKA bezogen. VVon
den Firmen FERMENTAS, THERMO SCIENTIFIC und NEW ENGLAND BIOLABS wurden die in

dieser Arbeit aufgefiihrten Enzyme und die zugehorigen Puffer verwendet.

12.3 Synthetische Gene
Die synthetischen Gene ambJ, ambN, ambQ, ambR und ambS wurden im Klonierungsvektor

pMK mit Kanamycinresistenz von der Firma LIFE TECHNOLOGIES bezogen.

12.4 Bakterienstamme

Tabelle 9: Ubersicht der verwendeten Bakterienstimme.

Stamm Bezugsquelle

E. coli BL21 (DE3) Novagen
E. coli BL21 (DE3) RP Codon Plus P. Leadlay*

E. coli One Shot® TOP10 Invitrogen

*aus Laboratorien von P. LEADLAY, University of Cambridge, UK
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12.5 Vektoren und rekombinante Plasmide

Tabelle 10: Ubersicht der verwendeten Plasmide.

Plasmide Antibiotikaresistenz Referenz
AmbJ_pMK Kanamycin Invitrogen
AmbN_pMK Kanamycin Invitrogen
AmbQ_pMK Kanamycin Invitrogen
AmbR_pMK Kanamycin Invitrogen
AmbS_pMK Kanamycin Invitrogen
BorDH3_pET28a(+) Kanamycin P. Leadlay*
BorDH2_pET28a(+) Kanamycin P. Leadlay *
BorDH3(H49A)_pET28a(+) Kanamycin P. Leadlay *
pJET1.2 Ampicillin Thermo Scientific
pET28a(+) Kanamycin Novagen
PET20b(+) Ampicillin Novagen
pPET32a(+) Ampicillin Novagen
pGEX-4T-3 Ampicillin Novagen
pGEX-6P-1 Ampicillin Novagen
pCold-I Ampicillin Takara
pG-KJES Chloramphenicol Takara

*aus Laboratorien von P. LEADLAY, University of Cambridge, UK

12.6 Oligonukleotide

Die verwendeten Oligonukleotide zur Einbringung neuer Restriktionsschnittstellen wurden in
lyophilisierter Form von der Fa. SIGMA ALDRICH bezogen (Sequenzen s. Tabelle 11). Die
Primer wurden in dd H20 geldst, um eine Konzentration von 100 yuM zu erhalten.
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Tabelle 11: Sequenzen der sequenzspezifischen Primer flr die Vervielfaltigung von ambJ.

Bezeichnung DNA-Sequenz (5 - 3°)
ambJ_fw_221013 TATAGAATTCATGAGCCGTGAATTGTTATTGGTG
ambJ_rev_stop_221013 TATTCTCGAGTTACATTGCTGCACCCGCTG

ambJ_rev_no stop_ 221013 TATACTCGAGCATTGCTGCACCCGCTG

Tabelle 12: Sequenzen der Primer fiir die Kolonie-PCR.

Bezeichnung DNA-Sequenz (5° - 3°)
pColdl-fw GCCATATCGCCGAAAG
pColdl-rev GGCAGGGATCTTAGATTC

12.7 Medien, Puffer und LAsungen
Die bei der Bakterienkultivierung eingesetzten Medien, Puffer und LoOsungen wurden

zunéchst autoklaviert (20 min, 121 °C).

12.7.1 Medien und Nahrboden

Tabelle 13: Ubersicht der verwendeten Medien und Nahrboden.

Beschreibung Komponenten

LB-Medium 10.0 g/L Trypton

10.0 g/L NaCl

5.0 g/L Hefeextrakt
LB-Agar 10.0 g/L Trypton

10.0 g/L NaCl

5.0 g/L Hefeextrakt

15.0 g/L Agar
2TY-Medium 16.0 g/L Trypton

5.0 g/L NaCl

10.0 g/L Hefeextrakt
2TY-Agar 16.0 g/L Trypton

5.0 g/L NaCl

10.0 g/L Hefeextrakt
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16.0 g/L Agar
12.7.2 Puffer und Ldsungen
Tabelle 14: Puffer fur die Isolierung von Plasmid-DNA.
Beschreibung Komponenten
Losung | 50 mM Tris
10 MM EDTA
100 pg/mL RNAse in TE-Puffer
pH 8.0
Ldosung 11 200 MM NaOH
1% (w/v) SDS
Lésung 1M1 3 M KOAc
pH 5.5
TE-Puffer 10 mM Tris
1 mMEDTA
pH 8.0
Tabelle 15: Puffer fur die Agarosegelelektrophorese.
Beschreibung Komponenten

50x TAE-Puffer

2 M Tris-Acetat
5mM EDTA
pH 8.0

6x Probenpuffer

0.25% (w/v) Bromphenolblau
0.25% (w/v) Xylencyanol FF
30% (v/v) Glycerin

Tabelle 16: Puffer fiir die SDS-PAGE.

Beschreibung

Komponenten

Lower Tris-Puffer

1.5 M Tris
4% (w/v) SDS
pH 8.8

Upper Tris-Puffer

0.5 M Tris
4% (w/v) SDS
pH 6.8
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Ammoniumperoxodisulfat

10% (w/v)

Sammelgel (5%, 5 mL)

0.63 mL Lower Tris-Puffer
3.4 mL dd H,0

0.83 mL Rotiophoresegel 30
0.005 mL TEMED

0.08 mL 10% APS

0.05 mL SDS

Trenngel (12%, 15 mL)

3.8 mL Upper Tris-Puffer
4.9 mL dd H.0

6.0 mL Rotiophorese Gel 30
0.15 mL 10% APS

0.006 mL TEMED

0.15 mL SDS

Trenngel (15%, 10 mL)

2.5 mL Upper Tris-Puffer
2.3 mL dd H.O

5.0 mL Rotiophorese Gel 30
0.1 mL 10% APS

0.004 mL TEMED

0.1 mL SDS

Ladepuffer

1x LAmmli-Mix
1% (w/v) SDS
100 MM DTT

10x Lammli-Mix

150 mM Tris pH 6.8

6% (w/v) SDS

30% (v/v) Glycerin

0.02% (w/v) Bromphenolblau

50x SDS-TAE-Laufpuffer

2 M Tris-Acetat
5mM EDTA
pH 8.0

Farbeldsung

25% (v/v) Isopropanol
10% (v/v) Essigsdure

1% (v/v) Coomassie Brilliant Blue R-250

Entfarbeldsung

25% (v/v) Isopropanol
10% (v/v) Essigsaure
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Tabelle 17: Binde- und Lagerpuffer.

Beschreibung Komponenten

Bindepuffer 40 mM Tris-HCI
100 mM NacCl
pH 7.8

Lagerpuffer (BorDH3) 25 mM HEPES
150 mM NacCl
pH 7.5

Reaktionspuffer (AmbJ) 40 mM Tris-HCI
100 mM NacCl
1mMDTT
pH 8.0

Tabelle 18: Puffer fur die Affinitdtschromatographie.

Beschreibung Komponenten

Equilibrierungspuffer 40 mM Tris-HCI
100 mM NacCl
Waschpuffer 40 mM Tris-HCI
100 mM NacCl
25 mM Imidazol
Elutionspuffer | 40 mM Tris-HCI
50 mM NacCl
100 mM Imidazol
Elutionspuffer 11 40 mM Tris-HCI
100 mM NacCl
100 mM Imidazol
Elutionspuffer 111 40 mM Tris-HCI
100 mM NacCl
250 mM Imidazol
Elutionspuffer IV 40 mM Tris-HCI
100 mM NacCl
500 mM Imidazol
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Tabelle 19: Kompetenzpuffer.

Beschreibung Komponenten

Kompetenzpuffer 50 mM CaCl,
10 mM Kaliumacetat
pH 6.2

12.8 Molekularbiologische Methoden

12.8.1 E. coli-Kultivierung

E. coli-Bakterien wurden bei 37 °C ber Nacht auf LB- beziehungsweise 2TY-Agarplatten
mit dem entsprechenden Antibiotikum kultiviert. Fiir Ubernachtkulturen wurde eine Kolonie
in 5 mL des mit dem entsprechenden Antibiotikum versetzten LB- oder 2TY-Mediums
uberfuhrt und Gber Nacht bei 37 °C und 200 rpm inkubiert.

12.8.2 Isolierung von Plasmid DNA aus E. coli

12.8.2.1 Miniprep

Die Isolierung von Plasmid DNA aus E. coli erfolgte ausgehend von einer bei 37 °C
inkubierten Flissigkultur. Davon wurden 2 mL in ein 2 mL-Reaktionsgefal berfiihrt und
3 min bei 10,000 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet in
250 uL Losung | resuspendiert. Nach Inkubation bei Raumtemperatur fir 5 min und der
Zugabe von 250 pL Losung Il wurde gut vermischt und anschlieBend fur 5 min inkubiert.
Nach der Zugabe von 250 uL Lésung Il und 2-3 Tropfen Chloroform wurde fur 10 min bei
13,000 x g zentrifugiert. Der die Plasmid-DNA enthaltende Uberstand wurde in ein neues
ReaktionsgefaR berfihrt und mit 500 pL iso-Propanol versetzt. Nach Zentrifugation bei 4 °C
und 13,000 x g fir 30 min wurde der Uberstand verworfen und das Zellpellet zweimal mit
70%igem Ethanol (v/v, 500 pL) gewaschen. Das Pellet wurde mit der SPEEDVAC getrocknet,

in 20-50 pL dd H20O aufgenommen und bei -20 °C gelagert.

12.8.2.2 Midiprep
Die Isolierung von Plasmid DNA aus E. coli im grof’en Malistab erfolgte ausgehend von einer
bei 37 °C inkubierten Fliissigkultur (6 mL). Nachdem die Ubernachtkultur fir 3 min bei

10,000 x g zentrifugiert wurde, wurde der Uberstand verworfen und das Zellpellet in 1 mL
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Losung | resuspendiert. Nach der Inkubation bei Raumtemperatur fir 5 min und der Zugabe
von 2 mL Losung Il wurde gut vermischt und anschlieBend fur 5 min inkubiert. Nach der
Zugabe von 1.5 mL Losung Il wurden 500 pL Chloroform zugefugt, gut gemischt und fir
10 min bei 10,000 x g zentrifugiert. Der die Plasmid-DNA enthaltende Uberstand wurde in
ein neues ReaktionsgefaR Gberfihrt und mit 3.5 mL iso-Propanol versetzt. Nach
Zentrifugation bei 4 °C und 13,000 x g fiir 30 min wurde der Uberstand verworfen und das
Zellpellet zweimal mit 70%igem Ethanol (v/v, 1 mL) gewaschen. Das Pellet wurde bei 60 °C

getrocknet, in 300-500 pL dd H.O aufgenommen und bei -20 °C gelagert.

12.8.3 Bestimmung der DNA-Konzentration
Die DNA-Konzentrationsbestimmung erfolgte durch spektroskopische Analyse (NanoDrop)

mit einem Biophotometer der Fa. EPPENDORF.

12.8.4 Restriktion
Zur Restriktion wurde die Plasmid-DNA mit den entsprechenden Restriktionsenzymen bei
37°C Uber einen Zeitraum von 1h inkubiert. Fir eine Testrestriktion wurden

Reaktionsvolumina von 20 pL und flr eine praparative Restriktion von 100 pL verwendet.

Tabelle 20: Pipettierschema fiir den Restriktionsverdau von Plasmid-DNA.

Reagentien Volumen [uL] Volumen [uL]
Plasmid-DNA 10 8
Puffer 10 4
Restriktionsenzym 1 4 0.5
Restriktionsenzym 2 4 0.5

dd H.O ad 100 pL ad 20 pL
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12.8.5 Agarose-Gelelektrophorese

Die Agarose-Gelelektrophorese erfolgte mit 1%igen beziehungsweise 0.7%igen (w/v)
Agarose-Gelen, die vor dem GieRen mit 0.1% Ethidiumbromid beziehungsweise 0.5% Roti®-
Gel Stain versetzt wurden. Hierzu wurde 1% bzw 0.7% (w/v) Agarose in 1x TAE-Puffer
geldst und in der Mikrowelle geschmolzen. Das fertige Gel wurde in eine mit 1x TAE-Puffer
gefiillte Gelkammer Gberfuhrt und befllt. Hierzu wurden 20 pL der DNA-Probe mit 3 pL
6x Probenpuffer versetzt. AulRerdem wurden 5 pL der Marker GeneRuler 1 kb DNA Ladder
der Fa. FERMENTAS oder QuickLoad® 1 kb DNA-Ladder der Fa. NEw ENGLAND BIOLABS als
DNA-GroRenstandard verwendet. Die Gelelektrophorese wurde bei 110 V (const.) fir 50 min
durchgefuhrt und die DNA-Bande anschlieRend mit UV-Licht detektiert.

12.8.6 DNA-Extraktion aus Agarosegelen

Die Extraktion der DNA nach Ausschneiden der entsprechenden Bande aus dem Agarosegel
erfolgte nach Angaben des Herstellers mit Hilfe des Nucleospin® Gel und PCR Clean-up-Kits
der Fa. MACHEREY-NAGEL. Dazu wurden 100 mg Agarosegel mit 200 uL Puffer NTI versetzt
und fiir 5-10 min bei 50 °C inkubiert. Im Anschluss wurde die DNA durch Zentrifugation bei
11000 x g fur 1 min auf die Membran der Reinigungssdulen gebunden. Durch Zugabe des
Puffers NT3 (70% EtOH im zweiten Waschgang) und Zentrifugation bei 11,000 x g fir 1 min
wurde die Membran gewaschen. Nachdem das Waschen der Membran wiederholt wurde,
wurde diese getrocknet, indem die Sdulen zweimal bei 11,000 x g fur 1 min zentrifugiert
wurden. Um die DNA zu eluieren, wurden 20 puL dd H2O auf die Membran aufgetragen und
fur 1 min bei 11,000 x g zentrifugiert. Die gereinigte Plasmid-DNA wurde bei -20 °C gelagert

oder direkt fur Folgereaktionen eingesetzt.

12.8.7 Ligation

Die Ligation von DNA-Fragmenten mit Plasmid DNA erfolgte nach erfolgreicher Restriktion
mit anschlieRender Inaktivierung der Restriktionsenzyme bei 80 °C durch Verwendung der
T4 DNA-Ligase bei Raumtemperatur Uber einen Zeitraum von 1 h. Um die bendtigte Menge

des Inserts zu bestimmen, wurde die folgende Formel verwendet.
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Formel 1: Formel zur Berechnung der benétigten Menge an Insert bei der Ligation.

ng(Vektor) X kb(Insert)

ng(Insert) = kb(Vektor)
Tabelle 21: Pipettierschema fiir die Ligation.
Reagentien Volumen [uL]
Vektor 1
DNA-Fragment (Insert) 5
T4 DNA-Ligase (5 u/pL) 1
10x T4 DNA-Ligase Puffer 2

ad 20 pL dd H.0

12.8.8 Polymerasekettenreaktion (PCR)

12.8.8.1 Einbringung neuer Schnittstellen an das Gen ambJ

Die Einbringung der Schnittstellen EcoRI und Xhol an die Gene ambJ, ambS, ambR, ambN
und ambQ erfolgte mit Hilfe von selektiven Primern (s. Oligonukleotide) unter Verwendung
der Phusion® High-Fidelity-Polymerase der Fa. THERMO SCIENTIFIC. Die Zusammensetzung
der Standard-PCR-Ansatze ist in Tabelle 22 dargestellt.
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Tabelle 22: Standard-PCR-Ansatz fiir die Kolonierung der amb-Gene mit der Phusion® High Fidelity Polymerase.

H20-Kontrolle PCR Endkonzentration
[pL] [uL]
5x Phusion® HF buffer 4 4 1x
10mM dNTPs 0.4 0.4 200 uM
5¢-Primer 2 2 10 pM
3’-Primer 2 2 10 pM
DNA - 0.2 0.2 ng/pL
Phusion® DNA Polymerase 0.2 0.2 0.02 u/pL

ad 20 pL dd H20

Die PCR-Ansatze wurden in einem Thermoblock mit den entsprechenden Genen angepasstem

Temperaturprogramm inkubiert. Das PCR-Programm kann Tabelle 23 entnommen werden.

Tabelle 23: Temperaturprogramm der PCR fir die amb-Gene.

Zyklen Schritt Temperatur Dauer

1 Initiale Denaturierung 98 °C 1 min
Denaturierung 98 °C 155

30 Primer-Annealing 64 — 74 °C 20s
Elongation 72°C 50s

1 Terminale Elongation 72°C 5 min

! Ende 8°C tI‘z‘lrsoégrrmntnahme

12.8.8.2 Kolonie-PCR

Die Kolonie-PCR wird zur Uberpriifung von erfolgreichen Ligationen eingesetzt, indem eine
transformierte E. coli Kolonie als Templat fir die PCR verwendet wird. Hierzu wurde
zunéchst die Bakterienmasse in 6 mL 2TY-Flussigkulturen tber Nacht bei 37 °C inkubiert.
50 uL dieser Kultur wurden bei 5,000 x g fur 2 min zentrifugiert und der Uberstand
verworfen. Das erhaltene Zellpellet wurde mit dem PCR-Ansatz (Pipettierschema s. Tabelle
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25) unter Verwendung eines spezifischen Temperaturprogramms in einem Thermoblock

inkubiert.

Tabelle 24: Pipettierschema fiir die Kolonie-PCR.

PCR [pL]
10x Dream Tag Puffer 2
10mM dNTPs 0.4
5¢-Primer 1
3’-Primer 1
DNA Zellpellet
Dream Tag Polymerase 0.1
ad 20 puL dd H20
Tabelle 25: Temperaturprgramm der Kolonie-PCR.
Zyklen Schritt Temperatur Dauer
1 Initiale Denaturierung 98 °C 1 min
Denaturierung 98 °C 15s
30 Primer-Annealing 44 °C 20s
Elongation 72 °C 50s
1 Terminale Elongation 72°C 5 min
1 Ende 8°C bl 2ur
Probenentnahme

12.9 Mikrobiologische und proteinbiochemische Methoden

12.9.1 Herstellung chemisch-kompetenter Zellen

Chemisch-kompetente E. coli-Zellen wurden hergestellt, indem 50 mL 2TY-Medium mit
1 mL einer Flissigkultur (37 °C, 200 rpm) inokuliert und bei 37 °C und 180 rpm inkubiert
wurden. Alle folgenden Schritte wurden bei 4 °C oder auf Eis durchgefuhrt. Bei einer ODsgs
von 0.5-0.8 wurde die Kultur bei 3500 x g fur 10 min zentrifugiert und das Pellet in 50 mL

Kompetenzpuffer resuspendiert. Im Anschluss erfolgte eine Inkubation auf Eis fir 1 h sowie
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Zentrifugation fur 10 min bei 3500 x g. Das Zellpellet wurde in mit 20% (v/v) Glycerin
versetztem Kompetenzpuffer aufgenommen, zu 100 pL aliquotiert und bei -80 °C gelagert.

12.9.2 Chemische Transformation

12.9.2.1 Transformation mit Plasmid DNA

Die chemische Transformation wurde mit zuvor auf Eis aufgetauten chemisch-kompetenten
E. coli-Zellen durchgefiihrt. Dazu wurde 1 pL Plasmid-DNA mit 100 pL kompetenter Zellen
vermischt und 10 min auf Eis inkubiert. Im Anschluss erfolgte der Hitzeschock bei 42 °C fiir
60 s und Inkubation auf Eis fur 10 min. Nach der Zugabe von 500 puL LB-Medium wurde flr
1h bei 37 °C inkubiert und anschlieend 30s bei 5000 x g zentrifugiert. 500 puL des
Uberstandes wurden verworfen und das Zellpellet im restlichen Volumen resuspendiert. Der
Transformationsansatz wurde auf LB- oder 2TY-Agarplatten mit den entsprechenden
Antibiotika (50 pug/mL) ausplattiert und tber Nacht bei 37 °C inkubiert.

12.9.2.2 Transformation mit Plasmid DNA nach Ligation
Die Transformation von Bakterienzellen mit Plasmid DNA nach Ligation erfolgte wie unter
3.8.2.1 beschrieben. Jedoch wurden hierbei 100 pL kompetenter Zellen mit dem gesamten

Ligationsansatz transformiert.

12.9.3 Heterologe Expression

Die heterologe Expression erfolgte ausgehend von einer Transformation der entsprechenden
chemisch-kompetenten E. coli-Zellen mit dem jeweiligen Plasmid und Selektion auf
Agarplatten mit Selektionsdruck. AnschlieBend wurde eine Ubernachtkultur mit Zellmaterial
einer Einzelkolonie inokuliert und bei 37 °C Uber Nacht inkubiert. Mit dieser Flussigkultur
wurde eine Hauptkultur auf eine ODsgs von 0.05 angeimpft und unter Selektionsdruck
(50 pg/mL Antibiotikum) bei 37 °C und 160 rpm kultviert. Nachdem die Kultur eine ODsgs
von 0.5-0.8 erreicht hatte, wurde die Expression mit IPTG induziert und fir 16-24 h bei 15-
25 °C inkubiert. Nach dem Zentrifugieren bei 4 °C und 4,500 x g fir 30 min wurde das Lysat

verworfen und das Zellpellet fur den anschlieBenden Zellaufschluss auf Eis gelagert.
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12.9.4 Préaparation fir den Zellaufschluss
Das durch die heterologe Expression mit anschlielender Sedimentation gewonnene Zellpellet
wurde in Bindepuffer resuspendiert. Dabei wurden 10 mL Puffer fur 1 g Pellet verwendet.

12.9.5 Zellaufschluss mit Ultraschall

Der Zellaufschluss in Volumina von 1-5 mL wurde mit einem Ultraschall-Homogenisator
(duty cycle: 30%, output control: 20 W beziehungsweise duty cycle: 45%, output control: ca.
5kJ) unter Eiskiuhlung in jeweils sieben Zylen (2 min Ultraschall, 1 min Eiskihlung
beziehungsweise 30 s Ultraschall, 30 s Eiskuhlung) durchgefiihrt. Die Zelltrimmer wurden
anschlieBend bei 10,000 x g und 4 °C fur 30 min zentrifugiert und das Zelllysat bei -20 °C zur

Proteinreinigung gelagert beziehungsweise fiir die ndchsten Reinigungsschritte verwendet.

12.9.6 Zellaufschluss mit FRENCH-PRESS-Verfahren

Der Zellaufschluss von Volumina zwischen 5 und 15 mL wurde nach dem FRENCH-PRESS-
Verfahren in zwei Zyklen bei 1,000 psi (high) durchgefiihrt. Dazu wurde zunéchst der
Metallzylinder fir 5 min bei -80 °C gekihlt. Die Zelltrummer wurden anschliellend bei
10,000 x g und 4 °C fur 30 min zentrifugiert und das Zelllysat bei -20 °C zur Proteinreinigung

gelagert beziehungsweise flr die nachsten Reinigungsschritte verwendet.

12.9.7 Proteinreinigung durch Affinitatschromatografie

Die Metallchelat-Affinitatschromatographie mit einer Saule mit Ni-NTA His® Resin der Fa.
NOVAGEN wurde zur Reinigung der durch heterologe Expression erhaltenen Enzyme
verwendet. Hierzu wurde zunéchst die FPLC-S&ule mit dem 10-fachen S&ulenvolumen des
Bindepuffers equilibriert. Im Anschluss wurde das Lysat aufgetragen. Nachfolgend erfolgten
zwei  Waschdurchlaufe mit jeweils 10-fachem Sdulenvolumen des Bindepuffers
beziehungsweise der Waschldsung. Anschlielend wurde das Enzym in drei Schritten mit dem
jeweils 10-fachen S&ulenvolumen von der Sdule eluiert. Hierzu wurden nacheinander die
Elutionspuffer I bis IV verwendet. Nachdem Imidazolriickstdnde mit 0.5 M Natronlauge von
der Saule gewaschen wurden, wurde das Ni-NTA His® Resin im Lagerpuffer (Bindepuffer

mit 20% (v/v) Ethanol) aufgenommen und bei 4 °C gelagert.
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12.9.8 Entsalzung und Konzentration

Fur die Konzentration der Proteinproben wurden entweder 1.5 mL Roti® Spin Mini-10
Ultrafiltrationssdulen mit einem MWCO (Molecular Weight Cut Off) von 10 kDa der Fa.
CARL ROTH, 5 mL Amicon® Ultrafiltrationssaulen mit einem MWCO von 30 kDa
beziehungsweise 10 kDa der Fa. MILLIPORE verwendet. Fur die anschlielende Entsalzung
wurden PD-10 Siulen mit Sephadex™ G-25M Siulenmaterial der Fa. GE HEALTHCARE

verwendet.

Die das gewunschte Protein enthaltenden Proben wurden zundchst mit Ultrafiltrationsséulen
auf ein Volumen von 2 mL konzentriert (4,500 x g, 15-30 min). AnschlieBend wurden die
Proben mit PD-10-Sdulen nach den Vorgaben des Herstellers entsalzt und erneut mit den
Ultrafiltrationsséulen auf ein Volumen von 500 pL aufkonzentriert. Die erhaltenden Proteine
wurden direkt in die Enzymaktivitatstests eingesetzt oder versetzt mit 50% Glycerin

bei -20 °C gelagert.

12.9.9 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Fur die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) wurden 5%ige Sammel- und
12%ige bzw 15%ige Trenngele verwendet. Zur Analyse der Zellproben wurden 10 pL Lysat
mit 10 pL SDS-Ladepuffer sowie eine Pipettenspitze des Zellpellets mit jeweils 10 uL SDS-
Ladepuffer und 10x L&mmli-Mix vermischt und bei 95 °C fur 10 min inkubiert. Aufgetragen
wurden 4 pL PageRuler™ Prestained/Unstained Protein Ladder der Fa. FERMENTAS
beziehungsweise Colour Prestained Protein Standard Broad Range (11-245 kDa) der Fa. NEw
ENGLAND BloLABS als Proteinstandard und jeweils 20 uL Proteinprobe. Die Proben wurden
bei 125 V fir 10 min fokussiert und bei 175 V fir 50 min aufgetrennt. Die Gele wurden fir
eine Stunde in Farbeldsung geféarbt und anschlieBend tber Nacht mit Entfarbelésung bis zur

gewdlnschten Farbintensitat entfarbt.

12.9.10 Bestimmung der Gesamtproteinkonzentration (BRADFORD-Test)

Die Gesamtproteinkonzentration wurde mittels BRADFORD-Test bestimmt. Hierzu wurden
Mikrotiterplatten verwendet, in denen jeweils 50 uL der verdinnten Proteinprobe (1:40-
Verdiinnung) mit 200 pL Arbeitslosung Roti® Nanoquant der Fa. CARL ROTH versetzt
wurden. Nach anschlieRender Inkubation fur 5 min wurde die Absorption bei 620 nm mit

einem Elisa Reader bestimmt. Alternativ wurde ein Mikrotiterplatten Lesegerédt verwendet,

Seite | 194



Material und Methoden

bei dem die Absorption bei 460 nm und 590 nm gemessen wurde. Die Gesamtprotein-
konzentration wurde im Anschluss durch Verwendung einer erstellten Kalibriergerade einer
BSA-Standardreihe ermittelt.

12.10 Enzymaktivitatstest

12.10.1 Enzymaktivitatstests mit BorDH

Die Enzymaktivitatsassays wurden in einem Gesamtvolumen von 100 pL durchgefiihrt. Dazu
wurden 12 mM des Substrates 80 und bis zu 3 mg/mL der entsprechenden DH-Doméne
(BorDH) in HEPES-Puffer (25 mM, pH 7.5, 100 mM NaCl) verwendet. Die Reaktionen
wurden fir 16 h bei 37 °C inkubiert und im Anschluss mit EtOAc (3x 1 mL) extrahiert.
Nachdem das Lésungsmittel im Vakuum entfernt wurde, wurden die Proben in 50 uL MeOH
aufgenommen und per UPLC-MS analysiert. Die resultierenden Chromatogramme und
Massenspuren wurden mit Referenzldufen verglichen. Auerdem wurden Reaktionen ohne
Enzym beziehungsweise mit einer Mutante der Dehydratasedoméne als Kontrollexperimente

durchgefuhrt.

12.10.2 Enzymaktivitatstests mit BorDH3 im grolien Maf3stab

10 mg Substrat wurden mit 6 mg/mL BorDH3 in 25 mM HEPES (pH7.5, 100 mM NacCl) bei
einer Temperatur von 37 °C fur 16 h inkubiert (Gesamtvolumen 1 mL). Im Anschluss wurde
die Probe mit EtOAc (3x 1 mL) extrahiert und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Das
Produkt des Enzymaktivitétstests wurde in Dichlormethan-d> geldst und das aufgenommene

Spektrum mit dem Spektrum des synthetisch gewonnenen Materials verglichen.

12.10.3 Enzymaktivitatstests mit AmbJ im analytischen Mal3stab

Substrat 140 wurde in Methanol beziehungsweise DMSO geldst (Stammlésung: 1.6 mM) und
10 pL dieser Losung in die Enzymaktivitatstests eingesetzt (Endkonzentration: 80 uM
(entspricht: 3.6 ug)). AuBRerdem wurden Stammldsungen der Kofaktoren NADPH
(Stammlosung: 40 mM), NADH (Stammlésung: 40 mM) und FAD (Stammlésung 1.6 mM) in
dest. Wasser hergestellt und jeweils 10 pL dieser Losungen fir die Tests verwendet
(Endkonzentrationen; NADPH und NADH: 2 mM, FAD: 80 uM). Das durch heterologe

Expression gewonnene und Uber Ni-NTA gereinigte Enzym AmbJ wurde zu der Lésung
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zugeflgt (Stammldésung: 3-5 mg/mL, Endkonzentration: 15 uM (entspricht: 162 pg)) und das
Gesamtvolumen mit dem Reaktionspuffer auf 200 pL aufgefullt. Die Enzymtests wurden bei
28 °C uber 16 h inkubiert und im Anschluss mit Ethylacetat (3x 200 pL) extrahiert. Das
Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt, der Rickstand in 200 uL MeOH aufgenommen
und per UPLC-MS analysiert.

12.10.4 Enzymaktivitatstests mit AmbJ im grof3en MaRstab

5 mg Substrat 140 wurde in DMSO (50 pL) gelést (Endkonzentration: 10 mM). AuBerdem
wurden die Kofaktoren NADPH), NADH und FAD fir die Tests verwendet
(Endkonzentrationen; NADPH und NADH: 2 mM, FAD: 80 uM). Das durch heterologe
Expression gewonnene und tber Ni-NTA gereinigte Enzym AmbJ wurde zu der Ldsung
zugeflgt (3-5 mg/mL) und das Gesamtvolumen mit dem Reaktionspuffer auf 2 mL aufgefilit.
Die Enzymtests wurden bei 28 °C tber 16 h inkubiert und im Anschluss mit Ethylacetat (3x
2mL) extrahiert. Das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt, der Ruckstand in

deuteriertem MeOH aufgenommen und per NMR analysiert.

12.10.5 Enzymaktivitatstests mit dem Lysat im analytischen Maf3stab

Substrat 140 wurde in DMSO gel6st (Stammlésung: 1.6 mM) und 10 L dieser Lésung in die
Enzymaktivitatstests eingesetzt (Endkonzentration: 80 uM (entspricht: 3.6 pg)). AufRerdem
wurden Stammlosungen der Kofaktoren NADPH (Stammldsung: 40 mM), NADH
(Stammlésung: 40 mM) und FAD (Stammldésung 1.6 mM) in dest. Wasser hergestellt und
jeweils 10 pL dieser Losungen fiir die Tests verwendet (Endkonzentrationen; NADPH und
NADH: 2 mM, FAD: 80 uM). Das durch heterologe Expression gewonnene und das Enzym
AmbJ enthaltene Lysat (3 mL, 1 g Pellet) wurde zu der Losung zugefugt und das
Gesamtvolumen mit dem Reaktionspuffer auf 4 mL aufgefllt. Die Enzymtests wurden bei
28 °C (ber 16 h inkubiert und im Anschluss mit Ethylacetat (3x 4 mL) extrahiert. Das
Lésungsmittel wurde im Vakuum entfernt, der Riickstand in 1 mL MeOH aufgenommen und
per UPLC-MS analysiert.
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13 Anhang

13.1 Gen- und Proteinsequenzen

ambJ

CATATGAGCC
CTGTGTGATT
GCACCGCGTC
CAAGAACTGG
AAATTTGATG
CCGACAGGTC
CTGATGCGTC
AGCACCGCAG
CAAGAGCTGG
TGGCTGACCG
TATGCAAGCC
AAAGGTCTGT
GAAGGTGATC
GAACAGGGTT
GCACTGGCAG
GCCTATGATC
GCATTTAATC
CGTGACGTTC
CAGGCAAAAT
GGCACCGTTG
ATTGAAAGCG
ACCGGTAGCG
GGTCAGCGTC
GTTCCTGCAG

AmbJ

1 MRDAHCEPRG
MGDAEVHAAV
ALAEWITVVD
PMGSVIEALI
GVQKVVFETGG
SGQLCISVER
KDAVARGALV
RIANDSPLGL
VHSDDSLRAM

61
121
181
241
301
361
421
481

541 LL

ambN

GAATTCATGC
TTTCGTGCAA
CGAGCACCCG
TCTGATGGGT
ATGGGCACAG

GTGCAATTGT
TTTTTGATGA
CGGGTGTTCC
AAGAACTGTT
TTGGCACCGG
GTGAACTGCT
AGCAGACCAA
GCGAACGTCC
AAGCAGATCT
AACTGGGTCT
GTTTCTATAA
GGGTTGAAGC
GTTGGCTGGT
TTCTGGAACA
AACCGATTAG
GCTGGGAAAT
CGGTTTATGG
TGCGTCGTCG
TTCTGCGTAG
GTGAACGTCC
CACATCATGA
CAACCCTGCT
GTCTGCGTCA
GCGTTCCTCG

GTGATGCACA
ATGAAGAACC
TACCCTGGTT
GATGCCGAAG
CTGCCGATTG

ASGKLPPRFR
ERARLAQRAW
ACHYFTRHAG
AGNAVVVKPS
VSSGRRVGAA
VLATEAVHDR
ATGGRRRPGP
HAYVESRDKT
CYARHVNHER

TATTGGTGGT
AGTGGTGATT
GCAGAGCCGT
TCCGGGTTTT
TATGGCAGTT
GTGGGCAAGC
AGTTCGTATT
GCGTATTCGC
GGTTGTTGAT
GCCTGCACCG
AGTTCCGCCT
AGAACCGGAT
TACCGCAAGC
TCTGGCAAGC
CCCGATTTAT
TCAGCTGCCT
TCAGGGTATG
TGGTCCGGGT
CGTTTGGGAT
TCATACACCG
TAGCGCAATT
GTTTGAACCG
GCGTCTGCTG
TTGGGCAGCG

TTGTGAACCG
GCTGATGGCA
GTTCAGAGCC
TTCATGCAGC
AAACCCGTGC

ANEEPLMAQA
AQLPIETRAG
RILADTSITL
EVTPLTLLKA
CAERLIPCVL
LVDRVVALTR
GMFFEPTVLT
RARAVAERIE
FAMPLNSPLL

AGCATTGCAG
CTGGATCGTG
CATACCCATG
AGCGCAAGCA
CGTCGTGTTT
CGTGACCTGT
CGTGAAGGTA
GGTGTGCTGC
GCAAGCGGTC
AAAACCCAGT
CCGGAACGTC
CGTCCGCGTG
GGTTTTAGTG
CTGAGCAGCC
GGTAATCGTA
GGTTTTGTTG
AGCACCAGCA
GCAGGTTTTG
TTTGCAACCC
GCAATTATTG
CGTCGTCACC
CTGTTTGTTG
GGCACCCCTC
GGTGCAGCAA

CGTGGTGCAA
CAGGCATTTC
CGATTGATGG
AGTTGAACGT
AGGTCGTGTT

FPASPTTTPS
RVARVIDAEFV
HHMKWRGSYV
KEVVDAIGIP
ELGGKAPLIA
ELRQGDPRAD
RCTPEMTVMR
AGTVMINDVL
FPYTTAKYRG

GTATGTGTAG
ATCAGTTTCC
TTCTGCTGCC
TGATGGCAGC
TTGGTTGGCA
TTGAAGGCAC
GCCAGGTTCT
TGCGTGATGA
GCCATACCCG
GTGTTGATAG
GTCCGAGCGA
GTGCAGTTGT
GTAGCTATCC
CGATTGTTGC
GCATGGCAAA
CAGTTGGTGA
CCGTTAGCGC
AACCGGGTTT
GTAGCGATTT
GTGCCTATGC
TGTTTCCAGC
GTAAAGTTCT
CGATTCCGGA
TGTAAGAATT

GCGGTAAACT
CGGCAAGCCC
TAGCCGTCTG
GCCCGTCTGG
GCACGTGTTA

TRTLVVQSPI
ERLDDLVDAV
TYVPMGVVAV
TDLFQVVTGD
CDDCEIERTA
DVDVGAIIFA
EEIFGPVVPI
VSYCAPEAPF
MRAATRATFEK

CGCACGTGTT
GACCGAAATT
TCGTGGTGAA
CGGTGCACTG
GACCGTTGGT
CATTCGTAGC
GGCACTGCGT
TGCAGCAGAG
TGCAGAACAG
CCGTGCAGGT
TTGGTGGTGG
TTTTCCGATT
GCCTACCGAT
ACGTGCCGTT
TGTTAGCCGT
TGCAGCCTGT
AGTTATTCTG
TTTTCAGCAG
TCGTTGGCCT
AAAACTGGCA
ATTTGATCTG
GCTGAGCGCA
AAGCCCTCCG
C

GCCTCCGCGT
GACCACCACC
GGTGAAGTTC
CACAGCGTGC
TTGATGCATT

DGSRLGEVPL
VLETGKPRND
ISPWNLPLATI
ARTGAALIDA
RSIVAGGFIN
KQOMDIAEAHI
MKVRDEDEAV
GGIKNSGYGR
RTPLLGRLAD
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Anhang

TGTTGAACGT
TGATGCACTG
CGGTCGTATT
TGTTACCTAT
AATCCCGATG
GAGCGAAGTT
TCCGACCGAC
TGCGGGTGTT
AGCATGTGCA
TGCATGTGAT
CAATAGCGGT
TCGTCTGGTG
AGATGATGTT
TATTAAAGAT
TCCGGGTATG
GCGTGAAGAA
GTGCGTATTG
ACACGTGCGC
CTGGTTAGCT
CGTGTTCATA
TTTTGCAATG
TATGCGTGCA
TCTGCTGTAA

AmbN

1 MRDAHCEPRG
MGDAEVHAAV
ALAEWITVVD
PMGSVIEALI
GVQKVVETGG
SGQLCISVER
KDAVARGALV
RIANDSPLGL
VHSDDSLRAM

61
121
181
241
301
361
421
481

541 LL

ambS

CATATGCCTC
AGCCATGAAG
TGTTTTCTGT
AAAGATCTGC
CTGAGCGGTC
GTTAAAGAAC
CAGCTGCTGA
GCAGAAGCAC
CATAAACTGC
CGTGGTGGTG
GATGCAGTTC
TATTTTCTGC
ATTGCAGTTG
GTTGTTAAAC
GATCTGGAAG
ACCGGTGTGC
AGCCGTCCGC
CCGGTTGAAG
TGAATTC

CTGGATGATC
GCAGAATGGA
CTGGCAGATA
GTTCCGATGG
GGTAGCGTTA
ACACCGCTGA
CTGTTTCAGG
CAGAAAGTTG
GAACGTCTGA
GATTGTGAAA
CAGCTGTGTA
GATCGTGTTG
GATGTTGGTG
GCAGTTGCCC
TTTTTTGAAC
ATTTTTGGTC
CAAATGATAG
GTGCAGTTGC
ATTGTGCACC
GTGATGATAG
CCGCTGAATA
GCAATTCGTG
AAGCTT

CGACCGAAGA
TTGAACTGAG
TTATCAAAAG
CGAGCGCACC
AGTTTAAACC
GTCCGGGTGA
GCGATACCGA
CGAGTCTGGC
TGGGTGGTCA
GTAGCCTGTA
GTACCCATGT
ATGGTCGTGC
ATGCCGTTTT
CGGGTGGTCG
GTGCAGTTGA
TGCTGGCTCG
GTAAATGTCG
GTCGTCGCTA

ASGKLPPRFR
ERARLAQRAW
ACHYFTRHAG
AGNAVVVKPS
VSSGRRVGAA
VLATEAVHDR
ATGGRRRPGP
HAYVFEFSRDKT
CYARHVNHER

TGGTTGATGC
TTACCGTTGT
CCAGCATTAC
GTGTTGTTGC
TTGAAGCACT
CCCTGCTGAA
TTGTTACCGG
TTTTTACCGG
TTCCGTGCGT
TTGAACGTAC
TTAGCGTGGA
TGGCACTGAC
CCATTATCTT
GTGGTGCACT
CGACCGTTCT
CGGTTGGCCG
TCCGCTGGGT
GGAACGCATT
GGAAGCACCG
CCTGTGCAAT
GCCCTCTGCT
CAACCTTTAA

TCTGAAACAA
CCAGCTGATG
CGGTAGTGCC
GGATCGTTTT
GCTGCCTCCG
TGAACCGCTG
TCGTGTTTTT
AGCATGGGAA
GGATTTTACC
CCTGAAACAG
TCTGCTGGCA
AGAAGAAATT
TCATTTTCCG
CTGTTTTCTG
AAGCTGTGGT
CGAACAGTGG
TCCGGAAATC
TTATAACTTT

ANEEPLMAQA
AQLPIETRAG
RILADTSITL
EVTPLTLLKA
CAERLIPCVL
LVDRVVALTR
GMFFEPTVLT
RARAVAERIE
FAMPLNSPLL

CGTTGTTCTG
TGATGCATGT
CCTGCATCAT
AGTTATTAGC
GATTGCAGGT
AGCAAAAGAA
TGATGCACGT
TGGTGTTAGC
TCTGGAACTG
CGCACGTAGC
ACGTGTTCTG
CCGTGAACTG
TGCCAAACAA
GGTTGCGACC
GACCCGTTGT
ATTATGAAAG
CTGCATGCAT
GAAGCAGGCA
TTTGGTGGTA
GTGTTATGCA
GTTTCCGTAT
ACGCACACCG

ATTCTGGAAC
GCACCGCTGA
GAAGGTTTTG
TGGAAAGCAA
AGCTATCTGA
AGCCTGCTGG
ATCAATCATG
GAACCGAGCC
GGTCTGGATG
CGTAAAGAAG
CGTGAAGCAC
CCGCTGCCGA
CTGCGTGAGT
AATAGCTGGG
TGGAAACTGG
CGCACCCATG
TATATTGAAT
CATCTGACCC

FPASPTTTPS
RVARVIDAFV
HHMKWRGSYV
KEVVDAIGIP
ELGGKAPLIA
ELRQGDPRAD
RCTPEMTVMR
AGTVMINDVL
FPYTTAKYRG

GAAACCGGTA
CATTATTTCA
ATGAAATGGC
CCGTGGAATC
AATGCGGTTG
GTTGTTGACG
ACCGGTGCAG
AGCGGTCGTC
GGTGGTAAAG
ATTGTTGCCG
GCCACCGAAG
CGTCAGGGTG
ATGGATATTG
GGTGGTCGTC
ACACCGGAAA
TTCGTGATGA
ATGTTTTTAG
CCGTTATGAT
TCAAAAATAG
CGTCATGTTA
ACCACCGCAA
CTGCTGGGTC

AGCTGGGTAG
GTCCGGAAGA
GTGAAGAACC
TGGCACTGCA
AAGATGCATG
AATATTACAG
GTTATGCCTT
GTCTGAGCAT
TTGTTGATAT
CACGTCTGGT
ATCCGAGCGT
CCGGTGCATT
TCCTGCATGA
GTCCGCCTAC
AACATGCCGA
ATATGTTTAC
TTGACCGTAT
GTCTGGATCA

TRTLVVQSPI
ERLDDLVDAV
TYVPMGVVAV
TDLFQVVTGD
CDDCEIERTA
DVDVGAIIFA
EEIFGPVVPI
VSYCAPEAPF
MRAATRATFEK

AACCGCGTAA
CCCGTCATGC
GTGGTAGCTA
TGCCGCTGGC
TTGTTAAACC
CAATTGGTAT
CGCTGATTGA
GTGTTGGTGC
CACCGCTGAT
GTGGTTTTAT
CAGTTCATGA
ATCCGCGTGC
CCGAGGCCCA
GTCGTCCGGG
TGACCGTTAT
AGATGAAGCC
CCGTGATAAA
TAATGATGTT
CGGTTATGGT
ATCATGAACG
AATATCGTGG
GTCTGGCCGA

CGCACGTCTG
AGTTCTGTTT
GGTGCGTTTT
TGTTGGTGCA
GCTGCGTTTT
CCTGGCAGCA
TCTGAATCCG
TCATCTGTAT
GGCATGTGGT
TGCAGGTATT
TGATGGTGTT
TGATGCCCTG
AGCCCATCGT
CTGGTATATG
AGATATTACC
CTGGGTTCGT
GGTGATGCTG
GAAAGCAAGC

DGSRLGEVPL
VLETGKPRND
ISPWNLPLAI
ARTGAALIDA
RSIVAGGFIN
KOMDIAEAHT
MKVRDEDEAV
GGIKNSGYGR
RTPLLGRLAD
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Anhang

AmbS

1 MPPTEDLKQI
DLPSAPDREW
LLSDTDRVFI
GGGSLYLKQR
AVDAVFHFPL
GVLLAREQWR

61
121
181
241
301

ambR

CATATGGCAA
CATGAACGTG
AGCACACCGC
GAATATGTGG
TACATTGATG
CAGACCGAAC
CGTGTTCGTT
GCATATACCA
AGCGTTCTGG
GAACAGAGCT
CTGCCGTGGA
GCCATGATTC
TATCTGGAAC
GTGATTACCG
GATCTGGCAA
AAAGCAGAAA
GGTTATCCGC
GGTGCAGTTT
ATTTGTAAAC
CTGTTTACCG
CGTCAGTTTA
CGTTGGTATA
GATCGTACCC

AmbR

1 MASSEDGTRS
YVDLINAGGP
VRECVTGSEA
QSFFHTEGRV
LERVRELCDQ
AEIMDQLRTG
CKRRGIPALV
WYISAALTEA

61
121
181
241
301
361
421

ambQ

CATATGGTTT
CCGTGTAGCG
CCGGGTCTGA
GCACGTCTGC
CTGGAACCGC
GATACCATGG
ACCATTGCTC

GCAGCGAAGA
CAGCAAAAGT
TGTTTTTTAG
ATCTGATTAA
CACTGAAACG
AGGATATTGA
TTTGTGTTAC
AACGTCCGTA
GTGGTGTTGT
TTTTTCATAC
ATGATATTGA
ACATGGAACC
GTGTGCGTGA
GTTTTCGTGT
CCTTTGGTAA
TCATGGATCA
TGGGTGTTGC
ATCGTCGTAT
GTCGTGGTAT
ATAAACCGGT
AATTCTATAG
TTAGCGCAGC
TGGCACGTAT

GGCAGCATGG
AAACCAGCGA
GCACCCGTCA
GTCGTAGCGC
GTGCAGATAA
AACCGAAAGC
CGCTGGCCGT

LEQLGSARLS
KAMALHVGAL
NHGYAFLNPA
KEARLVAGID
REFLHEAHRV
THDMFTWVRS

WSNTKSLALH
GILGHNDPEY
VHLALRLARA
PDAFKYSFLL
HGIVLGFDEV
KVTGAGTENG
QGPRGVFFLL
DVDCALESAD

TGGCACCCGT
TATGCCTGGT
CCATGCACGT
TGCCGGTGGT
TCAGCTGGAT
ACTGGCAGAA
CGGTAGCGAA
TTTTATCCGT
TGATGAACAT
CGAAGGTCGT
TGTTCTGGAA
GATTCTGGTT
ACTGTGTGAT
TGGCCTGGGT
AGCACTGGGA
GCTGCGTACC
AGCAAGCCTG
TGATATGATG
TCCGGCACTG
GATCTATAGT
CACCATGCCG
ACTGACCGAA
TTGAATTC

RTLART

TCGTCAGAGC
AATTCGTGGT
TGTTTTTCAT
GACCAGCAGC
TGCAACCCTG
ACATGGCACC
TCTGTTTGTT

HEVELSQLMA
SGQFKPLPPS
EAPSLAAWEE
AVRTHVLLAR
VKPGGRCFLN
RPRKCRPEIY

ERAAKVMPGG
IDALKRQLDT
YTKRPYFIRF
PWNDIDVLEE
ITGFRVGLGG
YPLGVAASLA
FTDKPVIYSF

AGCTGGTCAA
GGTCAGGCAA
GGTGCACGTC
CCGGGTATTC
ACCGTTTATA
AAAATTGCAA
GCAGTTCATC
TTTCAGACCC
CCGGAAGGTC
GTTCCGGATG
GAAACCCTGA
AATGGTGGTG
CAGCATGGTA
GGCGCACAGG
GGTGGTATGC
GGTAAAGTGA
GCCACACTGA
CAGGCACGTC
GTTCAGGGTC
TTTCAAGAAC
GAAGAGGGCA
GCAGATGTTG

CTGCATGAAT
GCACCGCCTG
CTGTGTTATA
TGGGATGCAC
AATGCCCGTC
ATTCCGGAAG
CTGATGGCAA

PLSPEEVLFC
YLKDAWLREV
PSRLSIHLYH
EAHPSVDGVY
SWGPPTWYMD
IEFDRMVMLP

QOANFRGGLLS
VYSLGSGICQ
QTHYHGWEDS
TLKKYGHEVA
AQAALGVTPD
TLKILERDDG
QELMEAALPR

ATACCAAAAG
ATTTTCGTGG
TGTGGGATGT
TGGGTCATAA
GCCTGGGTAG
GCCATGTTCC
TGGCCCTGCG
ATTATCATGG
GTCCGCTGCC
CATTCAAATA
AAAAATACGG
GTTGTCCGCC
TTGTTCTGGG
CAGCACTGGG
CGATGGCAGC
CCGGTGCAGG
AAATTCTGGA
TGAAAGAAGG
CGCGTGGTGT
TGATGGAAGC
CCCTGCTGAT
ATTGTGCACT

GTCATGATGG
GTCTGGATCG
AACCGCAGCT
GTCGTCCGCG
TGCCGCAGGC
AAATGATGCA
TTGAAGCAGT

FLFIKSGSAE
KERPGDEPLS
KLLGGQDFTG
FLHGRAEEIP
LEGAVESCGW
VEGRRYYNFH

TPLFFSHARG
TEQDIELAEK
VLGGVVDEHP
MIHMEPILVN
LATFGKALGG
AVYRRIDMMQ
QFKFYSTMPE

CCTGGCACTG
TGGTCTGCTG
TGATGGTAAT
TGATCCGGAA
CGGTATTTGT
GTGTGCAGAA
TCTGGCACGT
CTGGTTTGAT
GCTGGAAAGC
TAGCTTTCTG
TCATGAAGTT
TCGTCCGGGT
TTTTGATGAA
TGTTACACCG
AGTTGCAGGT
CACCTTTAAT
ACGGGATGAT
TCTGCTGGAT
TTTTTTCCTG
AGCACTGCCT
GTATGGTGGT
GGAAAGTGCA

TGGTCGTGAA
TATGACCGTT
GGGTGGTCTG
TCAGCGTCAG
ACCGCTGGCA
GAGCACCGCA
TGTTGCACGT

GFGEEPVRFK
LLEYYSLAAQ
LDVVDMACGR
LPTGAFDALI
KLEHAEDITT
LTRLDQKAS

ARLWDVDGNE
IASHVPCAER
EGRPLPLESE
GGGCPPRPGY
GMPMAAVAGK
ARLKEGLLDI
EGTLLMYGGR
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Anhang

CATCGTCGTG
GTGGGTTATT
GTTTATGAAC
ATTTTTGCAG
CTGTGGGCAA
CGTATGCCGT
GGTATTCCGC
ACCCATACCC
CATCATCGTG
TTTATCGTTT
GGCACCCGTC
CATCTGGCAA
ATGCCACCGG
GATGTTGAAA
GTTACCGTTG
CGTCTGGCAC
AGTCCGGGTT
GGTTGGCTGG
CTGAGCGCAG
GGTGGTGCAG

AmbQ

1 MVWQHGRQSL
RLRRSATSSW
IAPLAVLFVL
YERWAITHHA
MPWLQPAYQW
HRVHHGMDEQ
LAKLSRAARS
TVVIGAMVIM
WLDASGARPL

61
121
181
241
301
361
421
481

GTGATACCAC
TTGCACTGGT
GTTGGGCAAT
CCGATTTTCT
TTCATGTTGT
GGCTGCAACC
CTGCAGTTTT
GTGCAGTTGG
TTCATCATGG
GGGATCGTCT
GTCGTGTTGT
AACTGAGCCG
AATGGCAGCC
GCCGTGGTAG
TTATTGGTGC
TGCTGGTTCT
TTGCATGGCG
ATGCAAGCGG
CAAGTGGTGT
AAGATGCAGC

13.2 Vektorkarten

Dra lll3474)
BsaX l(3422) |

HECHDGGREP
DARRPRORQL
MATIEAVVARH
RSAVTIVFETI
FEFYLPLAFLG
YLDCNYGGIF
PWDRVKVWEM
YTGTSSTMPR
ASVALMAGGL

CTATCGTCTG
TGCATTTTTT
TACCCATCAT
GTACTACCTG
GCATCATCAG
GGCATATCAG
TCTGCTGGCA
TAAACTGGGT
TATGGATGAG
GCTGGGCACC
TAGCTGGAAT
TGCAGCACGT
TGCCGGTGTT
TACCGCAAGC
AATGGTTATT
GCTGCTGGCA
TTTTGAACTG
TGCACGTCCG
TCTGTTTCGT
ACCGAGCATG

; Xho 1(158)
/. Not 1{166)

~EcoR I{192)
. BamH l{198)

— Xba l(326)
' Bgl li364)
~Bputl Iisad)
s, /- Bbs 1(558)
" Bsg kissa)
¢

\
\ EcodT Ili(sa2)

CSETSEIRGA
EPRADNATLN
RRGDTTYRLP
FAADFLYYLF
IPPAVFLLAR
IVWDRLLGTF
PPEWQPAGVL
LALLVLLLAS
SAASGVLERL

CCGGATACCG
AGCTTCATCA
GCACGTAGCG
TTTCATCGTG
AGCCGTGAAC
TGGTTTTTCT
CGTGGTGTTA
CCGCTGGAAT
CAGTATCTGG
TTTGTTCCGG
CCGATTTGGC
AGCCCGTGGG
CTGGAAGCAA
AGCATTGCAC
ATGTATACCG
AGCCTGGGTG
GCACGCGCAG
CTGGCGAGCG
CTGGGTCGCC
AGCCTGCCTG

Pwu lia428)
Sgf la42e

Sma li4300)

PPGLDRMTVP
ARLPQAPLAD
DTVASVGVGV
HRASHRINVL
GVSISYNVET
VPEGKEPTYG
EASAPPEPRD
LGAHARSLES
GRRPRGSRAG

TTGCAAGCGT
GCATTGTGGT
CAGTTACCAT
CAAGCCATCG
AGAATCTGGC
ATCTGCCGCT
GCATTAGCTA
ATGTTCTGAA
ATTGTAATTA
AAGGTAAAGA
TGAATGTTGA
ATCGTGTTAA
GCGCACCGCC
AGATGGCACT
GCACCAGCAG
CACATGCCCG
CACTGCTGCT
TTGCCCTGAT
GTCCGCGTGG
GTAGCTAAGA

Dra lli{s127)

GLSTRHVFHL
TMEPKAHGTI
GYFALVAFFS
WAIHVVHHQS
HTRAVGKLGP
TRRRVVSWNP
VESRGSTASS
PGFAWRFELA
GAEDAAPSMS

_ Xba I(33s)
- ~ Bal lli401)
‘; \A9“3'5358) < SgrA l#az)

TGGTGTTGGT
GTATGACATT
TGTTTTTACC
TATTAATGTT
AGTTAATCTG
GGCATTTCTG
TAATGTGTTT
TACCCCGAGC
TGGTGGCATT
ACCGACCTAT
ACCGTTTATT
AGTTTGGTTT
AGAACCTCGT
GAGCGTGGGT
CACCATGCCT
TAGCCTGGAA
GGCCGTTGCA
GGCAGGCGGT
TAGCCGTGCC
ATTC

LPGS

Xho l{158)
Not I(166)
Eag I(166)
Hind l1l{173)
Sal l(178)
Sac Ij130)
EcoR l(192)
BamH li198)
Nhe l(231)
Nde l(238)
Nco l(296)

IEpuHD2 1(80y

~
o Sph li598)

N\

CYKPQLGGLA
PEEMMQSTAT
FISIVVYDIV
REQNLAVNLR
LEYVLNTPSH
IWLNVEPFIH
IAQMALSVGV
RAALLLAVAG

Miu Ig1123)

\

| Cla li4117) \J" I\" f
Nru li4083) 41J

e11) 0%

|
| | | BStE lI{1304;

pET-28a(+) = | |'Apa l1334)

| |
L P ez i (5369bp) /|

‘-"BsmB lg107g) / J/BssH lif1534)
/ /[ EcoR viista)
/' /“Hpa lnsze)

I
Sca nzamH‘
1

=) |
b pIE['zl';%Eg(ﬂ | BspG lia4)

Pvu l(z70

(2gg;

i

2 \
Pt 257 % / Eco57 1(3772) i.“
X ATth11 11183) A

/|Bst1107 I1z08)

b
AN l(agao) ~ %

A \
/ ~Sap l{1322) N

A BspLU11 I1438) BssS l(3aer) 7 Pe

O,;.{_
-
)
" Afl Illg1438) W 4

P
/
/‘\- PshA I(1968)
//
< Bl 112167)
Y\ “Fsp l(2208)
“Psp5 lli2z30)

Y
Pf1108 I(2348) ~ s,g &
Eam1105 I2331) 4 ™

L,
BspLU11 I3224) © ™
Sap l(3108) 7 o -
Bst1107 ljzaes) /[ —
Tth111 2988 /

HaiE izozs) AIWN 111854)
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Anhang

s
2

Dra I1l{5658) Nsp V(268)

Msc l(351)

Bsa l4576)
Eam1105 (4357,

PET322(+)

AWN I(4038)

BspLU11 I(3622)

Sap 1(3506) PshA 12366)
Bst1107 1(3393)
Tth111 1(3367) Psp5 ll(2628)

BspG I(3148)

ORF frame 1

lacZ_a
M13_pUC_fwd_primer
M13_forward20_primer
M13_reverse_primer
M13_pUC_rev_primer
lac_promoter

Narl (4307)
Hpal (4173)
EcoRV (4117)
ORF frame 2
Apal (3878)
lacl

pBR322_origin

ORF frame 2

lacZ_a
M13_pUC_fwd_primer.
M13_forward20_primer
M13_reverse_primer
M13_pUC_rev_primer
lac_promoter

Narl (4323)
EcoRV (4133)
ORF frame 3
lacl

pBR322_origin

Sph I(age)

\G

Y

pCold I DNA
(4407bp) &

QWY

ColE1 0"\

tac_promoter

M13_pUC_rev_primer

Mscl (465)

GST (variant) BstBI (655)

ORF frame 3 BamHI (930)
EcoRI (938)
Xmal (943)
Smal (945)
Sall (948)
Xhol (953)
Notl (959)
Eagl (959)

pGEX_3_primer

PGEX-4T3

4968 bp

Aatll (1244)
AmpR_promoter
Ampicillin

ORF frame 2

Pstl (1921)

GST
tac_promoter ORE ttame 3
M13_pUC_rev. _primeg'seiglsi(g:s)
Mscl (465) BamHI (945)
EcoRI (954)
Xmal (959)
Smal (961)
Sall (964)
Xhol (969)
Notl (975)
Eagl (975)
pGEX_3_primer

pGEX-6P-1
4984 bp

Aatll (1260)
AmpR_promoter
Ampicillin

ORF frame 3

Pstl (1937)

cspA 3" UTR
multiple cloning site
Factor Xa site

cspA promoter
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13.3 Synthetische Gene

SFil(361)

Narl(3258
E;R—I Ndel(372 SAIIE1)

KanR Ascl{370)

Drall(3080

Dirall(3329 Saclfa83
Ncol(3017 Sacl{383)
Baolll{3271

EcaoRI(385)
Ncol(3256)
11AAND3P_AmbJ_pMK-RQ

3709 bp

MNdel(845)

11AANDXP_AmbN_pMK
3948 bp

L

Col E1 origin

Eco571(2513
EcoS7li2752

Col E1 origin
Sfil(2051)
Pacl(2038) — 3

Kpnl(2030)
Hindil{2020)

EcoRI(1796

Sfil(1812)
rdel(1696)

ﬁ\(361) Sil(387)

Narl(2943) S Ascl(370 KanR Nelel(372)
an
KanR Sacl(383

Drall(3007
Drall(2775 Haell385 Balll{2349
Neol (2702

Meol(2934

11AAND2P_AmbS_pMK
3394 bp

Eco571(2198)
Col E1 origin

11AANDZP_AmbR_pMK-RQ
3626 bp

AmbS

Ecob71(2430
EcoRI{1466

Kpnlt1476 Col E1 origin
7 Pacl(1484)
~ Sfil(1497)

EcoRI(1713
Sfi(1728)

SFil(361)

KanR Mdel{372
Crall(3273

Balll{2215) Neol(B75)

Neol(3200)

11AANDYP_AmbQ_pMK-RQ
3892 bp

Eco57I(2696

Col E1 origin

5fil(1985)
EcoRI(1979)
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13.4 Hergestellte Konstrukte

1l Origin His Tag

HanaR

ambJ_pET28a(+)

6769 bp His Tag
T Promaoter

cph Promoter

ambJ_pCold |

5807 bp

pBAIER_origin

tac Promoter

GST Tag

lacl

ambJ_pGEX-6P-1

6384 bp ambJ

1 Origin His Tag

Ampl

AmpR

ambJ_pET20b(+)
5116 bp

T Promoter

1 Cirigin

KanaR

ambJ_pET28a(+)
G768 bP His 'ﬂg
TT Promuoter
1 Crigin
AmpR
ambJ_pET32a(+) Hia Tog
T300 bp
Trx Tag
TF Promoter

tac Promoter

GST Tag

ambJ_pGEX-4T-3
6384 bp

ambJ pET20b({+)
5116 bp
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cspA Promoter
f1 Origin His Tag

ambM
KanaR ambs

ambN_pET28a(+) His Tag ambS_pColdl
6979 bp T7 Promoter 5463 bp

pBR322_origin

AmpR
cspA Promoter

His Tag

ambR

ambR_pColdl

5724 bp

pBR322_origin

AmpR
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13.5 Spektrenanhang
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159.28
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