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,If you have an apple and I have an apple and we exchange these apples
then you and I will still each have one apple.
But if you have an idea and I have an idea and we exchange these ideas,

then each of us will have two ideas. “

, Wenn Du einen Apfel hast und ich einen Apfel habe und wir diese Apfel tauschen,
haben Du und ich immer noch jeweils einen Apfel.
Aber wenn Du eine Idee hast und ich eine Idee habe und wir diese Ideen austauschen,

dann wird jeder von uns zwei Ideen haben. “

George Bernard Shaw (1856 — 1950)
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Vorbemerkung

Die Bennennung der absoluten Konfigurationen von Stereozentren in linearen Interme-
diaten von Polyketidsynthasen (PKS) oder isolierten Doménen erfolgte im Rahmen dieser
Promotionsarbeit nach der FISCHER-ROSANOFF-Konvention. Daher wurden die rdumlichen
Orientierungen der Substituenten beziiglich des Polyketidriickgrats in die Kategorien D und
L in Anlehnung an die Arbeiten von KITSCHE und KALESSE eingeordnet.!!! Die D/L-Nomen-
klatur eignet sich sehr gut als Basis fiir Studien an Polyketidsynthase-Doménen nach mech-
anistischen Gesichtspunkten, da nur die Orientierung der Substituenten Einfluss auf die
Kategorisierung nimmt, nicht aber die Wertigkeit der untergeordneten Substituenten wie

bei der (R)/(S)-Nomenklatur nach der CAHN-INGOLD-PRELOG-Konvention.?

XIIT






1. Einleitung

Die Evolution des Lebens begann mit dem Aufbau kombinierter Strukturen aus
vorhandenen monomeren Verbindungen. Diese Bausteine von Aminosduren, Fettsduren,
Kohlenhydraten und Nukleinbasen sind bis heute fiir alle Lebewesen essentiell.>]

Der Primdrmetabolismus jeder Zelle generiert aus den zur Verfiigung stehenden
Ressourcen diese Bestandteile und ermdglicht den Erhalt der lebensnotwenigen Strukturen
von Proteinen, Membranen und Nukleinsiuren. Der Zugang zu entsprechenden Quellen
an organischen und anorganischen Molekiilen wird durch unterschiedliche Strategien
ermoglicht. Eine Moglichkeit umfasst die Erzeugung von Substanzen, die dem Organismus
einen Vorteil verschaffen oder der Abwehr von Konkurrenz dienen. Die Prozesse zur
Bildung dieser Stoffe werden als Sekundérmetabolismus bezeichnet.

Die Gruppe der Sekundidrmetabolite umfasst u. a. Alkaloide, Terpene, Polyketide und
Glykoside. Mikroorganismen, Pilze, Pflanzen und Tiere produzieren diese Stoffklassen
beispielsweise aufgrund deren antibiotischen, antimykotischen, herbiziden oder insek-
tiziden Wirkungen. Die Darstellung dieser Abwehrstoffe benétigt spezielle Biosynthese-
wege, welche die meist komplexen Verbindungen aufbauen. Der strukturelle Anspruch
stellt dabei fiir die synthetische Herstellung oft eine grofSe Herausforderung dar. Durch die
Erforschung der natiirlichen Biosynthesewege und einer Verkniipfung synthetischer und
biokatalytischer Strategien konnten in Zukunft mehr dieser sekundiren Naturstoffe

und -derivate fiir z. B. pharmakologische Anwendungen zugianglich gemacht werden.

Die Polyketide stellen eine Substanzklasse mit breiter pharmakologischer Bedeutung
dar. Diese Gruppe von Naturstoffen wird von grofen, multifunktionalen Enzymkomplexen
produziert, die starke Ahnlichkeit zu den Synthasen der Fettsidurebiosynthese (FAS) zeigen.
Die Polyketid-Naturstoffe zeigen eine grofiere strukturelle Diversitdt als Fettsiuren und
besitzen ein breites Spektrum an pharmakologischen Wirkungen.®”! So nahmen 2005 Poly-
ketid-basierte Wirkstoffe mit einem Anteil von 20% an den meist verkauften Medika-

menten eine liberproportionale Stellung ein.®



Die Biosynthese von Polyketiden basiert auf Polyketidsynthasen (PKS), welche mit Hilfe
von Coenzym A-vermittelten Malonyleinheiten das Grundgeriists aufbauen. Die Poly-
ketide erhalten wihrend und nach der Darstellung verschiedene Modifikationen, die die
strukturelle Diversitdt begriinden. Die resultierenden Substanzen koénnen antibiotische
Polyether wie Monensin A (1) oder Polyene wie Myxalamid A (2) sein. Eine grofie Poly-
ketidklasse bilden die Makrolide, zu welchen beispielsweise das insektizide Spinosyn A (3)
gehort. Kombinationen aus verschiedenen Klassen, wie sich diese z. B. im antimykotischen
Natamycin (4) als Makrolid mit Polyen-Strukturen finden lassen, erh6hen dariiber hinaus
die Vielfalt dieser Naturstoffkategorie (Abbildung 1-1, S. 2).01%14 Die genannten Wirkstoffe
werden von Polyketidsynthasen des Typs I produziert. Typ II-Polyketide sind dhnlich stark
funktionalisiert und meist aromatisch. Polyketide von Typ III-Systemen sind ebenfalls

aromatisch, allerdings geringer funktionalisiert.!!>7]

Monensin A (1)

Spinosyn A (3) Natamycin (4)

Abbildung 1-1: Wirkstoffe aus verschiedener Polyketidklassen.
Monensin A (1, antibiotischer Polyether), Myxalamid A (2, antibiotisches Polyen), Spinosyn A (3, insektizides
Makrolid) und Natamycin (4, antimykotisches Makrolid-Polyen).[10-14]

Die Polyketid-Biosynthese bietet auf Ebene der Polyketidsynthasen interessante
Zuginge zu Derivaten, aber auch die einzelnen katalytischen Doménen und die post-PKS
agierenden Proteine vermogen als rekombinante Enzyme Modifikationen zu erzeugen. Die
biokatalytische Einbindung in Syntheserouten kann dabei zu erhohten Selektivititen und

umweltfreundlicheren Prozessen fithren.!819]



1. Einleitung

1.1 Polyketide und Polyketidsynthase-Systeme des Typs |

Die genannten Naturstoffe Monensin A (1), Myxalamid A (2), Spinosyn A (3) und Nata-
mycin (4), sowie alle folgenden Polyketide werden von modularen Polyketidsynthase-
Systemen des Typs1 dargestellt. Die Typ I-Systeme setzen sich meist aus mehrerer
Proteinen zusammen, welche {iber endstindige Linkerregionen verbunden sind.?” Die auf-
zubauende Polyketidkette ist iiber die prosthetische 4‘-Phosphopantetheinylgruppe an die
Acyltrigerprotein-Doméne (Acyl Carrier Proteine, ACP) gebunden. Die ACPs fiithren die
Polyketidkette durch die Module, wobei in kanonischen PKS ausgehend vom Start- bzw.
Lademodul jedes weitere Modul einen Elongationsschritt vollfithrt und verschiedene Modi-
fikationen einfiigen kann (Schema 1-1, S. 3). Im letzten Modul der Assemblierungslinie
wird die Polyketidkette durch die Thioesterase-Doméne (TE) freigesetzt. Dies kann unter
Hydrolyse zu einer freien Carbonsdure (Ambruticin (40), Abbildung 3-1, S. 17) oder Ring-
schluss (Erythromycin A (6), Schema 1-1, S. 3) geschehen.!®?22l Nach der Abspaltung kann

das Polyketid durch post-PKS-agierende Enzyme zusitzlich modifiziert werden.!

DEBS 1 DEBS 2 DEBS 3
|
LM Modul 1 Modul 2 Modul 3 Modul 4 Modul 5 Modul 6
AT ACP K h w ACP, )O(KSXAT
?' HO»

o o post-PKS

Enzyme '
0 OH I\\“

Erythromycin A (6)

6-Deoxyerythronolid B (5)

Schema 1-1: Biosyntheseweg von Erythromycin A (6).

Die Elongationsmodule aus DEBS 1, DEBS 2 und DEBS 3 bauen schrittweise die Polyketidkette inklusive verschie-
dener Modifikationen auf. Die Thioesterase-Domane (TE) des Elongationsmoduls 6 spaltet die Polyketidkette ab
und bildet einen Makrozyklus, sodass des 6-Deoxyerythronolid B (5) entsteht. Die anschliefenden post-PKS-Modi-
fikationen (Oxidation, Glykosylierung) finalisieren die Biosynthese. LM: Lademodul; LR: Linkerregion; KR*: reduk-
tionsinaktive Ketoreduktase-Doméne des Typs C2.16:22



Biosynthese der Polyketidkette

Die fiir den Aufbau einer Polyketidkette essentiellen Dominen eines Elongationsmoduls
sind die Ketosynthase- (KS), Acyltransferase- (AT) und ACP-Doméne. Das Lademodul
jedes PKS-Systems bestimmt die Starteinheit, welche in den darauffolgenden Modulen
durch verschiedene C:-Einheiten verlingert wird. Die Auswahl der Starteinheit des
Lademoduls erfolgt in cis-AT-Systemen durch die modulintegrierten AT; gleiches gilt auch
fiir die Verldngerungseinheiten in spiteren Modulen. Bei trans-AT-Systemen belddt eine
separate, trans-agierende AT die Module.?*®! In den Biosynthesen von Tylosin (48,
Abbildung 3-1, S. 17) und Lipomycin werden die aktivierten Starteinheiten Propionyl-(7)
und 1so-Butyryl-CoA (8) verwendet (Abbildung 1-2 A, S. 4).2627] Es gibt allerdings auch
komplexere Strukturen wie das aromatische Benzyl-CoA (9) oder das Cyclopentyl-basierte
CoA-Derivat 10.22%1 Die FElongationseinheiten eines PKS-Systems konnen in der
a-Position variieren. Das unverzweigte Malonyl-CoA 11 (Abbildung 1-2 B, S. 4) findet sich
z.B. in der Amphotericin-Biosynthese (38, Abbildung 3-1, S. 17).8% Das a-methylierte
Derivat 12 ist hingegen der einzige Baustein, der bei der Biosynthese von Erythromycin (6)
verwendet wird. Beispiele fiir seltenere Elongationsbausteine sind Ethylmalonyl- und
Methoxymalonyl-CoA (13 und 14).163! Die AT bindet unabhingig vom Baustein diesen

iiber ein Serin und iibertriagt die Verlingerungseinheit auf den Phosphopantethein-Rest der

ACP.132.33]
A
o)
o] o) o) HO o)
A 1
S—CoA \HkS—CoA dS—CoA S—-CoA
7 8 9 10
B
0O o 0O o 0O o o o
HOJ\/U\S-COA HO)I\HkS—CoA Ho)‘j)Ls—CoA HOJ\HLS-COA
_0
11 12 13 14

Abbildung 1-2: Auswahl von Start- und Elongationsbausteinen der Polyketid-Biosynthese.

A) Propionyl-CoA 7 (Tylosin (48)), iso-Butyryl-CoA 8 (Lipomycin), Benzyl-CoA 9 (Soraphen (193)*), (1R,2R)-2-
Cyclopentylcarbonsaure-CoA 10 (Borrelidin (175)*). B) Auswahl von Elongationsbausteinen der Polyketid-Bio-
synthese. Malonyl-CoA 11 (Amphotericin (38)), Methylmalonyl-CoA 12 (Erythromycin (6)), Ethylmalonyl-CoA 13
(Elaiophylin (178)*) und Methoxymalonyl-CoA 14 (Concanamycin (177)*). Strukturen in grun bleiben im Naturstoff
erhalten.[626-331 *Apbildung 8-1, S. 224.



1. Einleitung

Der Kreislauf der Kettenverlingerung innerhalb eines Moduls beginnt mit der Uber-
nahme der Polyketidkette des vorherigen Moduls durch die KS. Nach dieser ersten Trans-
lokation (Schritt I, Schema 1-2, S. 5) verbleibt die Polyketidkette gebunden am Cystein des
aktiven Zentrums der KS bis die AT die modulinterne ACP mit dem Elongationsbaustein
beladen hat (Schritt II). Wahrend des darauffolgenden Schrittes wird das ACP-gebundene
Malonat-Derivat decarboxyliert und der C-C-Bindungsaufbau erfolgt {iiber den
nucleophilen Angriff an die Thioester-Funktionalitit der KS-gebundenen Polyketidkette
mittels decarboxylativer CLAISEN-Kondensation (Schritt IIT). Mit der Ketteniibernahme
durch die KS des Folgemoduls wird der Zyklus beendet (Schritt IV). Jedes Elongations-
modul fithrt einen Elongationsschritt durch; einzelne Module kénnen aber auch iterativ
arbeiten. Die iterative Verldngerung ist eigentlich typisch fiir PKS des Typs I, findet sich
aber z. B. auch im fiinften Modul der Borrelidin-Biosynthese (175). In jedem Durchgang

erfolgen dabei ebenfalls Modifikationen durch die zusitzlichen, optionalen Domédnen.34

§ Ly WS
0 (8]
R (RYromn
0
} R

D@ - 0@1 ) B0 |

)
o=
@K%T ACP g
é J)H $ %\
0 (5) S—CoA COZ
{5)

HS—-CoA

e()

Schema 1-2: Einzelschritte des Elongationsprozesses der Polyketid-Biosynthese.

(I) Die Ketosynthase (KS) tibernimmt die Polyketidkette des vorherigen Moduls. (I1) Die Acyltransferase (AT) beladt
das Acyltragerprotein (ACP) des eigenen Moduls mit dem gewahlten Elongationsbaustein (hier: Methylmalonat 11).
(1) Die KS decarboxyliert das gebundene Malonat und baut eine neue C-C-Bindung auf (decarboxylativer CLAISEN-
Kondensation). (IV) Die KS des folgenden Moduls tbernimmt die Polyketidkette. Cystein: —SH; Serin: —OH,;
Phosphopantethein: ~SH.[34



Modifikationen der Polyketidkette

Die hiufigsten Modifikationen wihrend der Polyketid-Biosynthese erfolgen durch die
Domainen der reduktiven Schleife. Zu diesen gehoren die Ketoreduktase- (KR), Dehydra-
tase- (DH) und Enoylreduktase-Domine (ER) (Schema 1-3, S. 6). Die Doménen sind dabei
in der genannten Reihenfolge aktiv, wobei die vollstindige Domédnen-Triade nur optional
ist. Die KR reduziert als erste Domidne den zuvor verlingerten und ACP-gebundenen
f-Ketothioester 15 unter Verwendung des Cofaktors NADPH. Die Reduktion erfolgt fiir die
p-Position stereoselektiv, wobei zusdtzlich die vorldufige Konfiguration der a-Position
selektiv festgelegt werden kann. Die absolute Stereoinformation geht anschliefSend bei der
F-Eliminierung durch die DH verloren und das resultierende Olefin 17 wird im letzten
Schritt von der NADPH-abhingigen ER zum gesittigten Alkan 18 reduziert. Die ER agiert

dabei ebenfalls stereoselektiv bei einer vorhandenen a-Substitution.?!

@‘@ @ ACP

NADP*
15

Schema 1-3: Die drei Schritte einer voIIstandlgen reduktiven Schleife.

Die Ketoreduktase-Domane (KR) reduziert den ACP-gebunden B-Ketothioester 15 zum (-Alkohol 16. Anschlieltend
erfolgt die B-Eliminierung von Wasser durch die Dehydratase-Domane (DH) und das entstandene Olefin 17 wird
von der Enoylreduktase-Doméane (ER) zum gesattigten Alkan 18 reduziert. Die Reduktionen der KR und ER
erfolgen stereoselektiv.

Methyltransferasen stellen eine weitere Gruppe von modifizierenden Doménen dar.
Diese konnen a-Methylierungen sowohl cis- als auch trans-agierend einfiigen oder nach
Abspaltung der Kette von der PKS eine O-, N- oder C-Methylierung durchfiihren.3637)
Manche PKS-Dominen besitzen auch zusitzliche Aktivitidten. So sind DHs bekannt, die
auch als Pyrancyclasen (Ambruticin (40)) agieren oder eine Doppelbindungsverschiebung
bewirken (Ansamitocin).[383]

Weitere PKS-Dominen oder post-PKS-Enzyme (7ailoring-Enzyme) konnen dariiber
hinaus Epoxidierungen und andere Oxidationen, sowie Reduktionen, Aminierungen oder

Halogenierungen bewirken. 234!



1. Einleitung

1.2 Ketoreduktase-Domanen

Die Ketoreduktase-Domine ist die erste Doméne der reduktiven Schleife innerhalb eines
PKS-Moduls und besitzt eine zentrale Bedeutung fiir die Konfiguration des Biosynthese-
Produkts. Die KR-Doméne generiert mit hoher Stereoselektivitit mindestens ein Chirali-
tatszentrum. PKS-KRs bestehen aus einer katalytischen und einer stabilisierenden Unter-
einheit (Abbildung 1-3, S. 7). Diese miissen in der Aminosduresequenz nicht zwingend in
direkter Abfolge liegen, sondern koénnen durch eine vorhandene ER-Doméne getrennt
sein.*! Innerhalb eines korrekt gefalteten Moduls bilden beide Teile wieder eine Einheit.
Beide Untereinheiten besitzen eine ROSSMANN-Faltung, wobei die Faltung in der stabili-
sierenden Untereinheit degeneriert vorliegt und nur die katalytische Doméne den Cofaktor
Nicotinsdureamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat (NADPH) binden kann. Aufgrund weiterer
Sequenzhomologien werden die KR-Doménen der Familie der kurzkettigen Dehydrogen-

asen bzw. Reduktasen (Short Chain Dehydrogenases/Reductases, SDR) zugeordnet.!42-]

Abbildung 1-3: Kristallstruktur der Ketoreduktase-Domane AmpKR2.

Stabilisierende (hellgriin, linke Halfte) und katalytische Untereinheit (dunkelgriin, rechte Halfte). Der Cofaktor
NADPH (violett) befindet sich in der aktiven Tasche, und links davon das pantetheinylierte Substrat (grau). Die
Aminosauren Tyrosin, Serin und Lysin des aktiven Zentrums sind rot markiert (PDB: 5XWV).[46]

Die Reduktion des Phosphopantethein-gebundenen Substrats erfolgt, sobald die ACP die
zuvor verlingerte Polyketidkette in die Interaktionsgrube der KR-Doméne positioniert. In
dieser befindet sich bereits der Cofaktor und prasentiert das si-Hydrid der Nikotinsdure
dem aktiven Zentrum. Das katalytische Zentrum besteht dariiber hinaus aus der konser-

vierten Triade der Aminosduren Tyrosin, Serin und Lysin, wobei Tyrosin und Lysin an der
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Bindung des Cofaktors beteiligt sind (Schema 1-4, S. 8). Die Reduktion erfolgt iiber die
Aktivierung des f-Carbonyls mittels Wasserstoffbriickenbindungen vom Tyrosin und Serin
zum Carbonylsauerstoff und der Bereitstellung des zum Carbonylkohlenstoff aus-
gerichteten s/-Hydrids des Cofaktors.!*3#”! Die Konfiguration des entstandenen, sekundéren
Alkohols hingt dabei von der Orientierung des Substrats im katalytischen Zentrum ab. Die
Produktkonfiguration spiegelt sich dabei in der Aminosduresequenz wider, welche die

Interaktion mit der ACP und somit die Orientierung des Substrates beeinflusst.
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Schema 1-4: Aktives Zentrum einer Ketoreduktase-Doméne.

Das ACP-gebundene Substrat (schwarz) wechselwirkt Gber den Carbonylsauerstoff mit den konservierten
Aminosauren Serin und Tyrosin mittels Wasserstoffbriickenbindungen und das si-Hydrid des Cofaktors (violett)
kann Ubertragen werden.[*347]

Die KR-Hauptkategorien werden dabei dem lateinischen Alphabet nach als A- und
B-Typ bezeichnet. Die Reduktionsprodukte des A-Typs besitzen einen 3L-konfigurierten
Alkohol, da die ACP das Substrat von der Seite in die KR-Domine fiihrt, die der
stabilisierten Untereinheit zugewandt ist. In A-Typ-KRs befindet sich auf dieser Seite der
aktiven Tasche ein konserviertes Tryptophan. Dieses Tryptophan ist in den KR-Doménen
des B-Typs nicht zu finden. Hingegen besitzen B-Typ-KR in dieser Region ein konserviertes
LDD-Motiv, welches auf dieser Seite die Interaktion mit der ACP stort und die aktive
Tasche nur aus der Richtung zuginglich ist, die der stabilisierenden Untereinheit

abgewandt liegt (Schema 1-5; S.9). Die Produkte der KR-Doménen des B-Typs besitzen



1. Einleitung

daher fiir den f-Alkohol eine D-Konfiguration. Auf dieser Basis ist eine Vorhersage der

f-Produktkonfiguration direkt aus der Aminosiduresequenz der Domédne moglich.[143:47:48]

A
B
A-T Ser Tyr ser Tyr B-T
X b ¢ e oa haal i Ly
(0] O.. O. 0
H - H ;H% Lys H o H H% Lys
) _.'b" -9 o
SJK)JK/ \JJ\/U\S
A -::.(sNADPH :f(é NADPH
0O OH OH 0
sJk/k/ \/‘\)Ls
aL 3D

Schema 1-5: Aktive Zentren der beiden KR-Hauptkategorien.

A) VergréRerung der Kristallstrukturen von AmpKR2 (A1-Typ) und EryKR1 (B2-Typ). B) Das Hydrid in KR-Doméanen
des A-Typ (linke Seite) gelangt von der re-Seite an den Carbonylkohlenstoff. Das Reduktionsprodukt ist 3L-konfi-
guriert. Bei B-Typ-KRs (rechte Seite) erfolgt dies von der si-Seite und es wird das 3p-Produkt erhalten.3:46:49]

Die KR-Domiénen mit einem a-unsubstituierten Substrat werden als AO- und BO-Typ
bezeichnet. Besitzt das Substrat z. B. eine Methylgruppe in a-Position, so werden weitere
Subtypen eingeteilt. Es ergeben sich je zwei Subtypen fiir jede Hauptkategorie, welche
durch arabische Ziffern unterschieden werden. Die Subtypen Al und Bl erhalten die
2D-Konfiguration der a-Position bei, wie diese im Elongationsprodukt vorhanden ist. Die
a,f-Konfiguration des A1-Typ ist somit 2D3L und die fiir den B1-Typ 2D3D. Im Fall der
Subtypen A2 und B2 erfolgt vor der Reduktion eine Epimerisierung der a-Position, welche
in einer 2L-Konfiguration im Reduktionsprodukt resultiert (Schema 1-7, S.10). Ein
2L.3L-Motiv wird daher dem A2-Typ und ein 2D3L-Motiv dem B2-Typ zugeschrieben. Die

Epimerisierung erfolgt dabei unter anderem iiber Tyrosin und Serin des aktiven Zentrums



(Schema 1-6, S. 10). Dariiber hinaus finden sich bei vielen epimeraseaktiven KR-Doménen
in der Nachbarschaft ein Histidin (A2-Typ) oder ein Prolin (B2 Typ) unbekannter Funk-
tion.52 Unter Einbezug weiterer Aminosduren konnten allerdings Korrelationen ermit-

telt werden, die eine Vorhersage der a-Produktkonfiguration erméglichen kénnen.

Ser Tyr Ser Tyr
W\Jr\ﬂﬂ. '\ﬂﬂfr\ﬂﬂr
O‘H\ 'H’O
\Ol 0
. H
f
-: Base H“*Base : Base

Schema 1-6: Postulierter Ablauf der Epimerisierung in den KR-Dominen des Typs A2, B2 und C2.[5

Der C2-Typ stellt einen weiteren KR-Typ mit Epimeraseaktivitit dar. Die bisher nicht
genannte Hauptkategorie C umfasst reduktionsinaktive KR-Doménen, die kein NADPH
fixieren konnen. C2-KRs bewirken daher einzig eine Chiralititsumkehr der a-Position, wie
z.B. im Modul 3 der Erythromycin-Biosynthese (Schema 1-1, S. 3).535% KR-Doménen des
C1-Typs sind sehr selten und besitzen weder eine reduktive, noch eine epimerisierende
Aktivitdt.*>) Nichtsdestotrotz findet sich eine solche Cl-Domidne im Modul 3 der

Elaiophylin-Biosynthese und ermoglicht so einen intramolekularen Ringschluss.?¢!

vy @ ©
g —— Mg = A

A

OH o o @

@ g @ @
OH O EO/ \oi OH O
e e/ \@ e

203D 2L3D

2D 2L

Schema 1-7: Kategorien der Ketoreduktase-Doménen und zugehorige Produktkonfigurationen.
A) Reduktionen eines unverzweigten Substrats. B) Reduktionen eines verzweigten Substrats.[4549.5]
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1. Einleitung

Biokatalytische Verwendung von rekombinanten KR-Domanen

Die Verwendung von rekombinanten PKS-KR-Domidnen wurde in zahlreichen Studien
untersucht. Hierfiir war es von Nutzen, dass KR-Doménen nicht nur ACP-gebundene
Substrate akzeptieren, sondern auch Substrate mit einem Pantethein- oder N-Acetyl-
cysteamin-Rest (-SNAC), welcher dem S-terminalen Ende des Pantetheins entspricht
(Abbildung 1-4, S. 11). Die KR-Dominen zeigten auch bei entsprechenden SNAC-Substra-

ten eine hohe Stereoselektivitit.[>7-6!

0 (0}

oH H
X N
\n/\’ \n/7<\ e g
o
Pantetheinthioester (19) N-Acetylcysteaminthioester (20)

Abbildung 1-4: Struktur eines Pantetheinthioesters (19) und eines N-Acetylcysteaminthioesters (20).

Die reduktionsaktiven Ketoreduktase-Dominen konnen als rekombinante Biokataly-
satoren somit den Zugang zu vier a-methylierten Produktisomeren ermdglichen. Die ratio-
nale Unterscheidung auf Grundlage der Aminosiuresequenz hilft bei der Wahl einer geeig-
neten KR fiir eine angestrebte Produktkonfiguration.*>62] Allerdings gilt dies vorzugsweise
fiir die rekombinanten, isolierten KR-Domidnen, wie LEADLAY er al. zeigen konnte. Einge-
fiigte Mutationen, die bei der rekombinanten KR die Bildung eines anderen Isomers

bewirkten, erzeugten nicht denselben Effekt beim modulintegrierten Aquivalent (Schema

1-8,S. 11).63

Ausgangsmaterial: ,\,.. j{SNAC

@ Isolatlon @ BZ o Integration @
—b.

l g | |

OH O OH O OH O
2L3D 2L3D 2031 2L3p

Schema 1-8: Experimente und Ergebnisse der Untersuchungen von LEADLAY et al.

Mit EryKR1 in Hinblick auf konservierte Sequenzen, welche den A- und den B-Typ unterscheiden: Die rekombinante
EryKR1 (B2-Typ, griin) erzeugte dieselbe Produktkonfiguration wie die modulintegrierte Domane (2L3D). Die
Erzeugung einer A2-Typ-entsprechenden EryKR1-Mutante (violett) fihrte zur Darstellung des 2L3L-Isomers. Lag
die Mutante integriert im urspriingliche Modul vor, so wurde das 2L.30—Produkt erhalten.63!
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Die Einfliisse auf die Konformation der Domdne und damit einhergehend der Produkt-
konfiguration sind somit vielschichtig und spiegeln die starke Interaktion zwischen den

verschiedenen Domaénen in PKS-Systemen wider.[646]

Die hohe Stereoselektivitit von rekombinanten KR-Doméne machte sich ZHANG et al.
zu Nutze und integrierte die Domédnen MycKRA (A-Typ) und TylKR1 (B-Typ) in eine
chemoenzymatische Route zur Synthese der Triketide 30 —33 mit zwei Stereozentren
(Schema 1-9, S. 12). Die Ausbeuten iiber vier synthetische und zwei biokatalytische Stufen
liegen bei 1 bis 2%. Gleichzeitig liegen die angestrebten SNAC-Isomere 26 —29 in jedem
Isolat mit einem Anteil von >90% vor und unterstreichen damit das Potential der PKS-KRs

als stereoselektive Biokatalysatoren.[®¢!

o o
\)J\/U\SNAC
21
MchR:/ \\Tlem
OH O OH O
\/\)LSNAC \/k)LSNAC
22 23
3 Stufen ~ 3 Stufen
0o 0 o S o o
\/\)J\/U\SNAC SNAC
24 25
MycKRA \I’yIKR1 MchRV \TyIKR1
S0 OH 0 S0 OH 0 S0 OH O S0 OH 0
\/\/\)LR \/\/k)LR \/k/\)LR \/k/k)LR
26 R=SNAC 27 R=SNAC 28 R =SNAC 29 R=SNAC
30 R=OH 31 R=0OH 32 R=0OH 33 R=0OH

Schema 1-9: Chemoenzymatische Synthesen der Triketide 30, 31, 32 und 33 nach ZHANG et al.

Unter Einbezug der KR-Domanen MycKRA (A-Typ) und TylKR1 (B-Typ) in jeweils zwei Stufen. Ausbeute Uber
sechs Stufen: 30 (2.0%), 31 (1.3%), 32 (1.7%) und 33 (0.9%). Anteil des angestrebten SNAC-Isomers: 26 (91%),
27 (96%), 28 (90%), 29 (96%).166]

Die stereoselektive Reduktion von einfachen SNAC-Substraten durch rekombinante
KR-Dominen konnte somit erfolgreich gezeigt werden, auch wenn bisher nicht simtliche
Einflussebenen innerhalb der Domédnen verstanden sind. Um einen tieferen Einblick zu
gewinnen, wurden von KEATINGE-CLAY et al. Studien durchgefiihrt, welche den Einfluss
von unterschiedlich langen Polyketidstrukturen auf die Stereoselektivitit untersuchten. Es

konnte gezeigt werden, dass eine Variation der Polyketidkettenldnge des Substrats bei
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1. Einleitung

TylKR1 und SpnKR3 eine Verdnderung der Stereoselektivitit bewirken (Abbildung 1-5,
S. 13). Die Grofe des Polyketidrestes kann demnach die Orientierung des Substrats in der
aktiven Tasche beeinflussen, wodurch ein Wechsel z. B. von einer 3L- zu einer 3D-Konfi-
guration des Reduktionsprodukts erfolgen kann.” Dabei wurde bisher noch nicht
beleuchtet, ob auch weitere KR-Dominen eine Verschiebung der Stereoselektivitit
unterlaufen, wenn diese mit entsprechenden SNAC-Substraten getestet werden, welche

grofiere Polyketidstrukturen oder andere Modifikationen besitzen.

A B

2D

¥ o & &g
§ ¢ & &8 o q
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3L 3D|3L 3D|3L 3D|3L 3p[3L 3p|3L 3D
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3 0% WSN \n/
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100% PMN 36

Al B2 Bl A2
Abbildung 1-5: Auswahl der von KEATINGE-CLAY et al. untersuchten Enzym-Substrat-Kombinationen.
A) Darstellung der Stereoisomerenanteile im Reduktionsprodukt. B) Strukturen der u.a. einbezogenen SNAC-
Substrate MMN 34, EMN 35 und PMN 36.57]

1.3 Polyole Strukturen in Naturstoffen

Eine der hiufigsten Motive in Polyketid-Naturstoffen sind Diole oder Polyole mit
geradem Substitutionsabstand. Die sekundiren Alkohole erhohen die Loslichkeit und sind
aufgrund der konfigurationsstabilen sp3-Hybridisierung ein Chiralititselement, welches
Auswirkungen auf die Stabilitit der Naturstoffkonformation hat. Amphotericin B (38) ist
vermutlich eines der bekanntesten Vertreter dieser Klasse, da es als gingiges Antimyko-
tikum mit einem breitem Wirkspektrum grofde pharmakologische Bedeutung hat. Die
Polyole Amphidinol 3 (37) und (+)-Roxaticin (39) (Abbildung 1-6, S.14) besitzen
denselben Wirkmechanismus wie Amphotericin B und bilden in den Membranen

ionophore Poren aus mehreren Wirkstoffmolekiilen.¢’! Im Fall von Amphotericin B
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interagieren die Polyen-Strukturen und der Zucker mit Molekiilen der Doppelmembran,
wihrend die polyolen Strukturmotive nach innen gewandt eine Offnung mit polare
Umgebung erzeugen, welche zu einem ungehinderten Ionenaustausch fiithrt./¢

OH

OH OH OH OH

NG NN NN N

OH OH Q

OH
Amphotericin B (38) (+)-Roxaticin (39)

Abbildung 1-6: Polyol-Naturstoffe Amphidinol 3 (37), Amphotericin B (38) und (+)-Roxaticin (39).[30:67]

Die stereokontrollierte Darstellung grofier polyoler Strukturen ist bis heute eine
besondere synthetische Herausforderung.®*’ Auf der einen Seite sind bestimmte
Reaktionstypen wie die Aldolreaktion und Allylierungen/Crotylierungen mittlerweile in
vielen Varianten erschlossen, wodurch eine gewisse Anzahl synthetischer Methodiken zur
Verfiigung steht. Auf der anderen Seite macht der immanent hohe Funktionalisierungsgrad
von Polyolen oft komplexe Schutzgruppenstrategien notwendig. Zudem nimmt die
Stereoselektivitdt ansonsten gut etablierter Reaktionen oft mit steigender Kettenlinge
erkennbar ab. Die Darstellung enantiomerenreiner Verbindungen konnte daher vom
Einsatz hoch stereoselektiver Bioykatalysatoren mit breiter Substrattoleranz profitieren.

Im Rahmen dieser Arbeit sollte daher die Substrat-abhingige Stereoselektivitit von
KR-Dominen eingehender untersucht werden, iiber welche teilweise bereits berichtet
wurde.® Das angestrebte, bessere Verstdndnis ist nicht nur fiir eventuelle biokatalytische
Verwendungen von KR-Doménen in vitro essentiell, sondern auch fiir PKS-Engineering,

mit dem sich modifizierte Polyketidstrukturen iz vivo herstellen lassen.
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2. Zielsetzung

Ketoreduktase-Domidnen aus Polyketidsynthasen (PKS) sind fiir einen Grofdteil der
Stereozentren in reduzierten Polyketiden verantwortlich. Dementsprechend sind sie ein
primérer Ansatzpunkt im Rahmen des gerichteten Konstruierens von PKS-Systemen und
besitzen Potential als biokatalytische Werkzeuge innerhalb moderner Synthesestrategien.

Die angestrebten Studien sollten die substratabhidngige Stereoselektivitit ausgewdhlter
Ketoreduktase-Domidnen bei Reaktion mit verschiedenen natiirlichen und nicht-natiir-
lichen Substratsurrogaten untersuchen. Hierfiir sollte die Genexpression und Isolierung von
mindestens sechs rekombinanten Ketoreduktase-Dominen etabliert werden, die die reduk-
tionsaktiven PKS-Ketoreduktasen abdecken. Parallel dazu sollte nach einer probaten
Synthesestrategie fiir f-Keto-a-methyl-Verbindungen gesucht werden. Diese sollte unter
milden Bedingungen ein breites Substratspektrum zugéinglich machen. Eine Derivati-
sierung wurde daher auf einer moglichst spiten Synthesestufe angestrebt.

Auf Basis der ersten rekombinanten Ketoreduktase-Doménen und einem einfachen
f-Keto-a-methyl-Substrat galt es geeignete Messmethoden zu etablieren. Da die Reaktion
von PKS-Ketoreduktasen NADPH-abhingig ist, sollte die zeitliche Verfolgung unkom-
pliziert mittels UV/VIS-Spektroskopie erfolgen und quantifizierbar gemacht werden. Das
Ziel bei der anschlieffenden Analyse der Reduktionsprodukte war die Bestimmung der
absoluten Konfigurationen der a-und der S-Position.

Die Auswertung der Enzymaktivititstests mit einer hohen Anzahl verschiedener
Enzym-Substrat-Kombinationen sollte eine Einschdtzung zu den Stereoselektivititen der
eingesetzten Ketoreduktase-Doménen ermoéglichen. Der zentrale Fokus lag dabei auf der
Stereoselektivitit der gewidhlten Ketoreduktase-Domidnen und inwieweit diese vom Substi-

tutionsmuster der verschiedenen Substrate abhingig ist.
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3. Ergebnisse und Diskussion

3.1 Auswahl der Ketoreduktase-Domanen

Die Studien zu rekombinanten Ketoreduktase-Doménen aus PKS-Systemen waren an-
gedacht ein breites Spektrum an PKS-KR-Doméinen widerzuspiegeln. Die Zusammen-
stellung sollte die sechs katalytisch-aktiven KR-Typen A0/1/2 und B0/1/2 beinhalten und
gleichzeitig KR-Dominen aus frithen und spiten PKS-Modulen einbeziehen. Die erste Aus-
wahl wurde auf Grundlage einer ausfiihrlichen Literaturrecherche getroffen und durch

in silico-Studien spezifiziert.

3.1.1 In papyro-Studien

Die erste Ebene der KR-Dominenauswahl basierte auf der in papyro-Untersuchung von
insgesamt 33 bekannten Polyketid-Naturstoffen (Abbildung 3-1, S.17; Abbildung 8-1,
S. 224; Tabelle 8-1, S. 225). Die Literaturrecherche ergab fiir alle 33 Naturstoffe belegte
Konfigurationsangaben, die die Zuordnungen des KR-Typs ermdoglichten, insofern einzig
die Ketoreduktase innerhalb eines Moduls aktiv war. Fiir zwei der einbezogenen Natur-
stoffe, Oligomycin A und Discodermolid, liefen sich keine Daten zu den dazugehdrigen
Genclustern finden.”"7! Die Informationen iiber die Gencluster wurden benétig um die
darauf aufbauenden in silico-Studien zu ermdglichen.

Die 33 untersuchten Naturstoffe werden durch eine ebenso groffe Anzahl von Bio-
synthesewegen in verschiedenen Organismen erzeugt. Mycolacton (44) stellt dabei eine
Besonderheit dar, da dieser Naturstoff sich aus zwei unabhingigen Polyketidketten zusam-
mensetzt, sodass insgesamt 34 PKS-Systeme durchleuchtet wurden.’®! Die folgenden
Angaben beziehen sich einzig auf die genannte Stichprobe an Biosynthesewegen.

Die niedrigste Modulanzahl mit sechs Modulen besafien die den Makrolidantibiotika
Erythromycin, Oleandomycin und Pikromycin zugehorigen PKS-Systeme; die hochste mit
21 Modulen wurde in der Candicidin-Biosynthese gefunden.622747 Uber die gesamten
343 Module hinweg enthielten 317 eine KR-Doméne. Die Mehrzahl der Module enthielt

dariiber hinaus Doménen der reduktiven Schleife. Mit der weiteren Prozessierung geht die
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Stereoinformation aus der Reduktion durch die KR-Domine verloren und eine Zuordnung
des KR-Typs iiber die Naturstoffkonfigurationen ist nicht moglich. Den verbliebenen

153 KR-Dominen konnte der KR-Typ zugewiesen werden (Tabelle 3-1, S. 18).

HO NP

“/OH
OH Ambruticin (40)

Avermectin A1a (41)

NH
O Rifamycin B (47) HO’%&;
o
(o] o—

(o]
o c)\)J\OH d

Abbildung 3-1: Strukturformeln von elf der 33 der in papyro untersuchten Polyketid-Naturstoffe.

Farbiger Hervorhebung aller Konfigurationsmotive, die durch eine KR-Doméane erzeugt und im vollstandig prozes-
sierten Naturstoff erhalten bleiben. Die Strukturen der 22 weiteren Naturstoffe befinden sich in Kapitel 8.1.1,
Abbildung 8-1 (S. 224).

Die reduktiv-aktiven KR-Hauptkategorien A und B waren dabei in 73 bzw. 71 Modulen
vertreten. Die reduktiv-inaktive Kategorie C fand sich neunmal, wobei fiinf dieser KR-Do-
ménen eine Epimerase-Aktivitit (C2-Typ) zeigten.[62256717680] Dje KR-Domidnen vom
Typ A spalteten sich in die Subtypen mit 34 a-unverzweigten (AO-Typ) und 39 a-ver-

zweigten Reduktionsprodukten (Al- und A2-Typ), wobei in 14 Modulen eine Epimerase-
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3. Ergebnisse und Diskussion

Aktivitdt (A2-Typ) zu finden war. Fiir die B-Typ KR-Dominen fanden sich 51 Module mit
a-unverzweigten Produkten (BO-Typ) und 20 mit a-verzweigten Produkten (B1l- und
B2-Typ), sieben davon inklusive Epimerase-Aktivitit (B2-Typ). Die a-unsubstituierten
Zwischenprodukte wurden nach der KR-Reduktion in 18 Fillen nachtriglich durch
Methyltransferase-Domidnen methyliert.?!81-87] Neben den Methylverzweigungen fanden
sich neun Beispiele fiir Ethylverzweigungen, die von dem in diesen Modulen verwendetem
Elongationsbaustein Ethylmalonsdure stammten.!10-265671.72808889 [n den Biosynthesen von
Ambruticin, Borrelidin und Lankacidin C zeigten sich je ein iterativ agierendes Modul, das
eine KR-Domine beinhaltete, deren Kategorie aber nicht zugewiesen werden konnte. 21285
Eine Ubersicht fiir alle 33 Naturstoffe unter Angaben der jeweiligen Biosynthese- und

KR-Spezifikationen befindet sich in Tabelle 8-1 (S. 225).

Tabelle 3-1: Anzahl und Typus der KR-Doménen mit bekannter Produktkonfigurationen.

A0 BO A1 B1 A2 B2 C1 C2
(3L) (3D) (2D3L) (2D3D) (2L3L) (2L3D) (2D) (2L)
34 51 25 13 14 7 4 5

Stichprobe von 33 Naturstoffen

Zunichst wurden die Biosynthesewege auf Basis des jeweiligen Repertoires an
KR-Domidnen weiter eingegrenzt und mit der verfiigbaren Literatur bevorzugt solche
ausgewdhlt, die bereits Grundlage anderer Studien waren. Die Anzahl dezimierte sich
dadurch auf sieben Naturstoffe: Ambruticin (40), Amphotericin (38), Avermectin (41),
Erythromyecin (6), Mycolacton (44), Tylosin (48) und Rifamycin (47) (Abbildung 3-1,
S.17). Mit Blick auf die angestrebten Untersuchungen eines Sets von reduktionsaktiven
KR-Domainen wurde eine Auswahl getroffen, die alle sechs Kategorien abdeckte. Frithe wie
auch spiate Module wurden dabei beriicksichtigt. Erste und zweite Module eines Bio-
synthesewegs galten dabei als frithe Module; solche mit den Ziffern fiinf bis acht als spite
Module. Fiir jede Kombination wurde eine KR-Doméne ausgewihlt. Dies fiithrte zur finalen
Auswahl von elf Dominen (Tabelle 3-2, S. 19).[6:2122.26,30.60.90,91]

Die KR-Domdnen AmpKR1 (A2), AmpKR2 (A1), TylKR1 (B1) und EryKR1 (B2) deckten
das Spektrum aus frithen Modulen ab. Aus spiateren Modulen stammten die KR-Doménen

EryKR6 (A1), RifKR7 (A2), AmbKR6 (BO), AveKR7 (B1) und RifKR6 (B2).1621222630.9091] Die
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KRs aus der Mycolacton-Biosynthese MycKRA (A0) und MycKRB (B2) stellen im Vergleich
zu den anderen KR-Dominen zwei Ausnahmen dar. Diese sind mehrfach in beiden PKS-
Systemen integriert, wobei innerhalb der Varianten der jeweiligen KR-Doménen eine
Aminosdure-Identitit von 98 —100% besteht. Beiden MycKR-Domidnen prozessieren
sowohl Substrate in frithen wie auch in spiten Modulen. Die MycKRB reduziert Polyketide

mit und ohne a-Methylierung.[6092]

Tabelle 3-2: KR-Doméanenauswahl nach Abschluss der in papyro-Studien mit Einordnung des KR-Typs und
der Position innerhalb der PKS-Biosynthese.[6:21:22:26,30,60,90,91]

A0 A1 A2 BO B1 B2

3L 2D3L 2L3L 3D 2D3D 2L.3D
frihes a EryKR1
Modul MycKRA AmpKR2 AmpKR1 - TylIKR1 MycKRB?
spates a , RifKR6
Modul MycKRA EryKR6 RifKR7 AmbKR6 AveKR7 MycKRB®

@ MycKRA und MycKRB sind in mehreren PKS-Modulen der Mycolacton-Biosynthese vorhanden.

3.1.2 In silico-Studien

Polyketidsynthase-Systeme sind Multidomdnen-Enzyme, sodass bei Studien zu einzel-
nen Dominen zunichst die entsprechenden Doménengrenzen ermittelt werden miissen.
Die Doménengrenzen miissen so gewihlt werden, dass die resultierenden, rekombinanten
Einzeldomdnen keine benachbarten Dominen enthalten und gleichzeitig alle fiir die
Domaénenstabilitdt relevanten Abschnitte beinhalten. PKS-Systeme besitzen zwischen den
Einzeldomidnen Linkerbereiche, die bei der Auswahl der Domédnengrenzen Entscheidungs-
freiheiten lassen. Die Linkerareale verbinden allerdings nicht nur die Einzeldoménen,
sondern beeinflussen auch deren Interaktionen miteinander.!!

Ausgangspunkt waren fiir die Bestimmung der Doménengrenzen waren die DNA-
Sequenzdaten der entsprechenden Naturstoff-Gencluster (Tabelle 3-3). Die Regionen der
KR-Domédnen AmpKR1, AmbKR6, AveKR7, EryKR6, MycKRA, MycKRB, RifKR6, RifKR7
und TylKR1 in der jeweiligen PKS wurden in einem ersten Schritt mit der ,PKS/NRPS

Analysis Website* definiert und zu benachbarten Domédnen in Beziehung gesetzt.®® Diese
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3. Ergebnisse und Diskussion

Peptidregion wurde daraufhin mittels der NCBI-Datenbank und der Suche nach konser-
vierten Domédnen weiter eingegrenzt.”% Fiir die untersuchten Peptidfragmenten ergab der
Sequenzabgleich Ubereinstimmungen mit der SDR-Proteinfamilie mit einem Sequenz-
bereich von 450+36 Aminosduren (AS). Einzige Ausnahme war mit einem Homologie-
bereich von 363 AS AveKR7. Allen Doménen gemeinsam und typisch fiir die SDR-Protein-
familie war ein NAD(P)H-bindender Region von 175+6 AS.[ !

Tabelle 3-3: Zugrundeliegende Gencluster zur Definierung der KR-Domdnen mit Angabe das Naturstoffs,
der Gencluster Kennnummer und einem natiirlichen Naturstoff-Produzenten.

Gencluster

KR-Domaéne Naturstoff Spezies
Kennnummer
AmpKR1 - [30] Streptomyces
AmpKR2 Amphotericin (38) AF357202.1 nodosus
AmbKR6 Ambruticin (40) DQ897667.121 Sorangium
cellulosum
AveKR7 Avermectin (41) AB032367.11%0 Streptomyces
avermitilis
EryKR1 . [97] Saccharopolyspora
EryKR6 Erythromycin (6) AM420293.1 erythraea
MycKRA (98] Mycobacterium
MycKRB Mycolacton (44) DJ057550.1 ulcerans
RifKR6 . . Amycolatopsis
99]
RIfKR7 Rifamycin (47) AF040570.3 mediterranei
. Streptomyces
[100]
TylKR1 Tylosin (48) U78289.1 fradiae

Das PKS-System fiir die Rifamycin-Biosynthese fiel durch besonders kurze Linker-
regionen auf. RifKR6 wurde nur durch neun Aminosduren von der vorgelagerten
DH-Domine getrennt. RifKR7 besaf sogar eine Uberlagerung mit der entsprechend vorge-
lagerten DH-Domine von 49 AS (Abbildung 3-2, S. 21). Fiir die weiteren Schritte wurden
die Dominengrenzen mit den Homologiebereichen der SDR-Proteinfamilie gleichgesetzt
und jeweils fiinf Aminosduren der vor- und der nachgelagerten Linkerregion mit einbe-
zogen. Die Dominengrenzen fiir AmpKR2 und EryKR1 wurden in Vorarbeiten von
F. HEMMERLING unter Einbezug der durch KEATINGE-CLAY verwendeten Bereiche fest-

gelegt.57:101
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Abbildung 3-2: Exemplarische graphische Darstellung der Homologie-Datenbanksuchen.
Gezeigt fur AmpKR1 und RifKR7.19491 PKS-PP: vorhergesagte ACP-Domane.

Der Bestimmung der KR-Doménengrenzen folgte ein Aminosdure-Sequenzvergleich
innerhalb der gewdhlten Domédnen mit CLUSTAL OMEGA (Ausschnitt: Abbildung 3-3, S. 21;
Gesamt: Abbildung 8-2, S. 226).1102103] Dije Sequenzidentitit betrug zwischen den KR-
Domiénen 25-40% (Phylogenetische Analyse: Abbildung 8-3, S.227). Die fiir die

NADPH-Bindung nétigen Aminosduren waren in allen Sequenzen zu finden.

AS-Nr. 431 477 482

475 |
1 MycKRA (A0) sBvAGI GGKsQG
2 EryKR6 (A1) sfcacv csanLG
3  AmpKR2 (A1) SBGAAV GSGGQP
4 AmpKR1 (A2) sfTacM GsG
5 RifKR7 (A2) . FIVR{SEASSI MGAGSG
6 AmbKR6 (B0) sB@aAGTLGSPGO
7 MycKRB (B0/2) . FIM3SEMAGMIGSPGQG
8 TylKR1 (B1) s@vreTWeNAGOG
9 AveKR7 (B1) SEAAGILGSAGQG
10 EryKR1 (B2) sfFasaFcarGLG
11 RifKR6 (B2) SBvVAGVMGGGGQGP

Abbildung 3-3: Ausschnitt des Aminosaure-Sequenzvergleichs der elf ausgewéahlten KR-Doménen.
Weil/Schwarz: Kofaktor NADPH bindende AS. Rot/Schwarz: AS des aktiven Zentrums. Gelb/Grau: A-Typ kon-
servierte Tryptophan (W) und B-Typ konservierte LDD-Motiv. Der komplette Sequenzvergleich befindet sich in
Abbildung 8-2 (S. 226).1102.103]

Dies gilt ebenfalls fiir die drei konservierten Aminosduren Tyrosin-490, Serin-477 und
Lysin-452, die das aktive Zentrum der Ketoreduktasen bilden. Innerhalb der Gruppe der A-
Typ KR-Domidnen wurde das konservierte Tryptophan-482 identifiziert. Alle B-Typ KR-
Domaénen besafSen das konservierte LDD-Motiv bzw. ein LDD-dhnliches Motiv (LAD bzw.
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3. Ergebnisse und Diskussion

FED), welches zur verdnderten ACP-Interaktion und somit Substratorientierung innerhalb
des aktiven Zentrums fiihrt.[*”! Die zuvor getroffene Zuordnungen der KR-Hauptkategorien

konnten mit der Sequenzuntersuchung erfolgreich bestétigt werden.

In silico-Proteinstruktur-Homologiestudien

Die bisher aufgezeigte in silico-Studie bezog sich einzig auf die Priméarstruktur der ausge-
wihlten Doménen. Um zu zeigen, dass sich die dort gefundenen Homologien auch auf die
Sekundér- und Tertidrstruktur iibertragen lassen, wurde unter Verwendung von Phyre? der
vorhergesagte strukturelle Aufbau untersucht.!'® Phyre? greift auf vorhandene Kristall-
und NMR-Strukturen von Proteinen und -domianen zuriick, die eine hohe Primarstruktur-
homologie zur erfragten Sequenz besitzen. Die Datenbank umfasst eine Vielzahl von
SDR-Proteinen und im speziellen auch Strukturen von sieben Typ I-PKS-KR-Domidnen
(PDB ID): EryKR1 (2FR0), TylKR1 (2Z5L), PImKR1 (4HXY), AmpKR2 (3M]V, mit Substrat
5XWYV), SpnKR2 (3SLK), PikKR3 (3QP9), AmpKR11 (4L4X). Alle genannten Doménen-
strukturen sind mit NADPH kokristallisiert worden. Alle KR-Domédnen wurden {iber
Phyre? entsprechend der Strukturhomologiesuche unterzogen, insofern nicht bereits eine

Kristallstruktur vorhanden war (Abbildung 3-4, S. 23).

Tabelle 3-4: KR-Doménenauswahl nach Abschluss der in silico-Studien mit Einordnung des KR-Typs und
der Position innerhalb der PKS-Biosynthese.[6:21:22,26,30,60,90,91]

A0 A1 A2 B0 B1 B2

3L 2p3L 2L3L 3D 2D3D 2L.3D
friihes a EryKR1
Modul MycKRA AmpKR2 AmpKR1 - TylIKR1 MycKRB®
spates a a
Modul MycKRA EryKR6 AmbKR6 MycKRB

a2 MycKRA und MycKRB sind in mehreren PKS-Modulen der Mycolacton-Biosynthese vorhanden.

Die literaturbekannten Kristallstrukturen von EryKR1, TylKR1 und AmpKR2 zeigten
die typische zweiteilige Doménenstruktur aus stabilisierender und katalytischer Hailfte.
Phyre? konnte die Aminosiuresequenzen von AmpKR1, AmbKR6, AveKR7, EryKR6,
MycKRA und MycKRB auf Grundlage iibereinstimmender Sekundirstrukturen in die

beschriebene Tertidrstruktur modellieren. Allerdings konnten mit dieser Methode keine
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ausreichende Strukturvorhersage fiir RifKR6 und RifKR7 getroffen werden. In beiden Vor-
hersageversuchen zeigten sich Zuordnungsprobleme innerhalb der stabilisierenden

Domainenhilfte.

Abbildung 3-4: Literaturbekannte Kristallstrukturen und modellierte Strukturen der KR-Domaénen.

EryKR1 (A, 2FRO0), TylKR1 (B, 2Z5L), AmpKR2 (C, 3MJV) und mittels Phyre2 modelliert AmpKR1 (D), AmbKR6 (E),
EryKRG6 (F), RifKR6 (G), RifkKR7 (H), AveKR7 (1), MycKRA (J) und MycKRB (K). Hellgrln: stabilisierende Doméanen-
halfte; Dunkelgriin: katalytische Domanenhélfte; Rot: aktives Zentrum mit Tyrosin, Serin und Lysin; Violett: NADPH,;
Blau: konserviertes Tryptophan des A-Typs; Gelb: konservierte LDD-ahnliche Motive des B-Typs; Orange:
N-Terminus der Modellierung; Cyan: C-Terminus der Modellierung.[104

Im Fall von RifKR7 war es dem Programm nicht moglich 92 AS des N-Terminus zu
modellieren; fiir RifKR6 war dies fiir entsprechende 62 AS nicht mdoglich. Obwohl RifKR6
und RifKR7 bereits in Untersuchungen von CANE et al. einbezogen worden waren, wurde
sich gegen den Einbezug dieser beiden Doménen in die vorliegende Studie entschieden.®?

AveKR7 wurde zuriickgestellt, um diese Doméne in spiteren Studien einzubeziehen.
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3. Ergebnisse und Diskussion

3.2 Molekularbiologische und Proteinbiochemische Arbeiten

Die identifizierten Gene der ausgewihlten KR-Doménen wurden mit Ausnahme von
ambKR6 als synthetische Gene in pUC57- oder pMK-Vektoren geordert. Alle Klonierungs-
arbeiten erfolgten auf Basis entsprechender Primer oder den bereits integrierten Restrik-
tionsschnittstellen, die die Gene flankierten (5’-/Vdel, 3’- EcoRI). Der Zielvektor war in allen
Fillen pET28a(+) und die Konstrukte wurden im ORF (open reading frame, Leseraster) mit
der 5’-Hiss-Sequenz (/V-Hise) integriert. Die pET28a(+)-Konstrukte der Gene ambKRo6,
ampKR2, eryKR6, mycKRA und mycKRB wurden am 3’-Ende direkt vor der EcoRI-
Schnittstelle durch ein Stoppcodon (TAA oder TAG) terminiert. Die bestellten Konstrukte
von ampKRI, eryKR1 und tyIKRI enthielten kein Stoppcodon und kodierten fiir einen
C-terminalen Pros-zag (C-Pros). Es sollte daher parallel mittels Mutagenese ein Stoppcodon
eingefiigt bzw. eine Leserasterverschiebung bewirkt werden, die in einem C-terminalen
Hise-tag (C-Hise) resultieren sollte (Liste aller Vektoren in Tabelle 6-4, S. 119; Vektorkarten
ab S. 229).

Die ersten pET28a(+)-Konstrukte von ambKR6, ampKRI und ty/KR1 wurden im
Rahmen der Masterarbeit von Timm ENSFELDER erzeugt. Die Klonierungsarbeiten fiir
ambKR6 erfolgten ausgehend vom Vektor pMC_ambE’ 2 mittels entsprechender Primer.
Bei Expressionstests mit pET28a(+)_ambKR6 konnte allerdings kein Translationsprodukt
nachgewiesen werden, sodass die rekombinante Doméine AmbKR6 nicht fiir Enzym-
aktivitdtstests zur Verfiigung stand. Die Genexpressionenstests der ampKRI- und des
tyIKR1-Konstrukts unter ENSFELDER verliefen positiv, wobei nur fiir das zweitgenannte
Konstrukt die rekombinante Doméne 16slich erhalten werden konnte.[1%!

Im Folgenden sind abweichende Methoden und Ergebnisse der Vektorenanpassung
durch ortsgerichtete Mutagenese (Kapitel 3.2.1, S. 25) und die Gewinnung von 16slichem
Protein durch Riickfaltung erlautert (Kapitel 3.2.2, S. 27). Die in diesen Kapiteln nicht er-
wihnten rekombinanten KR-Doménen wurden nach erfolgreicher Genexpression in £. coli
BL21(DE3) und erfolgreicher Isolierung bei -80 °C gelagert. Die Identifizierung aller iso-

lierten KR-Doménen erfolgte mittels Tandem-Massenspektrometrie (Kapitel 3.2.3, S. 28).
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3.2.1 SDM fir ampKR1, eryKR1 und tylKR1

Die ortsgerichtete Mutagenese (SDM, site-directed mutagenesis) wurde genutzt um
Nukleotid-Insertionen von zwei und drei Basenpaaren bei den erzeugten pET28a(+)-Kon-
strukten von ampKR1, eryKR1 und ty/KRI durchzufiihren. Die Insertion der beiden Base
GC vor der EcoRI-Schnittstelle verschob das Leseraster der nachfolgenden DNA-Sequenz
derart, dass die Sequenz eine 3’-Hiss-Sequenz enthielt. Durch die Insertion der drei Basen
TAA an der selber Stelle wurde ein Stoppcodon eingefiigt, welches die Transkription an
dieser Stelle beendete (Tabelle 3-5, S. 26).

Die verwendeten komplementidren Primer wurden zusammen mit dem jeweiligen
Templat-Vektor in eine SDM-PCR eingesetzt und die Vektoren vollstindig amplifiziert.
Die in E coli TOP10 amplifizierten Templat-Vektoren wurden anschlieffend mit dem
auf methylierte DNA sensitiven Restriktionsenzym Dpnl abgebaut. Die Uberpriifung
der SDM-PCR-Produkte zeigte nur ein lineares Amplifikat mit entsprechender Grofse
(Abbildung 3-5, S. 26). Im Fall der SDM-PCR mit Leserasterverschiebung ausgehend von
pET28a(+)_ampKRI CPwurde unabhingig von der verwendeten Temperatur kein Ampli-
fikat in detektierbaren Konzentrationen nachgewiesen (Abbildung 3-6, S. 26).

Die Transformationen in E. co/i TOP10 erfolgten mit je einem PCR-Ansatz, der detek-
tierbares SDM-Produkt enthielt und eine einzelne Bande vorlag. Die PCR-Ansétze mit dem
Ziel pET28a(+)_ampKRI1 CH zu erhalten, wurden ebenfalls in je einer Transformation ver-
wendet. Die Auswahl an resultierenden Bakterienkolonien fiir alle angestrebten Konstrukte
enthielt in allen Kombinationen mindestens einmal die angestrebte Mutation. Die Gen-
sequenzen sind mit den bestitigenden Daten der DNA-Sequenzierungen im Kapitel 8.2
(S. 228) aufgefiihrt.

Alle eryKR1I- und ty/KRI-Konstrukte wurden in £. coli BL21(DE3) der Genexpression

unterzogen und erfolgreich mittels Affinitatschromatographie isoliert.
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3. Ergebnisse und Diskussion

HI  HIL M HWI HHOI sI sui St M Sl

Abbildung 3-5: Ausschnitt des 1%-igen Agarosegels der SDM-PCR-Amplifikate mit pET28a(+)_eryKR1_CP.
M: Marker; H: pET28a(+)_eryKR1_CH, 6790+32 bp; S: pET28a(+)_eryKR1, 6791+33 bp; Annealingtemperatur

I: 45 °C; II: 50 °C; lI: 55 °C; Il 60 °C. Gesamtes Gel: Abbildung 8-12 (S. 244). SDM-PCR-Amplifikate ausgehend
von pET28a(+)_tyIKR1_CP: Abbildung 8-14 (S. 245).
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10000-
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Abbildung 3-6: Ausschnitt des 1%-igen Agarosegels d. SDM-PCR-Amplifikate mit pET28a(+)_ampKR1_CP.

M: Marker; H: pET28a(+)_ampKR1_CH, 6793+28 bp; S: pET28a(+)_ampKR1, 6794+29 bp; Annealingtemperatur
I: 45 °C; II: 50 °C; lll: 55 °C; 1llI: 60 °C. Gesamtes Gel: Abbildung 8-13 (S. 245).

Tabelle 3-5: Ausschnitt der 3’-DNA- und N-terminalen AS-Sequenzen der erhaltenen pET28a(+)-Konstrukte.
3’-Gensequenz

Konstrukt . .

— C-Terminus des Expressionsprodukts
eryKR1 5’-...CAGGCAGCTGCAGAACCTCGITAAGAATTC-3’

— ...QAAAEPR
eryKR1_CH  5-...CAGGCAGCTGCAGAACCTCGIGCGAATTCGAGCTCCGTCGACAAGCTTG

CGGCCGCACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGA-3

— ...QAAAEPRANSSSVDKLAAALEHHHHHH

eryKR1_CP

5-...CAGGCAGCTGCAGAACCTCGIGAATTCGAGCTCCGTCGACAAGCTTGCG
GCCGCACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCGGCTGCTAA-3’

— ...QAAAEPREFELRRQACGRTRAPPPPPLRSGC

Gezeigt am Beispiel von eryKR1. T/R: letztes gemeinsames Nukleotid bzw. letzte gemeinsame AS. GAATTC:
EcoRI-Schnittstelle. Vollstdndige DNA- und AS-Sequenzen fir eryKR1/EryKR1 unter Kapitel 8.2.4 (S. 234).

Vollstandige DNA- und AS-Sequenzen fiir ampKR1/AmpKR1 unter Kapitel 8.2.2 (S. 230). Vollstandige DNA- und
AS-Sequenzen fir tyIKR1/TylKR1 unter Kapitel 8.2.8 (S. 241). Grau: Insertionen.
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3.2.2 Proteinruckfaltung von AmpKR1

Die Genexpression des mittels SDM-PCR erzeugten pET28a(+)_ampKR1 ergab unver-
andert zum pET28a(+)_ampKRI CP ein nicht losliches Translationsprodukt. Daraufhin
wurde versucht durch Proteinentfaltung und -riickfaltung die rekombinante Doméne
AmpKR1 in l6slicher Form zu erhalten.

Die AmpKR1-enthaltende unlésliche Proteinfraktion (Abbildung 3-7, S. 27, Lysat P)
wurde pelletiert, mehrfach gewaschen und der Denaturierung mittels Harnstoff unter-
zogen. Das AmpKR1-Peptid konnte danach in der 16slichen Phase nachgewiesen werden
(Denat. U), wohingegen andere Peptide in der unléslichen Fraktion verblieben. Wihrend
der anschlieflenden Riickfaltung durch Senkung der Harnstoffkonzentration mittels Dia-
lyse blieb AmpKR1 in Lésung (Riickf. U) und konnte nach der Reinigung mittels Affinitits-
chromatographie erfolgreich isoliert werden (Abbildung 3-8, S. 27, F I bis F VI).

Lysat Wil wil Denat. Riickf.
P 0O ™ U P O m P 0O m P 0

kDa
130-
100-

35-

Abbildung 3-7: Ausschnitt eines SDS-Gels fiir die Denaturierung und Riickfaltung.

Gezeigt fur die rekombinanten Domane AmpKR1 (54 kDa). M: Marker; W: Waschschritt; Denat.: Denaturierung;
Ruckf.: Riickfaltung; P: Pellet (nicht 16slich); U: Uberstand (I6slich). SDS-Gel in GesamtgréRe unter Kapitel 8.3.2,
Abbildung 8-15 (S. 246).

DF Wi M Wl Fl Flll M F VI NL
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Abbildung 3-8: Ausschnitt eines SDS-Gels der Proteinreinigung.

Mittels Ni-NTA-Affinitdtschromatographie der ruckgefalteten, rekombinanten Domane AmpKR1 (54 kDa).
M: Marker; DF: Durchfluss; W: Waschschritt; F: Proteinfraktion; NL: Nachlauf. SDS-Gel in GesamtgrdRe unter
Kapitel 8.3.2, Abbildung 8-16 (S. 246).
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3. Ergebnisse und Diskussion

3.2.3 LCMS/MS-Proteinidentifizierung

Die l6slich vorliegenden KR-Doméanen wurden zur Identifizierung ausgehend einer
SDS-Gelprobe einer Restriktion durch Trypsin unterzogen und die resultierenden Peptid-
fragmente auf Gesamtmasse und Fragmentierungsmuster mittels Tandem-Massenspektro-
metrie (LCMS/MS) analysiert.

Alle KR-Domainen erreichten mindestens eine Peptid-Sequenzabdeckung von iiber 55%
mit gleichzeitigem Nachweis von mindestens 20 fiir die jeweilige Domine spezifischen
Peptiden. Auf dieser Grundlage erreichten simtliche Zuordnungen eine signifikant hohe
Kennziffer (Score >500) und konnten somit eindeutig und erfolgreich nachgewiesen
werden. Die identifizierten Peptide sind in Kapitel 8.3.3 (ab S. 248) in entsprechenden

Sequenziibersichten hervorgehoben.1%!

Tabelle 3-6: Zusammenfassung der LCMS/MS-Proteinidentifikation der rekombinanten KR-Domanen.

Domine Protein AS-Sequenz- Anzahl der Anzahl der
Score abdeckung MS/MS-Spektren spezifischen Peptide
AmpKR1 1024 68% 426 34
AmpKR2 1158 62% 480 33
EryKR1 1137 69% 471 38
EryKR1-H 1189 76% 544> 40
EryKR1-P 1197 77% 501* 41
EryKR6 1170 62% 262 30
MycKRA 1089 63% 283 41
MycKRB 1173 56% 133 20
TylKR1 1025 83% 486 47
TylKR1-H 1064 87% 498* 51
TylKR1-P 941 83% 502* 49

*inklusive Peptidspektren des C-terminalen Hise- bzw. Pros-tags. Identifizierten Peptide: Kapitel 8.3.3 ab S. 248.

Die LCMS/MS-Proteinidentifizierung bestdtigte die erfolgreiche Genexpression und Iso-
lierung der korrekten Proteindomédnen. Insgesamt standen sieben rekombinante KR-Do-
ménen mit insgesamt elf Sequenzderivaten fiir die Enzymaktivititstests zur Verfligung.

Die nichsten Kapitel gehen auf die Synthese und Uberlegungen fiir die Darstellung der

fiir die Enzymaktivititstest benotigten f-Keto-a-methyl-Substrate ein.
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3.3 Synthese von Substraten und Referenzen

3.3.1 Synthesestrategien fiir a-methylierte B-Ketothioester

Die Darstellung der fiir die Untersuchungen der KR-Dominen benétigten a-methylier-
ten f-Keto(SNAC)thioester-Substrate 49 war iiber verschiedene Strategien zuginglich. Das
angestrebte Ziel war die einfache Zuginglichkeit einer grofen Anzahl von Derivaten unter
gleichzeitig milden Reaktionsbedingungen.

Im Rahmen der Masterarbeit von H. GEISE wurden vier Syntheserouten untersucht.!!%”)
Die zentralen Reaktionsschritte dieser Routen waren eine gekreuzte CLAISEN-artige
C-C-Bindungsbildung nach ZHOU eral, die Acylierung von Meldrumséiure (55a) mit
folgender Thiolyse nach KEATINGE-CLAY et al. und zwei Varianten basierend auf der de-
carboxylativen CLAISEN-Kondensation nach MASAMUNE et a/. (Schema 3-1, S. 29).57:.108.109]
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g o o @ o o ’
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Kondens.
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55b 55a

Schema 3-1: Auswahl der untersuchten Syntheserouten.

A) klassische MAsSAMUNE-Route A und B) flexiblere MASAMUNE-Route B mit jeweils der decarboxylative CLAISEN-
Kondensation als zentralem Reaktionsschritt, C) KEATINGE-CLAY-Route C mit Acylierung von Meldrumsaure (55a).
Oben: Strukturelle Bereiche der synthetisierten 8-Keto-a-methyl-(N-acetylcysteamin)thioester.
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3. Ergebnisse und Diskussion

Die ZHOU-Route erzeugte wihrend der CLAISEN-artigen Reaktion in groflem Mafle
nicht-gekreuzte Nebenprodukte und wurde aufgrund der zu geringen Produktausbeute und
fehlender Selektivitdt nicht weiter verfolgt. Die verbliebenen drei Syntheserouten A, B und
C sind in Schema 3-1 (S. 29) gezeigt und werden im Folgenden detaillierter betrachtet.

Die KEATINGE-CLAY-Route (Route C) beinhaltet als ersten Schritt die Acylierung von
Meldrumséure (55a), gefolgt von der Ringdffnung mit N-Acetylcysteamin (58, HSNAC)
unter CO:-Freisetzung zum p-Ketothioester 52 und zuletzt die Methylierung der
a-Position. Die Synthese von SNAC-2-Methyl-3-oxopentanthioat (35) ergab iiber drei
Stufen eine Ausbeute von 65%.!!7) Da das erste Acylfragment als EDC-aktivierte Carbon-
sdure im ersten Schritt der KEATINGE-CLAY-Route eingefiihrt wird, miissten separat fiir
jedes methylierte Derivat alle drei Reaktionen durchgefiihrt werden. Dariiber hinaus
besteht bei der letzten Stufe dieser Route die Moglichkeit einer doppelten a-Alkylierung,
sodass eventuell ein Produktgemisch entsteht.!'% Diese beiden Nachteile wurden in den

Routen mit decarboxylativer CLAISEN-Kondensation aufgegriffen und erfolgreich

vermieden.
0 a Q 0 b [0} (o} c [0} (o}
ﬁo = vi)ko == I == K K
(o) (0] ; (o) (0] ;
55a 56 21 35

Schema 3-2: Syntheseroute C nach KEATINGE-CLAY.
a) EDC-HCI, DMAP, Propionsaure 57, Dichlormethan, 0 °C auf RT, 18 h, 89%; b) HSNAC 58, Toluol, 80 °C, 6 h,
84%; c) Methyliodid, Kalium-tert-butanolat, THF, 0 °C auf RT, 18 h, 85%.11°7]

Die MASAMUNE-Route B mit literaturbekannter , k/assischer” Durchfiihrung (Schema
3-1, S. 29, Route B) des Schliisselschritts umgeht die Problematik der doppelten Alky-
lierung, indem direkt von der methylierten Meldrumsdure 55b ausgegangen wird. Die
gewidhlte Routenbezeichnung basiert auf der decarboxylativen CLAISEN-Kondensation, die
in der zweiten Reaktion angelehnt an MASAMUNE et a/. mit einem unpolaren Methylmalon-
sdurehalbthioester (53) erfolgt.!® Durch den Einsetzten der Carbonsduren in diesem
Schritt wird die Derivatisierung eine Stufe spdter als in der KEATINGE-CLAY-Route C
ermoglicht und erhoht die Flexibilitdt der Route B. Nach der Transesterifizierung mit
HSNAC (58) wurde in den ersten Durchgingen fiir den f-Keto-SNAC-thioester 35 eine

Ausbeute liber drei Stufen von 70% erreicht (Schema 3-3, S. 31).1107]
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Schema 3-3: Syntheseroute B nach MASAMUNE.
a) DIPEA, TMSCI, Thiophenol, Acetonitril, 0 °C auf 43 °C, 18 h, 99%; b) Propionsaure, CDI, MgBr2-OEtz, THF, RT,
18 h, 99%; c) HSNAC, DIPEA, DMF, RT, 18 h, 72%.[1%7]

Die flexiblere MASAMUNE-basierte Route A (Schema 3-1, S. 29) enthilt die decarboxy-
lative CLAISEN-Kondensation in der dritten Reaktion. Auf diese Weise wird eine Derivati-
sierung des Polyketidteils auf der letzten Synthesestufe ermdoglicht, sodass der Aufbau einer
Substratbibliothek vereinfacht wird. Die Schwierigkeit bestand darin, den in der zweiten
Stufe erzeugten 2-Methyl-3-oxopropansdure(SNAC)halbthioester (50) fiir die CLAISEN-
Kondensation verfiigbar in Losung zu bringen. H. GEISE gelang dies in ersten Testreak-
tionen mit einer THF/DMF-Losungsmittelkombination, jedoch konnte das f-Keton 35 nur

in Spuren isoliert werden (Schema 3-4).11%7]

X O O 0O O 0o O
o~ o a b c
HO SPh HO SNAC SNAC
o o
55b 53 50

35

Schema 3-4: Syntheseroute A nach MASAMUNE.
a) DIPEA, TMSCI, Thiophenol, Acetonitril, 0 °C auf 43 °C, 18 h, 99%; b) NaHCOs3, HSNAC, H20, RT, 4 h, 99%; c)
Propionsaure, CDI, MgBr2-OEt2, THF/DMF, RT, 18 h, Spuren.['07]

3.3.2 Synthese der Malonsaurethioesterbausteine

Das Zentralfragment der f-Ketothioester-Substrate stammt in beiden Varianten der
MASAMUNE-Route (A und B) aus einem Derivat der Meldrumsiure (55b), welches mit
TMSCI aktiviert wird. Mit Thiophenol wird das Acetonid zum entsprechende Malonséure-
halbthioester 53 gedffnet. Meldrumsdure und Derivate konnten aus kommerziell verfiig-
baren Malonsduren (60) mit Aceton und Essigsdureanhydrid nach SHAIR er a/ bereitgestellt
werden (Schema 3-5, S 32).11'U Die Reaktion ist flexibel in Bezug auf die monosubstituierte
a-Position und kann im Multigrammmafstab in akzeptablen Ausbeuten durchgefiihrt
werden. Meldrumséure (55a, 10 g, 30%), Methylmeldrumsaure (55b, 27 g, 75%) und Ethyl-

meldrumsidure (55¢, 4.7 g, 65%) wurden auf diesem Weg erhalten.
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3. Ergebnisse und Diskussion

Die Acetonidoffnung wurde nach MAGDZIAK et al. mit der Methylmeldrumsédure 55b
zundchst mit Thiophenol im grofien Multigrammmaf3stab mit einer Ausbeuten von 91%
(53, 30 g) durchgefiihrt.' Da Thiophenol und das Produkt 53 einen fiir viele Menschen
unangenehmen Geruch besitzen, wurde die Reaktion auch mit 5-(zert-Butyl)-2-methyl-
thiophenol (61) durchgefiihrt und erfolgreich das olfaktorisch mildere Malonsdurehalb-
thioester-Derivat 62 (1.3 g, 75%) erzeugt, welches in zukiinftigen Synthesen Verwendung

finden konnte.

(o) o a OXO
—
a: R=H HO OH (o] (0]
b: R=Me R R
c: R=Et 60a/b/c 55al/blc
VA
c
Y
RS HO)H/LKS
%—l
61 R=H MeMal 53
62 R = MeMal
VA
e
N N HOJKHLS/\/ v
o o o
63 R=H 50
64 R = MeMal

Schema 3-5: Synthesen zur Darstellung der Malonsdurehalbthioester-Derivate 50, 53, 62 und 64.

a) 60 , Essigsaureanhydrid, H2SO4, 0 °C auf RT, 2 h, Aceton, 2 h, 55a: 30%, 55b: 75%, 55c¢: 65%; b) 55b, DIPEA,
TMSCI, Acetonitril, 5-(tert-Butyl)-2-methylthiophenol (61), 0 °C auf 43 °C, 0.N., 75%; c) 55b, DIPEA, TMSCI, Aceto-
nitril, Thiophenol, 0 °C auf 43 °C, i.N., 91%; d) NaHCOs, N-(3-((2-Mercaptoethyl)amino)-3-oxopropyl)-(R)-
2,2,5,5-tetramethyl-1,3-dioxan-4-carboxamid (63), H20, 28 h, RT, 2.2%; e) NaHCOs, HSNAC, H20, 4 h, RT, quant.

Der fiir die MASAMUNE-Route A benoétigte SNAC-halbthioester 50 wurde ausgehend
vom Halbthiophenolester 53 iiber eine Umesterung nach SHERMAN et al. erhalten.['3! Die
von SHERMAN beschriebene Isolierungsprozedur mit einem Ionenaustauscherharz wurde
verworfen und durch eine pH-Wert-abhingige stufenweise Isolierung und Reinigung
ersetzt. Bei Umsetzungen von unter einem Gramm wurden dadurch quantitative Aus-

beuten erreicht und im Multigrammmafistab Ausbeuten von 61% (25g). Da das
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HSNAC (58) eine verkiirzte Variante des Pantetheins darstellt, wurde versucht die Vor-
schrift auf die Umesterung mit dem geschiitzten Pantethein-Derivat 63 zu iibertragen. Die
bestehende Isolierungsprozedur fithrte in einem einmaligen Reaktionstest zu einer
geringen Ausbeute von 2.2% (32 mg). Die Synthese des Malonsdure(pantethein)halbthio-
esters 64 ist somit iiber diesen Weg moglich, miisste aber mindestens bei der Isolierung des

sehr hydrophilen Produkts optimiert werden.

3.3.3 Synthese spezieller Carbonsaurebausteine

Die Untersuchungen der KR-Dominen sollten mit einer Substratbibliothek sterisch
unterschiedlich anspruchsvoller fKetothioester erfolgen. Zur Bereitstellung dieser war
eine Vielzahl an Carbonsduren nétig, die in der decarboxylativen CLAISEN-Kondensation
eingesetzt werden konnten.

Fiir die decarboxylativen CLAISEN-Kondensation sollten neben kommerziell erhiltlichen
Sauren zusitzlich unterschiedlich geschiitzte 3-Hydroxypropansduren einbezogen werden,
um sterisch ausgedehnte Polyketidfragmente zu erhalten, welche typischen Intermediaten
von Polyketidsyntheserouten dhneln. Ausgewdhlt wurden zwei silylische, eine benzylische
und eine acetylische Schutzgruppe (Abbildung 3-9). Die Synthesen der Carbonsiure-
bausteine 65, 66, 67 und 68 ausgehend von 1,3-Propandiol (163) (Schema 3-6, S. 34).

/R @ R \O/Q/\R YLR n e ;o/\)l\o“

TBS 65 TBDPS 66 PMB 67 Piv 68

Abbildung 3-9: Gewahlte Alkohol-Schutzgruppen.
TBS = tert-Butyldimethylsilyl, TBDPS = tert-Butyldiphenylsilyl, PMB = para-Methoxybenzyl, Piv = Pivaloyl.

Die silylische Schutzgruppen TBS und TBDPS wurden als Silylchloride nach einer Vor-
schrift von DONNER eingebracht und die entsprechenden Monosilylether 72 (2.5 g, 90%)
und 73 (7.8 g, quant.) isoliert.!' Das PMB-Chlorid 164 (15g, 99%) wurde nach
AKAMANCHI et al. aus 4-Methoxybenzylalkohol (PMBOH, 71) dargestellt und der Mono-
PMB-Ether 74 (5.7 g, 50%) nach MENCHE et al. synthetisiert.!’>116] Alle drei geschiitzten

33



3. Ergebnisse und Diskussion

Diole wurden darauthin einzeln in einer SWERN-Oxidation zum jeweiligen Aldehyd umge-
setzt (TBS 165: 2.5 g, 90%; TBDPS 166: 7.8 g, quant.; PMB 167: 1.7 g, 84%) und anschlie-
Rend in einer PINNICK-Oxidation in die entsprechenden Carbonséduren iiberfithrt (TBS 65:
240 mg, quant.; TBDPS 66: 690 mg, 98%; PMB 67: 2.5 g, quant.; Schema 3-6, S. 34).

Die Pivaloyl-Schutzgruppe wurde nach einer Vorschrift von YONEMITSU et a/. als Saure-
chlorid zur Schiitzung des priméren Alkohols 74 eingesetzt (Ester 75: 940 mg, 78%), da eine
entsprechende Reaktion mit 1,3-Propandiol zu einem Gemisch aus mono- und
di-pivalierten Produkten gefithrt hitte.''”] Die PMB-Gruppe wurde darauthin mittels
DDQ-Oxidation nach KITAHARA et al. abgespalten und der entstandene Alkohol 76 eben-
falls einer SWERN-Oxidation unterzogen.!''® Dies fiihrte allerdings nur zu Spuren des ent-
sprechenden Aldehyds 168 und dem Verlust des Startmaterials. Der Alkohol 76 wurde
daraufhin in einer JONES-Oxidation nach eine Vorschrift von ZHAO er al. zur Carbon-
sdure 68 oxidiert, wobei Chrom(VI)-oxid in katalytischen Mengen (2 mol%) mit Period-
siure (4 Aq.) als Cooxidans verwendet wurde. Der Pivaloyl-geschiitzte Alkohol 76
konnte nach dieser Methode erfolgreich in die Carbonsédure 68 {iberfithrt werden (410 mg,
92%, Schema 3-6). Der Versuch 3-((Triethylsilyl)oxo)propanol analog zu oxidieren, fiithrte

zur vollstindigen Zersetzung des Startmaterials.

(o]
/
/SI‘CI /©/\O/\/\OJ\’<
N,
TBSCI 69 (0] 75
Sl Q \a« T ’ i °
Si f.g o

*Cl a >
—> R R

—
TBDPSCI 70 72 R=TBS 65 R=TBS
b, c 73 R=TBDPS 66 R =TBDPS
74 R=PMB 67 R=PMB
/@/\OH 76 R =Piv 68 R =Piv
o
PMBOH 71

Schema 3-6: Synthesen der Carbonsdurebausteine 65, 66, 67 und 68.

a) 1,3-Propandiol (163), NaH, THF, 45 min, RT, TBS 72: 90%, TBDPS 73: quant.; b) Thionylchlorid, Benzotriazol,
Dichlormethan, 0 °C auf RT, 99%; c) 1,3-Propandiol, NaH, DMF, 0 °C auf RT, U.N., 50%; d) 74, Pivaloylchlorid,
Pyridin, 1.5 h, 0 °C, 78%; e) DDQ, Dichlormethan, H20, 2 h, RT, 79%; f) DMSO, Oxalylchlorid, DIPEA, Dichlor-
methan, 2 h, -78 °C auf RT, TBS 165: 90%, TBDPS 166: quant., PMB 167: 84%; g) tert-Butanol, Phosphatpuffer
pH 7, 2-Methyl-2-buten, NaClO., 0 °C auf RT, TBS 65: quant., TBDPS 66: 98%, PMB 67: quant.; h) Piv 76, CrOs3,
HslOs, Acetonitril, H20, 0 °C, 2.5 h, 92%.
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3.3.4 Route B: Klassische decarboxylative CLAISEN-Kondensation

Die MASAMUNE-Route B mit der k/assischen decarboxylativen CLAISEN-Kondensation
wihrend der zweiten Stufe stiitzte sich auf eine Veroffentlichung von MASAMUNE et a/. aus
dem Jahr 1979. In dieser wurde eine CLAISEN-Kondensation in Tetrahydrofuran beschrie-
ben, welche zwischen einer Imidazol-aktivierten Carbonsiure und einem Malonséurehalb-
thioester stattfand. Zusammen mit einem Magnesiumsalz, welches die Malonsédure-Einheit
komplexierte, wurde unter Abspaltung von Kohlenstoffdioxid die Enolat-Komponente
bereitgestellt. Die C-C-Bindungsbildung erfolgte daraufhin iiber einen nucleophilen An-
griff auf die aktivierte Carbonylkomponente und ein entsprechender SKetothioester

wurde isoliert.[1%]
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a c
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Schema 3-7: Gesamtiibersicht der decarboxylative CLAISEN-Kondensation nach MASAMUNE et al.
a) MgBr2-OEt2, THF, RT, 1 h; b) CDI, THF, RT, 2 h; ¢) 77, THF, RT, 18 h.['l Roter Pfeil: Decarboxylierung ohne
C-C-Bindungsaufbau.

Die ersten Reaktionen erfolgten mit Propionsdure als Carbonylkomponente und dem
Halbthiophenolester 53 und wurden mit zwei verschiedenen Magnesiumsalzen getestet:
Magnesiumethanolat und Magnesiumbromiddiethyletherat. Die Auswertung ergab, dass
bei der Verwendung von Magnesiumethanolat grofdtenteils das Decarboxylierungs-
produkt 78-Ph und nur Spuren des fKetoprodukts 59 erhalten wurden. Hingegen wurden
unter Verwendung von Magnesiumbromiddietherat Ausbeuten an 59 von 80% erreicht,
sodass dieses fiir die weiteren Optimierungen verwendet wurde.

Die Bildung der aktivierten Form der Carbonylkomponente wurde fiir zwei funktio-
nalisierte Carbonsduren genauer betrachtet; die 5-Hexinsdure 79 und die Crotonsdure 82
mit einem MICHEAL-System (Schema 3-8, S. 36). Beide Substanzen wurden von MASAMUNE

et al. nicht untersucht, allerdings die MICHAEL-System-enthaltende Sorbinsdure (95%).1%)
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3. Ergebnisse und Diskussion

Das Imidazolat 80 der Alkinsdure 79 konnte isoliert werden und die weitere Umsetzung
ergab das fKeto-7-oktin-Produkt 81 (90%). Bei der Verwendung der Crotonsdure 82
konnte das korrespondierende Imidazolat 83 nicht gefunden werden, sondern der
Imidazoylester 84, da zusdtzlich zur Aktivierung der Sdurefunktion eine MICHAEL-Addition
stattfand. Die Verbindung 84 wurde ebenfalls in die CLAISEN-Kondensation eingesetzt,
wonach ein Substanz-Gemisch isoliert wurde, in dem die Produktmasse nicht nachge-
wiesen werden konnte. Mit Bezug auf die Umsetzung der Crotonséure mit CDI konnten die
Studien von VARELAS et al. bestitigt werden, wonach das Produkt 84 ebenfalls erhalten
wurde. Die Anwendbarkeit der MASAMUNE Reaktionsvorschrift ist flir MICHAEL-Akzep-
toren daher nicht geeignet.!'”) Die CDI-Aktivierung in Gegenwart eines Azids stellt nach
JURJENS et al!'?!! kein Problem dar, jedoch konnten bei der Umsetzung von Azidoessig-

sdure 86 weder das Azido-f-Keto-Produkt 87 noch Nebenprodukte isoliert werden.

Schema 3-8: Carbonsaure-Aktivierung und decarboxylative CLAISEN-Kondensation fiir
A) 5-Hexinsaure 79, B) Crotonsaure 82 und C) Azidoessigsaure 86 mit isolierten Zwischen- bzw. Nebenprodukten.
a) CDI, THF, RT, 2 h; b) MgBr2-OEt2, Malonsaureester 53, THF, RT, 18 h; 79 zu 81: 65%.

Weitere Untersuchungen der decarboxylativen CLAISEN-Kondensation fiihrten zur
Isolation eines bromierten Nebenprodukts 88. Dieses konnte als (4-Brombutyl)oxoester des
Malonsdurethioester 53 identifiziert werden. Der enthaltene Cs-Ko6rper stammt vermutlich
aus dem Lésungsmittel. Fiir Tetrahydrofuran in Anwesenheit von Salzsiure ist die Offnung

des Ethers beschrieben und ROHRS nutzt die bessere Nukleophilie des Broms zur Synthese
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von 4-Brombutanol (89) unter milden Bedingungen.!'”21%3] Der nucleophile Angriff des
primdren Alkohols des 4-Brombutanols (89) an die durch Magnesium komplexierte Malon-
sdure-Einheit 53 erkldrt die Bildung des identifizierten Nebenprodukts 88 (Schema 3-9).
Acetonitril wurde als alternatives, aprotisches Losungsmittel getestet und das Neben-

produkt 88 konnte bei diesen Reaktionen nicht nachgewiesen werden.

ROHRS

o O
a o b
Br\/\/\oJ\(lLS@ B S RN
88 89

Schema 3-9: Entstehung des bromierten Nebenprodukts 88 und Synthese von 4-Brombutanol (89).
a) MgBr2-OEt2, Malonséaureester 53, Imidazol, RT, 18 h; b) HBr, 5 °C, 4.5 h, 77%.[123]

Die Umstellung von Tetrahydrofuran auf Acetonitril fithrte erfolgreich bei allen unter-
suchten Carbonsduren zu hohere Ausbeuten (Tabelle 3-7, S. 38). Die grofiten Steigerungen
konnten beim Einsatz von Essigsdure (f#Ketoprodukt 90), Cyclohexansdure (#-Ketopro-
dukt 93) und der PMB-geschiitzten Propansdure 67 (f-Ketoprodukt 94) mit einer Verdrei-
fachung der Ausbeute erzielt werden. Insgesamt konnten elf f-Keto-a-methylthiophenol-
ester mit der decarboxylativen CLAISEN-Kondensation erfolgreich synthetisiert werden.

Die Bildung der #-Keto-Produkte war in den '"H NMR-Spektren anhand der charakteris-
tischen Dublett- bzw. Triplettsignale der Enol-Form bei 13.5 ppm ersichtlich. Die erh6hte
Aciditdt der a-Position und ausgepragte Keto-Enol-Tautomerie von 1,3-Diketonen wurde
bereits von ROGERS et al. untersucht und mit dquivalenten Verschiebungen in 'H NMR-
Spektren beschrieben.'? Diese Beobachtung war auch auf die entsprechenden SNAC-thio-

ester {ibertragbar.

Umesterung von Thiophenolestern zu N-Acetylcysteaminestern

Die Umesterung am Ende der MASAMUNE-Route B erfolgte nach einer Vorschrift von
KANDZIORA et all'®! Die f-Ketothiophenolester wurde im Uberschuss von HSNAC (58,
9 Aq.) umgesetzt. Das von KANDZIORA et al. verwendete DMF wurde durch das einfacher
zu entfernende, ebenfalls polare und aprotische Acetonitril ersetzt. Da das HSNAC 58 sehr
dhnliche chromatographische Eigenschaften wie der korrespondierende Thioester besitzt,
wurden alle freien Thiole mittels Filtration iiber Kupfersulfat-imprigniertem Silika

entfernt (Kapitel 6.6, S. 145).
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3. Ergebnisse und Diskussion

Tabelle 3-7: Decarboxylative CLAISEN-Kondensation mit Methylmalonsaurehalbthiophenolester 53.

P
P R Losungsmittel Ausbeute
THF 31%
90 /17”5.
MeCN 89%
THF 91%
59 \}7_’1
MeCN 100%
THF 65%
91 /\/\}71‘
MeCN 71%
81 \\\/\}H. THF 90%
THF 72%
g o
MeCN 80%
THF 36%
93 O}a
MeCN 84%
/\}E THF 21%
94 /©/\ o
~o MeCN 67%
95 >|\S( /\/E”y‘ THF 54%
/ O
Ph
96 >|\3i'~ /\/l'g’] THF 44%
pi ©
(o)
o7 >HL°A}% THF (26%)°

98 THF (60%)°

87 Nsvllﬁ,l THF -

a MgBr2-OEt2, Malonsé&ureester 53, CDI, 18 h, RT. ® Umsatz, keine isolierte Ausbeute.
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Die beschriebene Prozedur konnte erfolgreich auf sieben der acht umgesetzten Thio-
phenolester angewandt werden und lieferte Ausbeuten von 74-93% (Tabelle 3-8, S. 39). Bei
der Reaktion von TBS-Thiophenolester 95 konnten nur das TBS-Silanol und das Dimer 99
des HSNAC 58 isoliert werden.

Das Homodimer 99 und das gemischte Dimer 100 aus Thiophenol und HSNAC 58 waren
regelmifdig nach der Aufarbeitung des Rohprodukts nachweisbare und konnten teils nur
aufwendig von den SNAC-estern mittels Sdulenchromatographie entfernt werden. Das
Homodimer 99 entsteht auch bei der lingeren Lagerung von l6sungsmittelfreien SNAC-
thioestern bei Raumtemperatur. Bei der Lagerung bei 4 °C oder -20 °C konnte dies nicht

beobachtet werden.

Tabelle 3-8: Transesterifizierung nach KANDZIORA et al.

o o /@ a 0o o H
—
%—J
NAC

P 99 100
P R Zeit Ausbeute
34 /1"715 35 min 87%
35 \},ll 0N 93%
101 /\/\/l"al. 30 min 82%
102 \\\/\}% 30 min 80%
103 G}x N, 74%
104 O}ﬁ 30 min 86%
105 /@AO/\}E 15 min 82%
o

106 >LS( «/l"aﬁ 30 min .
/ O

2 DIPEA, HSNAC, Acetonitril, RT.
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3. Ergebnisse und Diskussion

Fazit der klassischen MASAMUNE-Route B

Die MASAMUNE-Route B lieferte reproduzierbar gute Ausbeute. Die Nachteile durch eine
vergleichsweise frithe Derivatisierung in der zweiten Stufe ist aufgrund der breit einsetz-
baren Reaktionen akzeptierbar.

Sieben fKeto-SNAC-thioester konnten mit der Route B erfolgreich ausgehend von
Methylmeldrumsiure (55b) iiber drei Stufen in Ausbeuten von 50-85% dargestellt werden
(Tabelle 3-9, S.40). Die fiir die Synthese des PMB-geschiitzten SNAC-Substrats 105
bendtigte Carbonsdure 67 konnte iiber vier Stufen mit einer Ausbeute von 42% aus 4-Meth-

oxybenzylalkohol 71 synthetisiert werden (Schema 3-6, S. 34).

Tabelle 3-9: Zusammenfassung der Synthesen nach Route B ausgehend von Methylmeldrumséaure (55b).

>< o o O O o O
o~ Yo a b c
HO SPh R SPh R SNAC
o} o
55b 53 P

P Gesamtausbeute
34 70%
35 85%
101 53%

102
103 54%
104

A
105 /©/\ “}‘s 50%
o

a DIPEA, TMSCI, Acetonitril, Thiophenol, 0 °C auf 43 °C, i.N., 91%; ® MgBr2-OEt,, R-COOH, CDlI, Acetonitril
oder Tetrahydrofuran, RT, 18 h, Details siehe Tabelle 3-7 (S. 38); ¢ DIPEA, HSNAC, Acetonitril, RT, Details siehe
Tabelle 3-8 (S. 39).

66%

A
Y
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3.3.5 Route A: Flexiblere decarboxylative CLAISEN-Kondensation

Ein Versuch die Route B zu optimieren, fithrte zur flexiblere MASAMUNE-Route A. Die
Derivatisierung findet bei dieser Variante auf der letzten Reaktionsstufe statt.

Der Zugang zu dieser Route wurde durch die erfolgreiche Synthese des Methylmalon-
sdure-(SNAC)halbthioesters (50) moglich (Kapitel 3.3.2, S. 32). Die erh6hte Hydrophilie im
Vergleich zum Halbthiophenolester 53 verschlechterte die Loslichkeit in Tetrahydrofuran.
H. GEISE untersuchte im Rahmen seiner Masterarbeit verschiedene Gemische aus Tetra-
hydrofuran und Wasser, 2-Propanol oder Dimethylformamid (Tabelle 3-10, S. 41). Die Ver-
wendung von 2-Propanol fiithrte hierbei zu keiner Umsetzung. Fiir die Reaktionen mit
Tetrahydrofuran und Wasser oder Dimethylformamid lief3en sich Spuren des f-Ketothio-
esters 35 nachweisen.1%7]

Die Optimierung der decarboxylativen CLAISEN-Kondensation innerhalb der Route B
zeigte bereits, dass eine Substitution von Tetrahydrofuran durch das polar-aprotische
Acetonitril moglich war. Zusitzlich verlief die Umesterung der Route B in Acetonitril ohne
Loslichkeitsprobleme. Acetonitril wurde daher fiir die CLAISEN-Kondensation mit dem
SNAC-halbthioester 50 getestet und eine Ausbeute von 19% erreicht. Die verbesserte Ver-

fiigbarkeit der Komponenten war direkt sichtbar, aber noch nicht zufrieden stellend.

Tabelle 3-10: Optimierung der decarboxylativen CLAISEN-Kondensation mit SNAC-Halbthioester (50).

0O o H a 0O o H
o (o}
50 35
Reaktion Losungsmittel T Ausbeute

1 THF / iPrOH RT -

2 THF / H.O RT Spuren
3 THF / DMF RT Spuren
4 MeCN RT 19%
5 MeCN 30 °C 41%
6 MeCN 35°C 55%
7 MeCN 40 °C 11%

a MgBr2-OEt., Propionsaure, CDI, 18 h.
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3. Ergebnisse und Diskussion

In einer weiteren Optimierung wurden drei Reaktionstemperaturen von 30 °C bis 40 °C
untersucht (Tabelle 3-10, S. 41). Die hochste Ausbeute mit 55% (115 mg) wurde bei 35 °C
erreicht. Eine Erh6hung auf 40 °C fithrte hauptsédchlich zur Isolation des decarboxylierten
SNAC-esters 78 (Schema 3-7, 35), welches bei 35 °C nicht isoliert werden konnte.

Basierend auf den erzielten Reaktionsoptimierungen wurde die flexiblere decarboxy-
lative CLAISEN-Kondensation fiir drei weitere Carbonsduren erfolgreich durchgefiihrt:
Hexansdure (101: 54%, 135 mg), 5-Hexinsdure 79 (102: 61%, 150 mg) und PMB-Carbon-
sdure 67 (105: 43%, 144 mg).

Tabelle 3-11: Decarboxylative CLAISEN-Kondensation mit Methylmalonsdure-(SNAC)halbthioester (50).

o o H a o o H
HOJ\‘/U\S/\/N\H/ — R)J\l/u\s/\/N\n/
(o) (o]
50 P
P R Ausbeute

35 55%

101 /\/\},,1 54%
\\/\}’x 61%
(o)

A
105 /©/\ /\/lﬁ’% 43%
o

a MgBr2-OEt2, R-COOH, CDI, Acetonitril, 35 °C, 18 h.

102

Fazit der flexibleren MASAMUNE-Route A

Die MASAMUNE-Route A konnte erfolgreich etabliert werden, wenn auch auf niedrig-
erem Ausbeuteniveau als Route B. Vier f-Keto-SNAC-thioester konnten ausgehend von
Methylmeldrumsaure (55b) iiber drei Stufen erfolgreich in Ausbeuten von 39-55% erhalten
werden (Tabelle 3-12, S. 43). Es konnte am Standort der Leibniz Universitit Hannover

gezeigt werden, dass die finale Stufe der Route A als Schliisselschritt der Derivatisierung
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geeignet ist. Leider liefs sich dieses Ergebnis nicht am Standort der Universitidt Bayreuth
reproduzieren.

Tabelle 3-12: Zusammenfassung der Synthesen nach Route B ausgehend von Methylmeldrumsaure (55b).

>< o O o O O O
o~ Mo a b c
HO SPh HO SNAC R SNAC
(o) o
55b 53 50 P

P

R Gesamtausbeute
35 \/.1'151 50%
101 /\/\/l"s‘ 49%
102 \\\/\}E 55%

105 /@Ao/\}i 39%
o

a DIPEA, TMSCI, Acetonitril, Thiophenol, 0 °C auf 43 °C, i.N., 91%; ® NaHCOs, HSNAC, H20, 4 h, RT, quant.;
¢ MgBr2-OEt2, R-COOH, CDI, Acetonitril, 35 °C, 18 h.
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3. Ergebnisse und Diskussion

3.3.6 Synthese der B-Hydroxyreferenzen

Die Auswertung der relativen und absoluten Stereoselektivititen innerhalb der enzyma-
tischen Reduktionen mittels NMR-Spektroskopie und chiraler HPLC benétigte entsprech-
ende racemische fHydroxy-SNAC-thioester-Referenzen. Diese wurden durch die chem-
ische Reduktion mit Natriumborhydrid erfolgreich hergestellt. Die Ausbeuten sind in
Tabelle 3-13 (S. 44) aufgefiihrt und lagen in einem Bereich von 24-69%. Die angegebenen
Diastereomerenverhiltnisse basieren auf der Auswertung mittels chiraler HPLC. Die
Bestimmung der relativen Konfiguration erfolgte iiber die a-und f-Protonensignale in den

'H NMR-Spektren. Eine detailliertere Betrachtung erfolgt in Kapitel 3.4.1 (S. 45).

Tabelle 3-13: Reduktion von B-Keto-SNAC-thioestern mit Diastereomerenverhaltnis (dr) der Produkte.
OH O

(o] (o) H a H
(o] (o]
P
P R Ausbeute drsyn:anti b

107 }E 47% 31:69
108 \}H‘ 37% 24:76
109 /\/\}5‘ 24% 60:40
110 \\\/\}H. 28% 29:71
111 O}’v, 52% 6:04
112 @ 51% 2:98
113 0/\}’H 69% 24:76

o

@ NaBH4, MeOH oder EtOH, 0 °C, 0.5-5.0 h. ® Die relativen Konfigurationen (syn/anti) wurden auf Basis der
Untersuchungen in Kapitel 3.4.1 (S. 45) zugeordnet.
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3.4 Studien zur Konfigurationsbestimmung

Die Ketoreduktasedominen aus PKS-Biosynthesewegen sind hoch stereoselektiv und er-
zeugen wihrend der f-Ketoreduktion nur eines aus zwei a-unmethyliert oder eines aus vier
a-methyliert moglichen Stereoisomeren.

Die korrekte Identifizierung der relativen und abschlief3end der absoluten Produktkon-
figurationen ist daher eine zentrale Herausforderung. Die folgenden Ausfithrungen be-

ziehen sich auf a-methyliert KR-Reduktionsprodukte.
Enantiomere

: ° e
R

syn

BZ
Diastereomere
B1

anti anti
R
:& v

Schema 3-10: Konfigurationen der vier moglichen Stereoisomere eines B-Hydroxy-a—methylth|oesters.
Gezeigt mit der entsprechenden NEwMAN-Projektion der C2-C3-Bindung. R = SNAC oder S-ACP. S/R-Nomenklatur
fiir gezeigte C5-Alkylkette: A1 = 2R,3S; A2 = 2S5,3S; B1 = 2R,3R; B2 = 2S,3R.

lllo

é;

3.4.1 Studien zur Bestimmung der relativen a,B8-Konfiguration

Die Einteilung der PKS-KRs in die vier Gruppen Al, A2, Bl und B2 entsprechen den
vier moglichen Reduktionsprodukten von a-methylierten Substraten, die aufgrund der
zwei definierten Stereozentren im Produkt unterschieden werden koénnen. Al- und
B2-KR-Dominen erzeugen bei der Reduktion die syn-konfigurierten Produkte und
KR-Dominen der Typen A2 und B1 die anti-konfigurierten. Innerhalb beider Gruppen sind
die Produkte enantiomer zueinander; im Vergleich zwischen den Gruppen sind diese dia-
stereomer zueinander. Im Gegensatz zu Enantiomeren besitzen Diastereomere Unter-
schiede in ihren physikalische Eigenschaften. Diese lassen sich zur spektroskopischen

Unterscheidung nutzen.
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3. Ergebnisse und Diskussion

Die NMR-Spektroskopie wurde fiir die Differenzierung der Diastereomere genutzt. Auf-
grund der unterschiedlichen relativen Konfigurationen besitzen die Atome des #-Hydroxy-
a-methyl-Motivs und benachbarte Atome unterscheidbare chemische Umgebungen, die zu
einer Signalverschiebung und zur Anderung der Kopplungskonstanten fiihren kénnen.

In einer ersten Untersuchung wurde 2-Methyl-3-oxopentansidure(SNAC)thioester (35)
separat durch AmpKR2 (A1, syn), EryKR1 (B2, syn) und TylKR1 (B1, anti) reduziert. Die
anschliefSend gemessenen 'H NMR-Spektren der drei f-Hydroxy-Produkte 108 zeigen fiir
das a-und das S-Proton deutliche Unterschiede in den Verschiebungen und Multiplizititen
der Signale (Abbildung 3-10, S. 46). Diese bestehen den Erwartungen entsprechend zwi-
schen den syn-Produkten und dem an#i-Produkt, aber nicht innerhalb der beiden
vermuteten enantiomeren syn-Produkte. Abseits des a,f-Motivs zeigen circa die Hilfte der
Protonensignale ebenfalls eine Beeinflussung durch die relative Konfiguration, allerdings
nur durch kleine Verschiebungen (<0.02 ppm) und keine Verdnderungen der Multiplizi-

titen.

EryKR1 (B2, syn) B-Proton a-Proton

3.84 ppm / \\n 2.74 ppm

ddd, J=8.4,48, 3.7 Hz qd, J=7.1,3.7T Hz, 1H

b Mo

TylKR1 (B1, anti)
3.65 ppm 2.77 ppm

ddd, J=8.4,6.9, 3.8 Hz \ | ﬁ qd, J=6.9, 6.9 Hz

|
B ___jﬂ J\}{\ﬁ\ﬂ’\ﬂ\ f \%— A lL j ~n \j} ¥

AmpKR2 (A1, syn)

3.85 ppm 2.74 ppm
ddd, J=8.4,4.8 3.7 Hz qd, J=T7.1, 3.6 Hz

MMJM

3.87 3.85 3.83 38 369 367 3.65 3.63 361 2.B0 278 276 274 272 270
(ppm)

Abbildung 3-10: 'TH NMR-Spektren der 8-Hydroxy-Produkte 35 von EryKR1, TyIKR1 und AmpKR2.
3.85 und 3.65 ppm: B-Protonensignale, 2.77 und 2.74 ppm: a-Protonensignale. (Ausschnitt)

Die a-Protonensignale der Reduktionsprodukte 35 von EryKR1 und AmpKR2 befinden
sich bei 2.74 ppm. Das entsprechende Signal des TylKR1-Produkts befindet sich leicht ins
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Tieffeld verschoben bei 2.77 ppm. Die Signale des benachbarten S-Protons liegen fiir
EryKR1 und AmpKR2 bei 3.85 ppm. Im Vergleich dazu befindet sich das f-Proton des
TylKR1-Produkts ins Hochfeld verschoben bei 3.65 ppm. Die betrachteten Signale der
syn-und anti-Alkohole unterscheiden sich nicht in der Art der Multiplizititen (a-H: qd,
p-H: ddd), aber in den Kopplungskonstanten (Abbildung 3-10, S. 46; Tabelle 3-14, S. 48).

Die 3 uu-Kopplung zwischen a-und fS-Proton ist fiir die Determinierung der relativen
Konfiguration zu betrachten. Liegt diese bei einer Bindung mit einem einzigen Hydroxy-
substituiertem Bindungspartner zwischen 1 — 4 Hz, weist dies gemé&fs MATSUMORI et a/. auf
eine gauche-Orientierung der Protonen zueinander hin. Bei Werten von 8 — 11 Hz im
selben System liegt eine ant-Orientierung vor.!12¢!

Die Spektren des EryKR1- und des AmpKR2-Produkts zeigen eine 3/ m-Kopplung von
3.7 Hz, womit diese im Bereich fiir gauche-orientierte Protonen liegt (Schema 3-10, S. 45).
Dies weist auf die erwartete syn-Konfiguration hin. Die 7.0 Hz-Kopplung des Signals der
gleichen Bindung im TylKR1-Produkt ist deutlich gréfier, wenn auch nicht innerhalb des
benannten Bereichs fiir eine ant/-Orientierung. Da die Orientierung nicht nur von der
Konfiguration beeinflusst wird, kann die bevorzugte Konformation des Molekiils zu
Abweichungen in den Kopplungskonstanten fithren. Bei dem untersuchten S-Hydroxy-a-
methylthioester 108 ist es mdglich, dass die Konformation durch eine 1,3-Wasserstoff-
briickenbindung aus der anti-Phase verschoben vorliegt. Die eindeutige Bestimmung der
anti-Konfiguration zum TylKR1-Produkts ist zudem durch den Vergleich der 'H NMR-
Spektren mit den anderen Reduktionsprodukten gegeben. Die korrekte Zuordnung der syn-
konfigurierten Produkte 108 wurde durch Daten von CHANG eral (2.73 ppm, qd, 1H,
J=7.1, 3.7 Hz) bestatigt.[1?"]

Die Bestimmung der relativen Konfigurationen fiir die f-Hydroxy-Referenz 108 und den
sechs weiteren S-Hydroxy-Referenzen erfolgte wie beschrieben iiber die 3/u1s-Kopplung
und iiber die Verschiebung. Die im Vergleich kleinere 3/ s-Kopplungskonstante und ein
ins Tieffeld verschobenes f-Protonensignal zeigten das syn-Diastereomerenpaar an. Die
entsprechenden Daten der 'H NMR-Spektren mit Zuordnung der relativen Konfigura-

tionen sind in Tabelle 3-14 (S. 48) fiir alle f-Hydroxy-Referenzen aufgefiihrt. Die Zuord-
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3. Ergebnisse und Diskussion

nungen fiir die f-Hydroxy-Referenzen 107, 109 und 110 wurden dariiber hinaus durch ver-
offentlichte Daten von LIDDLE et al., CACHO et al. und HARVEY er al. bestitigt.!!2-130 Die
Diastereomerenverhiltnisse der Referenzen 107-113 inklusive Angabe der relativen Kon-
figurationen sind in Tabelle 3-13 (S. 44) zu finden.

Die angewendete Bestimmung der relativen Konfigurationen mittels 3/ n-Kopplung
kann fiir zukiinftige, komplexere Systeme durch 2D-NMR-Studien der entsprechenden

3Juc-und 2/uc-Kopplungen unterstiitzt werden.!126.131

Tabelle 3-14: Zuordnung der relativen Konfigurationen.

OH O H OH O H
R)\HLSNNY R/'\E)LS/\,N\H/
(o) = (o)
syn-P anti-P
syn-P anti-P
P R a-H[ppm]  B-H[ppm]  a-H[ppm]  B-H [ppm]
(J [Hz]) (V [Hz]) (J [Hz]) (J [Hz])
2.69 4.11 2.69 3.94
107 }‘z. (m) (6.4, 4.0) (m) (6.4, 6.4)
2.73 3.84 2.76 3.65
108 \}’s (71,37) (8.4,4.8,37) (7.0,7.0) (8.4,7.0,3.8)
2.72 3.92 2.75 3.71
109 /\/\}’s (7.0, 3.6) (m) (7.1,7.0) (m)
X 2.75 3.95 2.75 3.74
M N AR (m) (m) (m) (m)
11 2.84 3.72 2.84 3.45
(7.1, 5.6) (m) (7.1, 5.6) (m)
112 2.91 3.76 2.91 3.44
(7.1,7.1) (m) (7.1,7.1) (m)

71,56) (9.3,56,26) (7.4,71) (9.8,7.4,286)

113 0/\/)1"51 2.73 4.08 2.76 3.97
S (

basierend auf den "H NMR-Spektren mittels der Verschiebungen und der Kopplungskonstanten der Protonen
des a,B-Motivs der B-Hydroxy-Referenzen.
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Enzymatischer Reduktionen im praparativen MaRRstab

p-Hydroxy-a-methyl-SNAC-thioester wurden im priparativen Mafdstab auf zwei
Wegen erzeugt. Die erste Methode war die chemische Reduktion mit Natriumborhydrid,
um Referenzgemische zu erhalten (Kapitel 3.3.6, S. 44). Der zweite Weg war die enzyma-
tische Reduktion mit verschiedenen KR-Doménen (Kapitel 3.4.2, S. 50).

In der Tabelle 3-15 (S. 49) sind alle durch enzymatische Reduktion erhaltenen Produkte
inklusive Diastereomerenverhiltnissen und der Zuordnung der zugehorigen syn-und anti-
Konfiguration aufgefiihrt. Die praparativen Enzymreaktionen wurden mit 40.0-49.5 pmol
des jeweiligen f-Keto-SNAC-thioester in 8-10 mL Reaktionsvolumen durchgefiihrt. Die
Ausbeuten lagen zwischen 20-80%, sodass abhidngig vom Produkt 2.0-10.5 mg fiir die

weiteren Analysen zur Verfiigung standen.

Tabelle 3-15: B-Hydroxy-SNAC-thioester erzeugt durch enzymatische Reduktion im praparativen MaRBstab.

o o H a OH O H
Y T ey
o P o
P R Domine Ausbeute drsyn:anti®
AmpKR2 7.2 mg, 60% 54:46
107 /"gl‘ EryKR1 3.2mg, 27% 89:11
TylKR1 4.1 mg, 35% 0:100
AmpKR2 4.5 mg, 36% 93:7
108 \/l"y,1 EryKR1 10.0 mg, 80% 100:0
TylKR1 10.5 mg 84% 0:100
110 \\\/\}H‘ AmpKR2 7.0 mg, 54% 76:24
TylKR1 3.2 mg, 25% 10:90
EryKR1 2.0 mg, 20% -
" G}HL‘ MycKRB 5.0 mg, 50% 0:100
AmpKR2 9.5 mg, 61% 100:0
113 g 0’\}1 MycKRA 10.0 mg, 64% 21:79
~o MycKRB 5.0 mg, 32% 11:89

a KR-Domane, NADPH, HEPES-Puffer, 25 °C, 24 h. ® Bestimmung mittels "H NMR-Spektren. ¢ aufgrund von
Signaliiberlagerungen im 'H NMR-Spektrum nicht bestimmbar.
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3. Ergebnisse und Diskussion

3.4.2 Studien zur Bestimmung der absoluten a,B-Konfiguration

Die Bestimmung der absoluten Konfigurationen der Reduktionsprodukte nach einer
enzymatischen oder chemischen Reaktion kann mittels verschiedener Methoden erfolgen.
Ausgangspunkt der meisten Methoden sind Referenzmolekiile, deren Konfiguration auf-
grund des Synthesewegs bekannt ist. Die Variante mit der direktesten Vergleichbarkeit
bietet die Synthese aller Konfigurationsvarianten, die bei der zu untersuchenden Reaktion
entstehen kénnten.

Wie bereits in der Einleitung dieses Kapitels beschrieben, konnen bei der Reduktion
durch eine PKS-KR-Domine vier Konfigurationsisomere der a-methylierten f-Hydroxy-
ester entstehen. Die eindeutige Bestimmung mittels chiraler HPLC bendétigt fiir jedes zu
untersuchende Derivat bis zu vier, mindestens aber drei, Konfigurationsreferenzen. Unter
Einbezug von Auswertungen mittels RP-UPLC und der damit verbundenen Diastereo-
merenzuordnung lisst sich die Probenzahl auf ein Enantiomer jedes Diastereomerenpaares
(Ix syn, 1x anti) minimieren. Die Anzahl der benétigten Referenzmolekiile dezimiert sich
hierdurch fiir sieben Substrate von zunidchst mindestens 21 auf 14 Verbindungen. Jedes
zusitzlich zu untersuchende Substrat wiirde demnach zwei konstruktive Reduktionsrefe-
renzen benoétigen.

Der synthetische Aufwand sollte dariiber zusitzlich verkleinert werden. Um dies zu
ermoglichen wurde nach Methoden gesucht, die eine moglichst direkte Zuordnung der
Produktkonfigurationen ermoglichen. Die Bestimmung der absoluten Konfigurationen
mittels VCD-Spektroskopie der Reduktionsprodukte und via 'H NMR-Spektroskopie ent-

sprechender 9-AMA-Ester wurden niher in Betracht gezogen.

VCD-Spektroskopie von a-methylierten 8-Hydroxy-SNAC-thioestern

Die Vibrational Circular Dichroism- bzw. VCD-Spektroskopie ermoglicht die Bestim-
mung der absoluten Konfiguration von kleinen, chiralen Molekiilen. Die Methode basiert
auf der bei Enantiomeren unterschiedliche Absorption von zirkuldr polarisiertem Licht
(Circulardichroismus, CD-Spektroskopie). Mit den resultierenden Differenzspektren
(AAbs. = Abs. LCPL — Abs. RCPL) werden bei der VCD-Spektroskopie die Schwingungen

eines Molekiils untersucht, welche das Dipolmoment verdndern und somit im IR-Bereich
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detektierbar sind.'3? Ein Vorteil der VCD-Spektroskopie liegt in der Spezifitit der Vibra-
tionszuordnungen, wodurch ein Vergleich gemeinsamer Funktionalititen zwischen unter-
schiedlichen Derivaten ermdéglicht werden kann.!'*¥! Die Zuordnung der absoluten Konfi-
guration erfolgt dabei iiber den Abgleich von ab initio-Computerberechnungen der zu
erwartenden VCD-Spektren.!3* Ein Abgleich dieser Berechnungen mit VCD-Messungen
von Referenzmolekiilen validiert die berechneten Spektren. Die Spektren von Enantio-
meren lassen sich dabei durch Symmetrieoperationen ineinander tiberfithren, wodurch die
Anzahl benétigter Referenzen sinkt.!'%)

Die bereits in Kapitel 3.4.1 (S. 45) erwdhnten drei KR-Reduktionsprodukte (2-Methyl-
3-oxopentansdure(SNAC)thioester 35) wurden in einer Kooperation mit dem Arbeitskreis
MERTEN mittels VCD-Spektroskopie untersucht.!3¢! Der Abgleich mit den ab initio berech-
neten Spektren ermdglichte keine direkte Bestimmung der Konfigurationen auf Grundlage
der VCD-Messungen (Abbildung 3-12, S. 52, A, oben). Daraufhin wurden weitere mittels
enzymatischer Reduktion erhaltene Substanzen aus Kapitel 3.4.1 (S.48) einbezogen
(Abbildung 3-11, S. 51). Insgesamt wurden neun Proben mittels VCD-Spektroskopie unter-
sucht. Die Probenauswahl enthielt bis zu drei Enantiomere der f-Hydroxy-a-methyl-
SNAC-thioester 108 (Proben von EryKR1, TylKR1, AmpKR2), 110 (TylKR1, AmpKR2), 111
(MycKRB) und 113 (AmpKR2, MycKRA, MycKRB).

H
\)*\*(R G/*K*rR R= ?LS/\/N\H/
o
108 111
\ OH OH
\\/\)*\*rR /O/\OWR
110 o 13

Abbildung 3-11: Strukturen der mittels VCD-Spektroskopie vermessenen Substrate 108, 110, 111, 113.

Die Auswertung der zusitzlichen Proben ergab keine Verbesserung der Konfigurations-
zuordnungen, sondern offenbarte eine Problematik von hochfunktionalisierten Molekiilen.
Ein entscheidender IR-Bereich in den berechneten Spektren lag bei 1650 — 1700 cm'!
(Abbildung 3-12, S. 52, A, oben). Verschiedene Carbonylverbindungen besitzen allerdings
genau in diesem Bereich eine Streckschwingungsabsorption durch die C=O-Doppelbin-

dungen. Die ausgepriagten Carbonylbanden des Thioesters (1690 — 1700 cm™)!3”! und des
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3. Ergebnisse und Diskussion

Amids (1650 — 1680 cm™!) der untersuchten Molekiilen iiberlagerten diesen Bereich, sodass

eine Auswertung der Messdaten nicht moglich war (Abbildung 3-12, S. 52, B).

@ A *
0.06 = Berechnete Spektrenfiir | |
anti-108 (2R,2R/2L3p/ TylKR1)
4 syn-108(25,2R/ 2030 / EryKR1) '
0044—— o~ AT S — ' 'S
0 3 . L
-, Ii- Gemessene Spektren fiir il
g 0.02 + I 108 TyIKR1 EVKR1 AmpKR2 | | |
113 AmpKR2 MycKRA RE ] WA
> 0.00 T ; —p -) L, : — - ¥ y .
[ moTykRiAmpRRE
-0.04 —peacnabangocs T - T - T r T
1800 111600 1 1400 1200 1000
600 l l cm-t
& B |
5 |
S 4 | ll
< |
‘o 400+ | |
by i | 4 i
= | [
.9 - ll.".| | I| f
-.é { 1 | Il |
o) (| !
2 200+ il | | |
< 5 I :;
0 v — — —
1800 1600 1400 1200 1000
cm’

Abbildung 3-12: VCD- und IR-Spektren der untersuchten SNAC-Substrate.

A) VCD-Spektren, von oben nach unten: berechnete Spektren fiir 108 mit 2L3D und 203D, gemessenen Spektren
fur die Proben von 108 (TylKR1, EryKR1, AmpKR2), 113 (AmpKR2, MycKRA, MycKRB), 110 (TylKR1, AmpKR2)
und 111 (MycKRB). Orange: Bereich, der durch die intensiven IR-Banden der Carbonylfunktionalitadten (COS und
CON) Uberlagert wurde. B) IR-Spektren; berechnet und gemessen.["33]
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VCD-Spektroskopie von 1,3-Dioxan-Derivaten

Eine Alternative zur direkten Vermessung von Reaktionsprodukten ist die Transforma-
tion dieser in eine fiir das Messverfahren geeigneteres Derivat. Entsprechende Derivate
sollten einen geringen Grad an Funktionalisierung aufwiesen und nach Moglichkeit kon-
formationsstabil sein, um intensivere Schwingungsmuster zu erhalten. In Anlehnung an
LUDECKE et al. wurde sich dafiir entschieden ausgehend von den KR-Reduktionsprodukten
eine zweistufige Synthese zu den Acetonid-geschiitzten Diolen durchzufiihren.®® Die
VCD-Voruntersuchungen fanden an &dquivalenten Referenzmolekiilen statt, welche
zunichst synthetisiert werden mussten.

Ausgangspunkt der Referenzsynthesen war die stereoselektive EVANS-Aldol-Reaktion
auf Basis des benzylsubstituierten EVANS-Auxiliars 173. Das propionylierte Auxiliar 114
wurde nach einer Vorschrift von BERKHAN et al. separat mit Acetaldehyd, Hexanal und
Decanal umgesetzt. Die isolierten (2L3D)-#-Hydroxyoxazolidinone 115 (a: 78%; b: 67%;
c: 78%) wurden mit Lithiumborhydrid zu den entsprechenden (2L3D)-Diolen 116 (a: 92%,
b: 83%, c: n.i.) reduziert.®® Die Schiitzung der Diole wurden anschliefSend mit Dimethoxy-
propan nach LUDEKE et al. durchgefiihrt, wobei LUDEKE et al. keine Reinigung vollzog. Beim
Entfernen des Losungsmittels nach erfolgter Sdulenchromatographie (Hexan/Ethylacetat)
fiel auf, dass die Acetonide 117a und 117b stark fliichtig waren. Daraufhin wurde die
Sdulenchromatographie in einer Reaktionswiederholung auf niedrigsiedende Losungs-
mittel umgestellt (Pentan/Dieethylether). Das Acetonid 117a konnte trotzdem nicht ange-
reichert werden, sodass nur die (21.3D)-Acetonide 117b (21% tiiber zwei Stufen) und 117¢
(29% tiber zwei Stufen) erfolgreich isoliert werden konnten.

(o)

(o] H
A o o OXQ

°gjﬁ_> LA L -

Schema 3-11: Synthese konformationsstabiler VCD-Referenzen.

a) 114, Dibutylboranyltriflat, DIPEA, Acetaldehyd /Hexanal /Decanal, Dichlormethan, =78 °C, 4 h, 115a: 78%,
115b: 67%, 115¢c: 78%; b) LiBH4, Diethylether, Methanol, 0 °C, 116a: 92%, 116b: 83%, 116c: n.i.; c) Dimethoxy-
propan, Aceton, Molekularsieb 3 A, p-Toluolsulfonsaure, RT, 20 h, 117b: 21% Uber zwei Stufen, 117¢c: 29% Uber
zwei Stufen.

mQ

115a a: R=Me 116a
115b b: R =Pent 116b 117b
115¢ c: R=Non 116¢c 117c
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3. Ergebnisse und Diskussion

Das nicht fliichtige Dodecyl-Derivat 117c wurde daraufthin im Arbeitskreis MERTEN
mittels VCD-Spektroskopie vermessen und eine Bestimmung der Konfiguration im Ab-
gleich mit ab initio berechneten Spektren konnte erfolgreich vollzogen werden. Die
Strategie die KR-Reduktionsprodukte in Acetonid-Form mittels VCD-Spektroskopie zu
vermessen wurde trotzdem verworfen. Die limitierten Produktmengen der Enzymreak-
tionstests, die geringen Ausbeuten der Syntheseroute und die Fliichtigkeit der Ziel-
substanzen konterkarierten die im Verhiltnis grofSen Substanzmengen (>10 mg), die fiir

eine VCD-Auswertung notig gewesen wiren.

Konfigurationsbestimmung mit 9-AMA

Eine alternative Konfigurationsbestimmung wurde von RIGUERA et al unter der Ver-
wendung von 2-(Anthracen-9-yl)-2-methoxyessigsdure (9-AMA, 118) beschrieben und
validiert. Der zu untersuchende Alkohol wurde zum 9-AMA-Ester 119 umgesetzt und die
'H NMR-Spektren des Ausgangsmaterials und des 9-AMA-Esters 119 verglichen. Das
aromatische Ringsystem des 9-AMA schirmt dabei stereospezifisch eine der beiden Seiten
(Li/L2) des Alkohols ab (Abbildung 3-13, S. 54). Mit der Kenntnis iiber die Konfiguration
des verwendeten 9-AMA 118 konnte die Konfiguration des untersuchten Alkohols erfolg-

reich von RIGUERA et al. zugewiesen werden.[138-140]

9-AMA 118 (S)-9-AMA-Ester (S)-119 (R)-9-AMA-Ester (R)-119

Abbildung 3-13: 2-(Anthracen-9-yl)-2-methoxyessigsaure (9-AMA, 118)
und die Abschirmungseffekte von (S)-9-AMA (S)-119 und (R)-9-AMA (R)-119.1138-140]

Eine Evaluierung durch T.ROR konnte die Anwendbarkeit der 9-AMA-Methodik
erfolgreich bestitigen und auf die vorliegenden A-Hydroxy-a-methyl-SNAC-thioester
ibertragen.!'*142l Die fiir die Analysen bendtigten 9-AMA-Ester 119 wurden mit

1.0-2.0 mg der enzymatischen Reduktionsprodukte und (&)-9-AMA (R)-118 dargestellt.
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Der Vergleich der '"H NMR-Spektren von Alkohol und (&)-9-AMA-Ester (R)-119 ermdg-
lichte fiir alle Proben die eindeutige Zuordnung der L>-Gruppe und somit die Bestimmung
der absoluten Konfiguration der f-Hydroxygruppe. Die rekombinanten Doménen AmpKR?2
und MycKRA erzeugten demnach unabhingig vom Substrat 3L-konfigurierte Alkohole,
wohingegen EryKR1, TylKR1 und MycKRB eine 3D-Konfiguration installierten. Zusam-
men mit den zuvor bestimmten relativen Konfigurationen konnten auch die absoluten
Konfigurationen der a-Methylgruppen zugeordnet werden. Die Ergebnisse der 9-AMA-
Analysen mit Angaben der relativen Konfigurationen und den daraus resultierenden voll-
stindigen absoluten Konfigurationen des a,f-Motivs fiir alle enzymatischen Reduktions-

produkte sind in Tabelle 3-16 zusammengefasst.

Tabelle 3-16: Ergebnisse der 9-AMA-Analyse mit Angaben zur relativen Konfiguration und der resultieren-
den absoluten Konfiguration des a,3-Motivs.

OH O H a
N —_—
R/%)Ls/\,
T
P (R)-AMA-Ester
- - a,B-Konfiguration
P R Domaéne 9-AMA
Analyse relativ  absolut

AmpKR2 3S/3L syn 2D3L
108 \/lL'HLl EryKR1 3R /3D syn 2L.3D
TylKR1 3R/ 3D anti 2D3D
S AmpKR2 3S/3L syn 2D3L

110 \\/\jls
TylKR1 3R/ 3D anti 2D3D
111 C’}Iﬁ MycKRB 3R/ 3D anti 203D
AmpKR2 3S/3L syn 2D3L
113 g 0/\}’% MycKRA 3S/3L anti 2L3L

~N
(o]

MycKRB 3R/ 3D anti 2D3D

2 P, (R)-9-AMA, EDC-HCI, DMAP, Dichlormethan, RT, 1 h.['42]
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3. Ergebnisse und Diskussion

Insgesamt wurden neun enzymatische Reduktionsprodukte mit Blick auf die Konfigura-
tion der a-und der S-Position untersucht. Im ersten Schritt konnte allen Proben die relative
Konfiguration und das dazugehdrige Diastereomerenverhiltnis erfolgreich zugewiesen
werden. Der zweite Schritt umfasste die Bestimmung der absoluten Konfiguration der
p-Position unter Anwendung der 9-AMA-Methode. Mit der Zusammenfiihrung beider
Teilergebnisse war es moglich die absolute Konfiguration der a-Methylierung der neun
enzymatisch reduzierten Proben erfolgreich zu bestimmen.

Die Ergebnisse der 9-AMA-Studien mit den f-Hydroxy-Verbindungen 108, 110, 111
und 113 liefSen sich mit Hilfe der Studien zur relativen Konfiguration auf die g-Hydroxy-
Verbindungen 107, 109 und 112 iibertragen (Tabelle 3-13/14/15, S. 44/48/49).

Eine ausfithrliche KR-Domédnen-bezogene Auswertung der ermittelten Produktkonfi-

gurationen erfolgt in Kapitel 3.7 (S. 85).
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3.5 Enzymaktivitatstests und -Kinetiken

Die Studien zur Enzymaktivitit wurden basierend auf den selbst aufgebauten Biblio-
theken an rekombinanten Ketoreduktase-Domidnen und an S-Keto-a-methylthioestern
durchgefiihrt.

Die Bibliothek an rekombinanten KR-Domédnen umfasste die sieben Doménen AmpKR1
(Al), AmpKR2 (A2), EryKR1 (E1 und die Derivate E1H und E1P), EryKR6 (E6), TylKR1
(T1und die Derivate T1H und T1P), MycKRA (MA) und MycKRB (MB). Alle KR-Doméanen
besafien einen N-terminalen Histidin-6-zag (Hiss-zag). Es wird im Weiteren auf den Hin-
weis zur rekombinanten Natur der untersuchten KR-Doménen verzichtet. Aussagen zu den
in PKS integrierten KR-Doménen werden sprachlich als solche hervorgehoben.

Die Substratbibliothek enthielt insgesamt elf SNAC-Thioester und sechs Thiophenol-
ester. Aus Griinden der besseren Ubersicht wird im Folgenden eine eigene Nomenklatur
fiir die Substratbezeichnungen verwendet. Diese basiert auf einer vierteiligen Kurzform,
welche sich aus den Bezeichnungen des Keto-, des Zentral- und des Thiofragments, sowie
einem Prifix zusammensetzt (Tabelle 3-17, S. 58). Der Polyketidteil (erster Teil der Kurz-
form) wurden in Methyl (M), Ethyl (E), Pentyl (Pa), 4-Pentinyl (Pi), Cyclopentyl (CP),
Cyclohexyl (CH),  (4-Methoxybenzyl)oxyethyl (PMB), (tert-Butyldimethylsilyl)oxy-
ethyl (TBS), Polyethylenglycol (PEG) und 4-Methoxy-2-pentenyl (MPe) unterschieden.
Die Varianten des Zentralfragments (zweiter Teil der Kurzform) wurden in a-unmethy-
liert (H), a-methyliert (M) und a-dimethyliert (D) differenziert. Die beiden einbezogenen
Varianten der Thioester bzw. Thiofragmente wurden mit N-Acetylcysteamin (N) und Thio-
phenol (P) als dritter Teil der Kurzform einbezogen. Die Prifixe ,K“ bzw. ,H* definieren, ob

es sich um die f-Keto- bzw. die #~Hydroxy-Substanz handelte.
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3. Ergebnisse und Diskussion

Tabelle 3-17: Ubersicht der Substanz-Bibliothek unter Einbezug der Kurzform-Bezeichnung und der
Substanzziffer. Blau: Polyketidteil (R1), Rot: Zentralfragment (Rz), Griin: Thiofragment (Rs3).

o (0] OH O
R4 s-Rs R4 s-Rs
R, R,
K-R1R2R3 H-R1R2R3
Rs = Ph (P) Rs = SNAC (N)
R4 R:
k h k h
‘WWW
/1,71% H H - - - MHN 120 121
(H)
M) MMP 90 122 MMN 34 107
\}’3 EMP 59 123  EMN 35 108
(E)
/\/\}ﬁ. PaMP 91 124 PaMN 101 109
(Pa)

\
R .
\/\}E _ _ _ P|MN 102 110

(Pi)

CPMP 92 125 CPMN 103 111

H :
(M)
O>A CHMP 93 126 CHMN 104 112

(CH)
0/\}‘5

- PMBMP 94 - PMBMN 105 113
(0)
(PMB)
S/
/SLO/\/"’H,, TBSMP 95 127 - - -
(TBS)
/0\/\0/\/0&15 - - - PEGMN 128 129
(PEG)
j\/\/",”l. - - - MPeMN 130 131
/
WPe) 7(5) - - - MPeDN 132 133
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3.5.1 Reaktionsverfolgung mittels UV/VIS-Spektroskopie

Die Reaktionsverldufe der Enzymaktivititstests wurden mittels UV/VIS-Spektroskopie
untersucht. Die Detektion erfolgte bei A = 340 nm erfolgen, welches der Wellenldnge eines
der Absorptionsmaxima des verwendeten Kofaktor NADPH entspricht (Abbildung 3-14).
Das Oxidationsprodukt NADP+ besitzt bei dieser Wellenlinge keine Absorption.!3)

) H H NH,
H,N z H,N N B
2 I 2 || </ | N
S 0 o P
N N T 0 N N
< < 0 /P\ /P\ O
A K 01’0710
SR
HO OH HO O-Ii’-o
NADP* NADPH °

Abbildung 3-14: Strukturen des Nicotinsaureadenindinukleotidphosphats.
Links: oxidierte Form NADP*, Rechts: reduzierte Form NADPH.

Zunichst wurde eine Auswahl von Komponenten der Enzymreaktionstests auf einen
eventuellen Einfluss der Absorption insgesamt und speziell bei 340 nm hin untersucht
(Abbildung 3-15). Die gewidhlten Substrate X-EMN 35, k-PaMN 101, K-PiMN 102 und
K-PMBMN 105 zeigten alle ein dhnliches Absorptionsverhalten im Bereich von
230 — 340 nm mit zwei Absorptionsmaxima bei 266 nm und 282 nm. Das Alkin K-PiMN
zeigte keine auffilligen Absorptionsunterschiede im Vergleich zu den Substraten mit
gesittigten Polyketidteilen. Die hohe Absorption bei 282 nm des K-PMBMN wurde dem
aromatischen System zugeschrieben, genauso wie das Absorptionsmaximum des Enzyms
AmpKR?2 bei derselben Wellenlinge. Die aromatischen Aminosduren Tryptophan (W),
Tyrosin (Y), Phenylalanin (P) und Histidin (H) begriinden die Absorptionen in diesem
Bereich von 270-290 nm. Keine der untersuchten Komponenten, inklusive des ver-
wendeten Puffers, wiesen eine Absorption bei 340 nm auf, sodass die Detektion der
Absorption von NADPH bei dieser Wellenldnge fiir die weiteren Studien genutzt werden

konnte.
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3. Ergebnisse und Diskussion
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Abbildung 3-15: UV/VIS-Absorptionsspektren der untersuchten Lésungen.

Gezeigt im Wellenlangenbereich von 220 — 400 nm von NADPH (0.3 mm), AmpKR2 (100 pum), AmpKR2+NADPH
(5 uM und 0.3 mm) und vier B-Keto-SNAC-estern (5 mm). Die gestrichelte, vertikale Linie entspricht einer Wellen-
ldnge von 340 nm. Diese Wellenldnge markiert ein lokales Absorptionsmaximum von NADPH und wurde fir die

Reaktionsverfolgung der Enzymaktivitatstests verwendet. Alle Spektren wurden in HEPES-Puffer (3% DMSO)
aufgenommen und gegen eine Puffermessung korrigiert.

Kalibrierung der NADPH-abhéngigen UV/VIS-Spektroskopie

Die Voruntersuchungen zeigten dariiber hinaus, dass die Puffer-Losung mit NADPH und
ohne Enzym in den Mikrotiterplatten keinen signifikanten und inklusive Enzym einen
konkaven Meniskus besafs. Der weitergehende Vergleich von Losungen derselben
NADPH-Konzentration inklusive und exklusive Enzym offenbarte einen deutlichen Unter-
schied in den ermittelten Absorptionswerten und -spektren (Abbildung 3-15). Die Absorp-
tionen der NADPH-Lésungen mit Enzym waren signifikant geringer.

Da die beiden benannten Einfliisse die Schichtdicke und den Absorptionskoeffizienten

verdndern, wurde die Kalibrierung ebenfalls mit TylKR1-enthaltenden NADPH-Losungen
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durchgefiihrt. Die Lésungen wurden entsprechend der Versuchsdurchfithrung der Enzym-
aktivitdtstests iiber 10 min vorinkubiert. Die Messungen erfolgte in Triplikaten in einem
Konzentrationsbereich von 0.00-4.05 mM NADPH in HEPES-Puffer mit 5 pM TylKR1. Die
Kalibrierung wurde einzig mit den Messwerten im linearen Bereich von 0.00-2.03 mMm

durchgefiihrt (Abbildung 3-16) und ergab die Geradengleichung:

y (Absorption) = m(Steigung) - x(c(NADPH)) + n (Achsenabschnitt) [1]

L

y (Absorption) = 1527 — - x (c(NADPH)) -  0.032 [2]
Am = 20.037 — An = $0.036
mmol

Die ermittelten Werte fiir die Geradensteigung (1.527+0.037 L-mmol-1) und dem
Achsenabschnitt (-0.032+0.036 AE) ermdglichten die Berechnung der NADPH-Konzen-
tration aus den ermittelten Absorptionswerten wihrend der Enzymreaktionstest.

Der berechnete Absorptionskoeffizient fiir NADPH in HEPES-Puffer inklusive 5 pMm
Enzym betrdgt 2132 L-mol!-cm’!; der ohne Enzym 2857 L-mol!-cm. DAWSON er al. gab
1986 den Absorptionskoeffizienten von NADH und NADPH mit 6220 L-mol!-cm™! an.!!*

Die Differenz der Werte unterstreicht die Bedeutung systemspezifischer Kalibrierungen.

5.
w o
54- . -
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c(NADPH) [nM]

Abbildung 3-16: Graphische Auswertung der Kalibrierung fiir die NADPH-Absorption

in HEPES-Puffer mit 5 um TylKR1. Die angegebene Geradengleichung [2] entspricht der roten Linie. Die Messdaten
sind in Tabelle 8-3 (S. 251) aufgefiihrt.
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3. Ergebnisse und Diskussion

3.5.2 Michaelis-Menten-Kinetiken

Eine Uberpriifung der eigenen Messmethode und deren Kalibrierung wurde mit Studien
zu Enzymkinetiken zweier KR-Dominen erstellt. Enzymkinetiken dienen der Untersuch-
ung von Enzymreaktionen in Hinblick auf die dynamische und konzentrationsabhingige
Interaktion des Enzyms mit dem Reaktionspartner bzw. Substrat. Die zeitabhingige Detek-
tion der Konzentrationsverinderung (Produktbildungsgeschwindigkeit v) wihrend einer
enzymatischen Reaktion bei unterschiedlichen Anfangskonzentrationen einer Reaktions-
komponente ([S]) ermdglicht die Berechnung der maximalen Reaktionsgeschwindigkeit
(Vmax) und der MICHAELIS-MENTEN-Konstante (Km). Dabei steht vmax fiir diejenige Reaktions-
geschwindigkeit, bei der alle Enzyme im Enzym-Substrat-Komplex (ES) und somit voll-
standig gesittigt vorliegen. Die MICHAELIS-MENTEN-Konstante ist eine Grofle fiir die
Affinitit zwischen Enzym (E) und Substrat (S), die unabhidngig von der Enzymkonzen-
tration ([E]) ist. Km entspricht dabei der Substratkonzentration bei der halbmaximalen

Reaktionsgeschwindigkeit (vmax/2). Niedrige Werte weisen auf eine hohe Affinitdt hin.

E+S = ES = E+P 3]

Formel 3-1: MicHAELIS-MENTEN-Modell [3] fiir ein Ein-Substrat-Enzym-System ausgehend vom nicht assozi-
ierten Enzym (E) und Substrat (S), hin zum Enzym-Substrat-Komplex (ES), der Umwandlung des Substrats
zum Produkt im Enzym-Produkt-Komplex (EP) und der Freisetzung des Produkts (P). Mit einbezogen sind
alle Riickreaktionen.

—  Vmax " [S]
VE KntS) [4]

Formel 3-2: MicHAELIS-MENTEN-Gleichung [4] mit der Produktbildungsgeschwindigkeit v, welche sich aus
der maximalen Reaktionsgeschwindigkeit vmax, der MICHAELIS-MENTEN-Konstante Km und der Substrat-
konzentration [S] ergibt.

Keat = T [5]
kca
Keat / Km = K_mt [6]

Formel 3-3: Berechnungsformeln fiir die Wechselzahl kcat [5] und die katalytische Effizienz kca/Km [6].

Die Grofien vmax und Km, sowie die daraus berechnete Reaktionsgeschwindigkeitskon-
stante (Wechselzahl k) und die katalytische Effizienz (kw/Km) ermdglichen einen Ver-
gleich von enzymatischen Reaktionen unabhingig von den Bedingungen des Systems.

Die Kinetikstudien wurden mit Substratkonzentration durchgefiihrt, die einen Uber-

schuss des Substrats gegeniiber der Domaéne sicherstellten (200:1 bis 1000:1). Die NADPH-
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Konzentration war im Vergleich zur Substratkonzentration dquimolar oder im Unterschuss
angelegt (1:1 bis 1:5). Bevor die zu untersuchende Reduktionsreaktion durch die Zugabe
des Substrats gestartet wurde, erfolgte in allen Fillen eine Vorinkubation des Enzyms mit
NADPH. Diese Vorbehandlung sollte den Einfluss der Bildungsgeschwindigkeit des
Enzym-Kofaktor-Komplexes auf die ermittelte Gesamtreaktionsgeschwindigkeit mini-
mieren und damit die Produktbildung zum geschwindigkeitsbestimmenden Schritt werden
lassen.

Die ermittelten Anfangsgeschwindigkeiten bei unterschiedlichen Substratkonzentra-
tionen innerhalb eines Enzym-Substrat-Systems wurden in einer direkt-linearen Auftrag-

ung zusammengetragen (Abbildung 3-17) und mittels nicht-linearer Regression analysiert.
0.5 - -
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0.3 -
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Abbildung 3-17: MicHAELIS-MENTEN-Kinetik fiir die enzymatische Reduktion von K-EMN durch EryKR1.
Die Messdaten sind in Tabelle 8-4 (S. 251) aufgefiihrt. Die mittels nicht-linearer Regression erhaltenen Daten sind
in Tabelle 3-18 (S. 64) gezeigt.

Die Studien der MICHAELIS-MENTEN-Kinetiken umfassten die KR-Domédnen EryKR1 und
TylKR1 mit jeweils drei Substraten. K-EMN 35 und kK-PaMN 101 wurden fiir beide
Domiénen untersucht, K-PMBMN 105 nur fiir die EryKR1 und XK-MMN 34 nur fiir die
TylKR1. Beide Doménen katalysieren in der jeweiligen Naturstoff-Biosynthese die Reduk-
tion des ACP-gebundenen K-EMN-Aquivalents.

Die untersuchten Enzym-Substrat-Kombinationen zeigten mit Ausnahme einer Mes-
sung (T1 + K-MMN) alle einen Kn-Wert grofier 9 mM. Der hochste Wert von 36 mM wurde
bei der Reduktion von K-PMBMN durch EryKR1 ermittelt. Die Kn-Werte liegen bei vielen
Enzymen abseits der PKS-Systeme im niedrigen einstelligen, millimolaren Bereich, oft aber

deutlich darunter.'®) Der Aufbau und die Funktionsweise von PKS-Systemen erfordern
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3. Ergebnisse und Diskussion

keine hohen Substrataffinititen fiir die modifizierenden Domidnen der reduktiven Schleife.
Da das Substrat kovalent an die ACP gebunden vorliegt und diese das Substrat in die aktiven
Zentren der vorhandenen KR-, DH- und ER-Domainen eines Moduls dirigiert, sind in dieser
Umgebung nur wenige, konkurrierende Prozesse vorhanden. Die Einschrinkung der
Bewegungsfreiheitsgrade des Substrats wirkt daher den hohen Kn-Werten bzw. niedrigen
Affinititen ausgleichend entgegen. In der Konsequenz sollten KR-Dominen eine grofie
Substrattoleranz aufweisen, da diese keine hohe Affinitit zu einem spezifischen Substrat

benétigen.

Tabelle 3-18: Kennzahlen der MiICHAELIS-MENTEN-Kinetik fiir fiir eine Auswahl an Substraten.

Doméane  Substrat Km [mM] Vimax [UM-s7] keat [s7] keat/Km [s7-M"]

K-EMN 22914 0.72 +0.02 0.143 +0.004 6.25 +0.42
EryKR1 K-PaMN 9.34 +3.76 3.60 +2.60 0.719 +0.520 (77.0)*
K-PMBMN  36.0 +13.8 0.016 £0.003 0.0033 +0.0006  0.092 +0.039
K-MMN 2.88 £+0.74 1.23 £0.15 0.247 +0.030 85.7 £24.3
TylKR1 K-EMN 21.3+3.0 1.37 £+0.14 0.273 +0.029 12.8 £2.2

K-PaMN 9.51 £2.70 2.34 +0.48 0.468 £0.096 49.2 £17.2
EryKR1 (5 uM) und TylKR1 (5 um). *Der absolute Fehler ibersteigt den Messwert.

Die maximalen Reaktionsgeschwindigkeiten vmax wurden zundchst mit der Enzymkon-
zentration zu entsprechenden Umsatzraten ke: verrechnet, welche den Umsatz eines
einzelnen Enzymmolekiils fiir das geséttigte System angeben. Fiir alle untersuchten Enzym-
Substrat-Kombinationen liegt ke unter einem reduzierten Substratmolekiil pro Sekunde
(kear = 0.14 bis 0.72 s). EryKR1 ist fiir K-PMBMN sogar nur fihig ein Molekiil innerhalb
von fiinf Minuten umzuwandeln (kc:=0.0033 s?!). Diese Werte sind niedrig und
entsprechen den Wechselzahlen von Enzymen des Sekunddrmetabolismus. Enzyme des
Primdrmetabolismus konnen deutlich hohere Umsatzraten aufzeigen, wie z. B. die Urease
(Klebsiella aerogenes) mit 3000 Harnstoff-Molekiilen pro Sekunde.4!

Da die Bedingungen enzymatischer Reaktionen in physiologischen Umgebungen meist
keine Substratsittigung bereitstellen, wurde zuletzt der Wert fiir die katalytische Effizienz
als Quotient aus der Wechselzahl ker und der Substrataffinitit Km berechnet. Die

ermittelten Werte fiir EryKR1 bzw. TylKR1 bei der Reaktion mit K-EMN liegen bei 6.3
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bzw. 12.8s!'M! Mit Ausnahme der Reduktion von K-PMBMN durch EryKRI
(kca/Km = 0.092 s1-M™1) besitzen alle anderen Enzym-Substrat-Kombination hohere Werte
(kca/Km = 49 bis 86 s1-M1). Die hohere katalytische Effizienz bei Substraten mit Polyketid-
ketten, die nicht in der Biosynthese vorkommen, sind ohne weitere Untersuchungen nur
spekulativ einzuordnen. Eine mogliche Erklarung konnte eine verdnderte Orientierung der
Substrate innerhalb der KR-Dominen sein, welche mit einer verdnderten Produktkonfi-
guration verbunden sein wiirde.

In der Gesamteinordnung der beiden mittels MICHAELIS-MENTEN-Kinetik untersuchten
Dominen EryKR1 und TylKR1 zeigte sich, dass diese im Vergleich zu anderen Enzymen
wenig effizient sind (Chymotrypsin fiir Phenylalanin kc/Km =100 000 s'-M7).[1%] Der
Grund konnte in der bereits erwdhnten Stellung der Polyketid-Biosynthese innerhalb der

jeweiligen Organismen liegen.

Reproduktion der MICHAELIS-MENTEN-Kinetiken von WEISSMAN et al.

Die durchgefithrten MICHAELIS-MENTEN-Kinetiken wurde dariiber hinaus genutzt, die
eigenen Messverfahren und Durchfithrungen zu validieren. Als Basis der Validierung
dienten die Kennzahlen der Enzymkinetiken von EryKR1 und TylKRI1, welche von
WEISSMAN et al. veroffentlicht wurden und in Tabelle 3-19 (S. 65) aufgefiihrt sind. Neben
einer Auswahl verschiedenster Ketone wurde auch K-EMN als einziges fKeto-SNAC-
Substrat in die Untersuchungen einbezogen. Beide KR-Doméanen wurden in diesen Studien

als Fusionsproteine mit N-terminalem GST-zag verwendet.>%147]

Tabelle 3-19: Kennzahlen der MicHAELIS-MENTEN-Kinetik fiir EryKR1 und TylKR1 fiir die Reduktion von K-EMN
veréffentlicht von WEISSMAN et al.[147]

Domine Substrat Km [mM] Keat [S7'] kcat/Km [s7-M"]
EryKR1-GST K-EMN 354 0.26 +0.01 7 +1
TylIKR1-GST K-EMN 13 +2 0.61 £0.04 47 +10

EryKR1-GST besitzt einen Km-Wert von 35 mM, einen ka-Wert von 0.26 s und einen
Quotienten kca/Km von 7 s1-M'L. Die WEISSMAN-Kennzahlen sind fiir diese Enzym-Substrat-
Kombination etwas grofier als die selbst ermittelten Werten, liegen aber jeweils in der-

selben Grofienordnung. Die Daten fiir TylIKR1-GST zeigen eine dhnliche Tendenz. Die
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3. Ergebnisse und Diskussion

Affinitit (Km = 13 mM) zu K-EMN ist hoher als das eigenen Experiment mit TylKR1 zeigte,
und auch die Werte fiir die Wechselzahl (ke =0.61 s!) und die katalytische Effizienz
(kca/Km =47 s1-M!) waren grofier. Dennoch sind auch diese Werte in der gleichen
Grofienordnung wie in den selbst durchgefiihrten Untersuchungen. Die ermittelten
MICHAELIS-MENTEN-Kinetiken ergaben somit vergleichbare Kennzahlen fiir zwei ver-
offentlichte Enzym-Substrat-Kombinationen. Die Unterschiede im Detail kénnten auf die
Variation von GST- bzw. Hiss-tag zuriickzufiihren sein.

Die Messmethode und Durchfiihrung der eigenen Studien konnte somit durch die Vali-

dierung mit den externen Messergebnissen erfolgreich als funktional bestitigt werden.
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3.6 Relative Enzymkinetiken

Relativen Enzymbkinetiken eignen sich fiir Studien, welche die enzymatische Aktivitit
innerhalb eines konstanten Reaktionssystems untersuchen. Jede Veranderung der Beding-
ung muss separat betrachtet werden. Ein externer Vergleich wie mit den erhaltenen Daten
der MICHAELIS-MENTEN-Kinetik ist dabei nicht oder nur eingeschriankt méglich.

Die untersuchten Systeme besafen konstante Startkonzentration fiir die KR-Doménen,
die Substrate und NADPH. Das Puffersystem, dufiere Bedingungen und die Durchfithrung
waren bei allen Messungen identisch. Dies waren die notigen Voraussetzungen fiir eine
Auswertung der relativen Kinetiken in Hinblick auf den Einfluss der verschiedenen
KR-Dominen auf die Umsetzung der untersuchten Substratbibliothek. Die enzymatische
Reduktion von K-EMN durch EryKR1 wurde als Bezugssystem gewédhlt und alle anderen
Messungen zu diesem in Relation gesetzt. Der Begriff , Aktivitit* wird in diesem Kapitel

synonym zur Formulierung ,relative Aktivitat“ verwendet.

3.6.1 Thiophenol-Substrate

Die ersten Studien zu relativen Enzymaktivititen erfolgten mit sechs f-Ketothiophenol-
ester-Substraten, welche innerhalb der klassischen MASAMUNE-Syntheseroute erhalten
wurden (K-M/E/Pa/CP/CH/TBSMP, Schema 3-12, S. 68). Die Untersuchungen erfolgten mit
einer Auswahl an KR-Dominen, die in ihrer Stichprobe Domidnen mit natiirlichen
Substraten unterschiedlicher Grofie umfasste. EryKR1 und TylKR1 reprisentierten
Doménen mit kurzen bzw. diketidischen natiirlichen Substraten. Langkettige Polyketid-
Substrate mit bis zu acht zuvor erfolgten Elongationsschritten werden in den Naturstoff-
Biosynthesen von EryKR6 und MycKRB umgesetzt. AmpKR2 befindet sich mit einem
Substrat mit einem Hexan-Riickgrat zwischen den genannten Substratgrofden. Die ermit-
telten relativen Aktivititen wie auch zuvor die MICHAELIS-MENTEN-Kinetiken bezogen sich
immer auf simtliche Stereoisomere der entstandenen fS-Hydroxy-Produkte.

Das kleinste Substrat K-MMP wurde von vier Domdnen mit einer ca. 4%igen relativen
Aktivitdt umgesetzt. EryKR1 erreichte als einzige eine Aktivitit von 5.5%. Die Umsetzung

von K-PaMP zeigte ein dhnliches Bild mit Aktivtiten um 3.5%; aufler fiir AmpKR2, hier
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3. Ergebnisse und Diskussion

wurden 5.1% erreicht. Die fiir diese beiden Substrate geringe Varianz der Aktivititen setzte
sich bei den anderen Substraten nicht fort.

Das Diketid K-EMP entsprach weitestgehend dem natiirlichen Substrat von EryKR1 und
TylKR1. Erwartungsgemifs wurde K-EMP von diesen Domidnen mit 6.9% bzw. 8.6% am
aktivsten umgesetzt. Die Aktivitidten der anderen drei Domédnen blieben unter 5%.

Die beiden cyclisch substituierten Substrate K-CPMP und K-CHMP wurden nur von
AmpKR2 mit iiber 4% Aktivitit umgesetzt. Obwohl K-PaMP dem natiirlichen Substrat
strukturell ndher ist, zeigte AmpKR2 bei diesen rdumlich anspruchsvolleren Substraten mit

9.7% bzw. 8.9% zwei der drei hochsten gemessenen Aktivitdten fiir Thiophenolester-

Derivate.
0 & 2 0
—
R)%)LS R1/%)ks
K-R{MP H-R{MP
/
Naf
}’H \}71! /\/\/'77’71. O}‘s OA’ SLO/\}:IK
Ry = M E Pa cP CH TBS

Schema 3-12: Enzymatische Reduktion von B-Keto-a-methylthiophenolestern (k-R1MP).
Mit variablem Polyketidteil zu entsprechenden B-Hydroxythiophenolestern (H-R1iMP). a) KR-Domane, NADPH,
HEPES-Puffer, 25 °C, 1 h.

Die Verteilung der im Vergleich hoher und niedriger Aktivititen drehte sich fiir
K-TBSMP um. EryKR1 (9.0%), TylKR1 (7.3%), EryKR6 und MycKRB (jeweils 8.2%) boten
unerwartet hohe Akzeptanzen fiir dieses nicht in der Natur vorhandene Substrat. Einzig
AmpKR?2 iiberschritt nicht die 5%-Hiirde. K-TBSMP ist fiir die aus spiteneren Modulen
stammenden Doménen EryKR6 und MycKRB damit das am besten akzeptierte Thiophenol-
Substrat. EryKR1 zeigt sogar eine hohere Aktivitit als fiir das naturndahere X-EMP.

Eine mégliche Erklirung fiir die besondere Akzeptanz von K-TBSMP kénnte eine von
den anderen Thiophenol-Substraten abweichende Orientierung im aktiven Zentrum sein.
Die veridnderte Orientierung von kleinen Thiophenol-Substraten (u.a. K-MMN) wurde
bereits von LUDEKE eral beschrieben und anhand von Konfigurationsanalysen der

Produkte belegt.’5
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Aufgrund der fiir die f-Ketothiophenolester-Substrate global niedrigen Aktivititen und
damit zu erwartenden geringen Produktmengen wurden keine weiterfithrenden Studien

fiir diese Enzym-Substrat-Kombinationen durchzufiihren. Alle weiteren Studien erfolgten

mit SNAC-Estern.
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Abbildung 3-18: Relative Kinetiken fiir die KR-Umsetzung der B-Ketoth|ophenoI-Substrate K-MMP 90,
K-EMP 59, k-PaMP 91, K-CPMP 92, K-CHMP 93 und K-TBSMP 96 zu entsprechenden B-Hydroxy-Produkten.
Die Angaben sind in Prozentpunkten und stehen in Relation zur Bezugsreaktion von EryKR1 (E1) mit K-EMN (100%,
violetter Rand, Abbildung 3-20, S.72). Die jeweilige KR-Domane ist unter dem Diagramm angegeben:
E1 = EryKR1, T1 = TylKR1, A2 = AmpKR2, E6 = EryKR6, MB = MycKRB.
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3. Ergebnisse und Diskussion

3.6.2 SNAC-Substrate

Die relativen Kinetiken mit SNAC-Derivaten wurden mehrheitlich mit der gesamten
Bibliothek an KR-Doménen durchgefiihrt. Die Auswahl enthielt zusitzlich die aus einem
friihen Modul stammende AmpKR1 und die MycKRA, welche an der Modifikation lang-
kettiger Polyketid-Intermediate beteiligt ist. Dariiber hinaus wurden Derivate der EryKR1
und TylKR1 untersucht, die einen zweiten Hiss-zag (E1H/T1H) oder einen zusitzlichen

Pros-tag (E1P/T1P) am C-Terminus besaf3en.

o o y a OH 0 y
N — N
R2 (0] R, (o)
K-R{1R,N H-R41R;N

}x vli N\/H \/\}x O}z O/\z
/©/\ /\}’a /0\/\0/\/°\}E \OJ\/\}%

2
1]

PEG MPe
H H H \ 74\
R, = H M D

Schema 3-13: Enzymatische Reduktion von B-Keto-SNAC-thioestern (k-R1RzN).
Mit variablem Ketofragment und Zentralfragment zu entsprechenden -Hydroxy-SNAC-thioestern (H-R1Rz2N). a)
KR-Domane, NADPH, HEPES-Puffer, 25 °C, 24 h.

Die Reduktionen der SNAC-Substrate waren insgesamt mit héheren relativen Aktivi-
titen verbunden als diese bei den Thiophenol-Substraten erfasst wurden. Manche Enzym-
Substrat-Kombinationen zeigten sogar Aktivititen von iiber 300% mit Bezug auf die
Referenzreduktion von K-EMN durch EryKR1. Aufgrund des allgemein hohen Aktivitats-
levels war es moglich den Umsatz mittels UPLC/MS zu bestimmen. Da NADPH fiir die
bestmogliche photometrische Reaktionsverfolgung fiir die relativen Kinetiken im Unter-
schuss eingesetzt wurde, wurde aus methodischen Griinden in keiner Reaktion ein
Substratumsatz von 100% erreicht. Dieselben Reaktionen wurden parallel in 24-stiindigen
Enzymreaktionen mit einem Uberschuss an NADPH durchgefiihrt und ebenfalls mittels

UPLC/MS analysiert. Die ermittelten Diastereomerenverhéltnisse der Reduktion im Unter-
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und im Uberschuss zeigten keine signifikanten Unterschiede und sind daher fiir die Studien
der relativen Kinetiken nicht aufgefithrt. Die Ergebnisse der 24-stiindigen Studien mit
Umsitzen, Diastereomeren- und der Enantiomerenverhiltnissen sind in Kapitel 3.7 (S. 85)

gezeigt und diskutiert.

MHN

MMN

EMN

PaMN

PiMN

CPMN

CHMN

PMBMN

MPeM,,N

PEGMN

relative Aktivitat

D keine Daten

Abbildung 3-19: Relativen Aktivitdten von Enzym-Substrat-Kombinationen mit SNAC-Thioester-Substraten.
Die Angaben stehen in Relation zur Bezugsreaktion von EryKR1 mit K-EMN (100%, violett gepunkteter Rahmen).
Die jeweilige KR-Domane ist iber dem Diagramm angegeben. H = C-terminaler Hise-tag, P = C-terminaler Pros-tag.
Die zugrundeliegenden Messwerte befinden sich Abbildung 3-20 (S. 72), Abbildung 3-21 (S. 74), Abbildung 3-23
(S. 78) und Abbildung 3-24 (S. 81) aufgefiihrt.

0% 100% 200%  2300%

SNAC-Substrate mit kurzen Dicarbonyl-Fragmenten

Die drei kurzkettigen Substrate waren K-MHN 120, k-MMN 34 und K-EMN 35, deren
relative Aktivitdten und Strukturen in Abbildung 3-20 (S. 72) dargestellt sind. K-MHN war
das einzige getestete Substrat, das keine a-Methylierung und daher den kleinsten Dicarbo-
nyl-Koérper (Cs) besal. Das dquivalente, ACP-gebundene Substrat findet sich in nur
wenigen PKS-Systemen, wie z.B. in der Mycolacton-Biosynthese. Die a-methylierte
Variante K-MMN spiegelte ein Substrat z. B. aus der Amphotericin- oder Pederin-Bio-
synthese wieder. K-EMN war um eine Methylengruppe verlingert und wird beispielsweise

wihrend der PKS-Synthese von Erythromycin oder Tylosin prozessiert.

71
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Abbildung 3-20: Relative Kinetiken fiir die KR-Umsetzung der B-Keto-SNAC-Substrate k-MHN 120,
K-MMN 34 und K-EMN 35 zu entsprechenden B-Hydroxy-Verbindungen.

Die Angaben sind in Prozentpunkten und stehen in Relation zur Bezugsreaktion von EryKR1 (E1) mit k-EMN
Die jeweilige KR-Domane ist unter dem Diagramm angegeben:

(100%, violett gepunkteter Rahmen).
A1 =AmpKR1,

E1 = EryKR1,

T1 = TylKR1,

H = C-terminaler Hise-tag, P = C-terminaler Pros-tag.
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Wie zuvor erwiéhnt, stellte die Reduktion von X-EMN durch EryKR1 die Referenzreak-
tion (100%) der relativen Kinetiken dar. Alle weiteren Aktivititen wurden zu dieser in
Bezug gesetzt. Die Aktivitit mit K-MMN war trotz kiirzerer Cs-Kette doppelt so hoch
(199%), wohingegen das unmethylierte K-MHN nur 35% Aktivitit erreichte. EryKR1
besitzt demnach eine Bevorzugung von a-methylierten Substraten. TylKR1 zeigte bei allen
Substraten hohere Aktivitdten (K-MHN: 191%; K-MMN: 355%, K-EMN: 220%) als EryKR1.
Auch hier war die Aktivitdt mit dem kiirzesten methylierten Substrat am hochsten. TylKR1
zeigt aber keine Bevorzugung methylierter Substrate wie EryKR1.

Die Aktivitdten der anderen KR-Doménen waren auf einem insgesamt niedrigen Niveau,
sodass eine Priferenz zu a-methylierten Substraten nicht zuzuordnen war. Einzig MycKRA
und AmpKR2 zeigten bei den kurzkettigen Substraten Aktivititen von iiber 30%. Die
MycKRA war mit 74% bei K-MMN und 130% bei K-EMN aktiver als die AmpKR?2 fiir
K-EMN mit 40%.

MycKRB und AmpKR1 zeigten bei K-MHN, K-MMN und K-EMN Aktivititen von unter
20%, obwohl beide Domiinen ihr natiirliches Substrat-Aquivalent in dieser Gruppe besitzen
(MB: k-MH-ACP; Al: K-MM-ACP). MycKRB besitzt allerdings die Besonderheit, dass diese
innerhalb der Mycolacton-Biosynthese in mehreren Modulen vorhanden und aktiv ist.
Diese Domine scheint daher vor der Duplizierung an lingerkettige Polyketid-Intermediate
angepasst gewesen zu sein, welches sich in weiteren Untersuchungen zeigte (Abbildung
3-21, S. 74).1°0 Dementgegen liegen die Griinde der niedrigen Aktivititen bei AmpKR1
vermutlich in der unvollstindigen oder inkorrekten Riickfaltung, da in anderen Studien

AmpKR1 bereits erfolgreich mit hoher Aktivitit verwendet wurde.”

SNAC-Substrate mit linearen Cq-Dicarbonyl-Fragmenten

Die Substrate k-PaMN 101 und K-PiMN 102 reprisentieren Derivate von tetra-
ketidischen Polyketid-Intermediaten, die im vorliegenden Modifikationsgrad nicht in den
Biosynthesen der untersuchten 32 Naturstoffe zu finden sind. Dies liegt am vollstindig
reduzierten Ketofragment des K-PaMN und der in PKS-Naturstoffen nicht zu findenden,

endstindigen Dreifachbindung des X-PiMN. Intermediate mit tetraketidischem Aufbau
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3. Ergebnisse und Diskussion

existieren allerdings in allen Polyketid-Biosynthesen, die mindestens drei Elongations-
schritte umfassen. Allerdings ist in allen untersuchten Polyketid-Naturstoffe auf dieser
Stufe der Biosynthese bereits mindestens eine verbleibende Hydroxygruppe. Die Struk-
turen von K-PaMN und XK-PiMN und die relativen Aktivitdten der enzymatischen Reduk-

tionen sind in Abbildung 3-21 (S. 74) dargestellt.
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Abbildung 3-21: Relative Kinetiken fiir die KR-Umsetzung der B-Keto-SNAC-Substrate k-PaMN 101 und
K-PiMN 102 zu entsprechenden B-Hydroxy-Verbindungen.

Die Angaben sind in Prozentpunkten und stehen in Relation zur Bezugsreaktion von EryKR1 (E1) mit K-EMN
(100%, violett gepunkteter Rahmen, Abbildung 3-20, S. 72). Die jeweilige KR-Domane ist unter dem Diagramm
angegeben: A1=AmpKR1, E1=EryKR1, T1=TylKR1, A2=AmpKR2, E6 =EryKR6, MA =MycKRA,
MB = MycKRB, H = C-terminaler Hiss-fag, P = C-terminaler Pros-tag.

Der niedrige Hydroxylierungsgrad und die damit verbundene niedrige Polaritit von
K-PaMN und X-PiMN konnten ausschlaggebend fiir die niedrigen Aktivititen (23% bzw.
54%) der MycKRA sein, da das triketidische Intermediat der Biosynthese §-hydroxyliert

vorliegt (Kapitel 0, S. 97). Die Linge der beiden Tetraketide diirfte auch die niedrigen
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Umsatzraten der friithmoduligen KR-Domidnen AmpKR1 (K-PaMN: 14%; K-PiMN: 11%)
und der EryKR1 (K-PaMN: 18%; K-PiMN: 40%) bewirkt haben.

Die ebenfalls mit kurzen Intermediaten agierenden Domidnen TylKR1 (Diketid) und
AmpKR?2 (Triketid) zeigten fiir beide Substrate sehr hohe Aktivititen von iiber 250%. Die
TylKR1 erreichte fiir K-PaMN eine Aktivitdt von 304% und fiir K-PiMN 340%. Die Um-
setzungen der TylKR1 besitzen damit insgesamt stabile Aktivititen auf hohem Niveau
(191% bis 355%) fiir Substrate kurzer und mittlerer Linge. AmpKR2 zeigte Aktivititen von
274% fiir K-PaMN und 406% fiir K-PiMN und offenbarte im Gegensatz zur TylKR1 eine
scharfe Trennung zwischen den kurzkettigen Substraten mit niedrigen Aktivititen (13%
bis 40%) und den etwas lingeren Substrate mit hohen Aktivititen (iiber 270%). Dieses
Ergebnis legt nahe, dass es mehrere Ebenen der Substraterkennung in KR-Dominen gibt,
die je nach Domaine unterschiedlich stark ausgeprigt sind. Die Diskriminierung erfolgte in
den bisherigen Interaktionsstudien aufgrund der Lénge des Substrats und der Polaritdt des
Polyketidfragments. EryKR6 und MycKRB zeigten ein der AmpKR2 vergleichbares Ver-
halten, aber mit einer niedrigeren Amplitude zwischen kurz- und langkettigen Substraten
(E6: ca. 20% zu ca. 120%; MB: ca. 10% zu i.D. 150%). Die Tetraketide K-PaMN und K-PiMN
scheinen fiir diese drei Domédnen aufgrund der grofieren Interaktionsoberfliche einen bes-
seren Zugang zum aktiven Zentrums zu haben.

Eine mogliche Erkldrung besteht in der Annahme einer kollabierten, aktiven Tasche in
den Dominen bei Abwesenheit der Substratmolekiile. Eine Konformationsinderung zur
Freigabe des aktiven Zentrums wiirde dann eventuell erst bei einem Substrat entsprech-
ender Grofie erfolgen. Mit Bezug auf das gleichbleibend hohe Aktivitdtsniveaus miisste bei

TylKR1 demnach eine stabilere, gedffnete Konformation des aktiven Zentrums vorliegen.

Der Sittigungsgrad von K-PaMN und K-PiMN zwischen den Positionen C7 und C8 hatte
einen uneinheitlichen Einfluss auf die Aktivititen der Dominen. Dies diirfte mit der
rigideren Struktur der Dreifachbindung zusammenhingen, da sich die beiden C-C-
Bindungen an C7 in einem fixierten Winkel von 180° befinden. Dementgegen liegt in
K-PaMN an der C7-Position ein 120° Winkel zwischen den frei drehbaren Bindungen vor,

wodurch die Methylgruppe flexibler in der rdumlichen Ausrichtung ist.

75



3. Ergebnisse und Diskussion

TylKR1 und AmpKR?2 steigerten ihre Aktivititen um 36 bzw. 132 Prozentpunkte vom
Alkan zum Alkin. Im geringeren Umfang zeigten auch EryKR1 und MycKRA dieselbe
Tendenz. MycKRB und EryKR6 verringerten hingegen ihre Aktivitdten in Anwesenheit
der Dreifachbindung (-126 bzw. -20 Prozentpunkte). Die theoretische Orientierung des
Substrats im aktiven Zentrum und damit der KR-Typ besaf8 keinen Einfluss. Die zusitzliche
oder fehlende Interaktion mit einer spezifischen Aminosdureseitenkette im Umkreis von
ca. 7.3 A (Linge des Alkin-Ketofragments) konnte die beobachtete Aktivititsverinder-
ungen daher nicht erkléren. Die einzige Basis der divergenten Tendenzen lag in der Unter-
scheidung von Doménen aus frithen Modulen (E1, T1, A2, MA) und solchen aus spdteren
Modulen (E6, MB).

Das TylKR1-H-Derivat mit zweitem Hise-zag wies eine dhnliche Aktivitdtsverschiebung
wie das einfach getaggte TylKR1 auf. TylKR1-P zeigte allerdings eine entgegengesetzte
Auswirkung und verhielt sich wie EryKR6 und MycKRB. EryKR1-H und -P im Vergleich
zu EryKR1 bildeten keinen zag-Effekt ab.

Der wechselhafte Einfluss der rags unterstreicht die besondere Individualitit jeder
KR-Domaine. Trotz des gemeinsamen Ursprungs scheinen sich die untersuchten Doméanen
vielschichtig und individuell in den jeweiligen Biosynthesen mit Hinblick auf die Zielstruk-
turen angepasst zu haben. Gleichzeitig stellt dies die lineare Ubertragbarkeit der Schluss-
folgerungen von Studien mit rekombinanten Domédnen auf PKS-integrierte Doménen in
Frage. LEADLAY et al konnten diese herausfordernde Situation in vergleichenden Studien

von mutierten, rekombinanten zu mutierten, integrierten KR-Dominen bereits aufzeigen

(Kaptiel 1.2, Schema 1-8, S. 11).163]

SNAC-Substrate mit cyclischen Substituenten

Die drei SNAC-Ester k-CPMN 103, k-CHMN 104 und k-PMBMN 105 mit cyclischem
Substituenten bildeten die nichste Kategorie an untersuchten Substratanaloga (Abbildung
3-23, S. 78). Die Mehrzahl der PKS-Naturstoffe mit cyclischen Strukturen enthalten Furan-
oder Pyranstrukturen, die widhrend oder nach den Prozessierungsschritten aufgebaut
werden. Die Position dieser Heterocyclen hingt von der Biosynthese des Naturstoffs ab und

kann zu Beginn, mittig oder am Ende der Polyketidkette liegen.[!*8!
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Abbildung 3-22: ACP-gebundene, di- und tetraketidische Intermediate verschiedener PKS-Systeme.

Fir Borrelidin (175) (Modul 1: 135), Phoslactomycin (194) (Moldul 1: 136), Ascomycin (174) und Rapamycin (192)
(je Modul 1: 137), Soraphen A (193) (Modul 3: 138) und Candicin D (42) (hypothetisches Modul 3: 139) vor der
Reduktion durch die KR-Domane des jeweiligen Moduls.[28.29.74.75,88,89,149]

Cycloalkane oder benzylische Strukturen finden sich in nur wenigen Polyketid-Natur-
stoffen aus PKS-Systemen des Typs I wieder. Eingefithrt werden diese in der Biosynthese
zumeist in den Startmodulen als entsprechende CoA-Bausteine. Den Substraten K-CPMN,
K-CHMN und K-PMBMN gleichende ACP-gebundene Strukturen finden sich beispiels-
weise in den ersten Elongationsmodulen der PKS-Systemen von Borrelidin, Phoslacto-
myecin, Phoslactomycin, Ascomycin und Rapamycin sowie im dritten PKS-Modul von Sora-
phen A bzw. Candicin D. Die zugehdrigen Strukturen der Di- bzw. Tetraketide sind in
Abbildung 3-22 gezeigt.[?8.29.7475.88:89.149]

Die cyclische Struktur von K-CPMN und K-CHMN befanden sich in direkter Nachbar-
schaft zum #-Keton. Die zusitzliche Methylengruppe der Cyclohexylgruppe vergréfiert den
Umfang der cyclischen Struktur um ca. 1.5 A, wodurch die Cyclohexylgruppe ein gréferes
Raumvolumen als die Cyclopentylgruppe besitzt. Beide Strukturen kénnen zwischen ver-
schiedenen Konformationen wechseln. Die aromatische Benzylgruppe des K-PMBMN ist
im Gegensatz dazu planar, konformationsstabil und kann m-m-Wechselwirkungen ein-
gehen. Sterisch anspruchsvolle Reste der gesittigten, cyclischen Strukturen konnen in den
Naturstoffen allerdings auch diese in einer Konformation verstirkt fixieren. Die Strukturen
von K-CPMN, K-CHMN und X-PMBMN und die relativen Aktivititen der KR-Umsetz-
ungen sind in Abbildung 3-23 (S. 78) dargestellt.
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3. Ergebnisse und Diskussion
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Abbildung 3-23: Relative Kinetiken fiir die KR-Umsetzung der B-Keto-SNAC-Substrate kK-CPMN 103,
K-CHMN 104 und K-PMBMN 105 zu entsprechenden B-Hydroxy-Verbindungen.

Die Angaben sind in Prozentpunkten und stehen in Relation zur Bezugsreaktion von EryKR1 (E1) mit k-EMN
(100%, violett gepunkteter Rahmen, Abbildung 3-20, S. 72). Die jeweilige KR-Domane ist unter dem Diagramm
angegeben: A1 = AmpKR1, E1=EryKR1, T1=TylKR1, A2=AmpKR2, E6=EryKR6, MA =MycKRA,
MB = MycKRB, H = C-terminaler Hiss-tag, P = C-terminaler Pros-tag.
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Den hochsten Aktivititswert fiir K-CPMN zeigte AmpKR2 mit 301%, gefolgt von
TylKR1 mit 204%. MycKRA wies eine Aktivitit von 114% auf; MycKRB sowie EryKR6

jeweils einen Wert von 56%. Die Aktivititen von AmpKR1 und EryKR1 lagen unter 40%.

Der Einfluss der grofieren, cyclischen Struktur des K-CHMN bewirkte einen globalen
Einbruch der Aktivitidten. Nur TylKR1 (46%) und AmpKR2 (180%) iiberstiegen 40%. Bei
EryKR1 (E1/E1P: -3%; E1H: -10%) und MycKRA (-6%) wurden negative Aktivititswerte
erhalten, was auf eine langsamere Oxidation von NADPH in Anwesenheit von K-CHMN
als in Abwesenheit hinweist. K-CHMN scheint daher zumindest innerhalb der Domédnen
EryKR1 und MycKRA eine bevorzugte Orientierung einzunehmen, die die Interaktionen
der Nikotinsduregruppe und die Reduktion von Molekiilen durch diese unterbindet. Ent-
sprechende 24 h-Studien (Kapitel 3.7, S. 85) zeigten nichtsdestotrotz eine Umsetzung von
K-CHMN, sodass auch die Existenz einer reduktionsfihigen Orientierung von K-CHMN
nachgewiesen werden konnte. ELBER et al. untersuchten in in silico-Studien bereits die
Orientierung von K-EMN innerhalb von AmpKR1 und die daraus resultierenden Einfliisse
auf die Reduktion des Substrats.>" Es konnten gezeigt werden, dass die energetisch bevor-
zugte Konformation von K-EMN im aktiven Zentrum der rekombinanten KR nicht reduk-
tionsfihig ist. Die energetischen Hiirden hin zur reduktionsfihigen Konformation von
K-EMN sind allerdings niedrig. K-CHMN scheint mit der Cyclohexylgruppe das Konfor-
mationsgleichgewicht hin zur nicht reduktionsfihigen Form verschoben zu haben. Ein
Bezug zu PKS-KR-inhibierenden Strukturen konnte nicht hergestellt werden, da keine
Inhibitoren fiir dieses System bekannt sind.

Den einzige aromatischen Substituenten unter den Substraten wies K-PMBMN 105 auf.
Der aromatische Ring der para-Methoxybenzylgruppe befand sich allerdings in grofierem
Abstand zum S-Keton als die cyclischen Strukturen von K-CPMN und Kk-CHMN (K-CHMN:
ca. 1.5 A; K-PMBMN: ca. 7.4 A). AmpKR1, EryKR1 und MycKRB zeigten auch mit diesem
Substrat keine Aktivitdten tiber 40%. Die aktivste Domdne war erneut AmpKR2 mit 335%.
Zwischen diesen Grenzen befanden sich die relativen Aktivititswerte von TylKR1 (79%),

EryKR6 (70%) und MycKRA (114%).
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3. Ergebnisse und Diskussion

Der Aktivitdtsverlust von TylKR1 von K-CPMN (204%) zu K-PMBMN (79%) zeigte, dass
diese KR-Domine in ihrer Interaktion in der niheren Umgebung des aktiven Zentrums bis
ca. 3 A flexibel ist. Gleichzeitig diskriminiert TylKR1 anscheinend sterisch anspruchsvolle
Substratstrukturen in der Peripherie des aktiven Zentrums ab ca. 7 A Entfernung.

AmpKR2 unterschied nicht nach diesem Prinzip und auch nicht nach der Flexibilitét der
Position des Polyketidfragments direkt neben dem zu reduzierenden Keton. Sowohl
K-CPMN (301%) und Kk-CHMN (180%) mit dem tertidren Kohlenstoff in direkter Nach-
barschaft als auch die an dieser Position lineare Struktur des K-PMBMN (335%) zeigten
Aktivitdtswerte, die in der selben Grofienordnung wie fiir K-PaMN (274%) und K-PiMN
(406%) lagen.

Weitere SNAC-Substrate

Zwei weitere SNAC-Ester wurden in die Studien zu den relativen Aktivititen der
KR-Dominen mit einbezogen: das einer modifizierten Polyketidkette nachempfundene
Tetraketid K-MPeMN 130 und das Polyethylenglykol-Substrat K-PEGMN 128. (Abbildung
3-24, S. 81). Beide Substrate wurden im Rahmen der Masterarbeit von T. RO synthetisiert
und bereitgestellt.!'”) Die Ergebnisse der Bestimmung der relativen Aktivitidten sind
ebenfalls in Abbildung 3-24 dargestellt.

Die Studien zu K-MPeMN wurden mit einem Stoffgemisch aus K-MPeMN und
K-MPeDN (5:2) durchgefiihrt, da sich mono- und dimethyliertes Derivat nicht chromato-
graphisch trennen liefSen. K-MPeDN verhielt sich bei den enzymatischen Reduktionen
inert, wie sich spdter in den Analysen mittels UPLC/MS zeigte (Kapitel 3.7.8, S. 101). Der
Einfluss von K-MPeDN auf die Umsetzung von K-MPeMN ist nicht bekannt. Eine
Bindungskonkurrenz beider Substanzen in den aktiven Zentren ist allerdings zu erwarten,
sodass die relative Aktivitit fiir die Reinsubstanz K-MPeMN hoher ausfallen miisste.

Einzig AmpKR2 zeigte einen hohen Aktivititswert fiir das Gemisch von 262%. AmpKR1
und TylKR1 wiesen Werte von 45% bzw. 47% auf. Alle weiteren KR-Doménen erreichten
keine Aktivititen iiber 40%. AmpKR2 blieb damit bei diesem Gemisch von modifizierten
Tetraketiden auf einem bestindigen Aktivititslevel, wie bei den linearen Substraten

K-PaMN (274%) und K-PiMN (406%) sowie den Substraten mit cyclischen Substituenten
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K-CPMN (301%) und k-PMBMN (335%). Alle anderen, bei einem oder mehreren dieser
vier Substrate aktiven KR-Doménen wiesen einen Einbruch der Aktivitit auf. Dies konnte
auf die generell niedrige Affinitit von K-MPeMN oder auf eine hohe Affinitit bzw.
eventuell inhibierende Wirkung von K-MPeDN zuriickzufiihren sein. TylKR1 besaf} fiir die
Umsetzung von K-PaMN (304%) und K-PiMN (340%) dhnlich der AmpKR2 (274% bzw.
406%) hohe Aktivititen. Der Aktivitdtseinbruch von TylKR1 fiir K-MPeMN war daher
unerwartet stark ausgefallen und lasst die Inhibition der Reduktion von X-MPeMN durch
K-MPeDN als das realistischere Szenario erscheinen. Ohne Studien der Reinsubstanzen

kann allerdings keine valide Aussage getroffen werden.
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Abbildung 3-24: Relative Kinetiken fiir die KR-Umsetzung der B-Keto-SNAC-Substrate kK-MPeMN 130
(zusammen mit K-MPeDN 132) und k-PEGMN 128 zu entsprechenden B-Hydroxy-Verbindungen.

Die Angaben sind in Prozentpunkten und stehen in Relation zur Bezugsreaktion von EryKR1 (E1) mit K-EMN
(100%, violett gepunkteter Rahmen, Abbildung 3-20, S. 72). Die jeweilige KR-Doméne ist unter dem Diagramm
angegeben: A1 =AmpKR1, E1=EryKR1, T1=TylKR1, A2=AmpKR2, E6=EryKR6, MA =MycKRA,
MB = MycKRB, H = C-terminaler Hiss-tag, P = C-terminaler Pros-tag.

K-MPeDN 132 ist das erste a-dimethylierte SNAC-Substrat, das fiir PKS-KR-Doménen

eingesetzt wurde. Auch wenn keine Reduktion des f-Ketons erfolgte, liefert dies Einblicke
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3. Ergebnisse und Diskussion

in die substratabhidngigen Reduktionsfihigkeit der untersuchten KRs. Zwei Erkenntnisse
rahmen die Beobachtungen ein. Erstens sind andere sterisch anspruchsvolle Ketone fiir
PKS-KR-Reduktionen zuginglich.® Zweitens wurde K-MPeMN zumindest von AmpKR2
mit hoher Aktivitit reduziert.['*” Damit muss das Ausbleiben der Reduktion von K-MPeDN
in der Enzym-Substrat-Kombination begriindet liegen. Der Methylierungsgrad der
a-Position scheint die ausschlaggebende Grofie zu sein. Die zweite Methylierung
beeinflusst vermutlich die Substratorientierung im aktiven Zentrum und fithrt anscheinend
zu einer stabilen, nicht reduktionsfihigen Konformation des Substrats. Wie zuvor schon im
Vergleich des a-unmethylierten K-MHN und des a-methylierten K-MMN gezeigt werden
konnte (S. 71), kann der Methylierungsgrad einen entscheidenden Einfluss auf die relative
Aktivitit bestimmter KR-Domidnen haben. Im Gegensatz dazu verhindert die

a-Dimethylierung bei allen KRs eine Umsetzung.

Das Ketofragment von K-PEGMN 128 besitzt im Gegensatz zu K-MPeMN keine PKS-
analoge Struktur. Dieses Substrat sollte die lingste, lineare Struktur in der Substrat-Biblio-
thek darstellen und gleichzeitig eine bestdndige Loslichkeit in wissrigem Medium auf-
weisen. Die Linge des K-PEGMN entsprach der von hexaketidischen PKS-Intermediaten.
Da modifikationsfreie Alkanketten dieser Lange ausgepriagt hydrophob agieren, wurde auf
die hydrophileren Ethylenglykol-Strukturen zuriickgegriffen.!'?

Drei KR-Dominen zeigten bei der Umsetzung von K-PEGMN Aktivititen iiber 40%.
TylKR1 erreichte mit 114% die hochste Aktivitét in dieser Enzym-Substrat-Kombination,
gefolgt von AmpKR2 mit 61% und EryKR6 mit 49%. EryKR6 setzt innerhalb der PKS-Bio-
synthese ein ACP-gebundenes, heptaketidisches Substrat um (Schema 3-18, S. 96) und
K-PEGMN als Hexaketid-Aquivalent besitzt eine vergleichbare Grofe. Trotzdem betrigt
der Aktivititswert fiir K-PEGMN nur ca. die Hilfte der Werte fiir die Umsetzung der tetra-
ketidischen Substrate K-PaMN (130%) und K-PiMN (110%). Das Interaktionsmuster
moglicher Wasserstoffbriickenbindungen mit dem Ketofragment von K-PEGMN scheint
nicht ausreichend fiir eine hohere Aktivitit zu sein. Dieselbe Situation stellte sich vermut-
lich bei MycKRA und MycKRB ein, welche ebenfalls ausgeprigt langkettige Substrate gut
akzeptieren sollten. Der Aufbau von K-PEGMN und dessen Grofie diirften auch fiir
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AmpKR2 und TylKR1 die Griinde fiir den Aktivitdtseinbruch um mehrere 100 Prozent-

punkte sein.

Gesamtbild der relativen Kinetiken bei der Umsetzung von SNAC-Thioestern

TylKR1 zeigte nichtdestotrotz die stabilsten Aktivititen iiber alle Substrate hinweg (46%
bis 355%). Sobald die getesteten Substrate die Grofde von linearen Diketiden iiberschritten,
wies auch AmpKR2 eine hohe Aktivititsstabilitat auf (180% bis 406%) und iibertraf fiir
Substrate mit cyclischen Substituenten TylKR1 teils deutlich. Die Enzymreaktionen mit
EryKR1 resultierten einzig bei den beiden kurzen, methylierten Substraten K-MMN 34 und
K-EMN 35 in hoheren Aktivititswerten (199% bzw. 100%). Die aus derselben Naturstoff-
Biosynthese stammende EryKR6 zeigte unter den getesteten Verbindungen starke Prife-
renzen fiir Substrate mit einer Grof3e entsprechend von Tetraketiden, die in Nachbarschaft
zum f-Keton lineare Alkyl-Strukturen aufwiesen (70% bis 130%). MycKRA und MycKRB
zeigten ein insgesamt differenzierteres Bild. MycKRA besafd hohe Aktivititen bei der
Umsetzung von K-EMN, K-CPMN 103 und X-PMBMN 105 (114% bis 130%). MycKRB
zeigte hohere Werte nur fiir die linearen Substrate K-PaMN 101 (212%) und X-PiMN 102
(86%). AmpKR1 war vermutlich aufgrund einer fehlerhaften Faltungsstruktur die Domédne
mit der insgesamt schlechtesten Performanz iiber alle Substrate hinweg.

Die getaggten Enzym-Derivate von EryKR1 und TylKR1 zeigten keine auffillig abweich-
enden, relativen Aktivititen auf. Im Detail besaffen EryKR1-H und EryKR1-P vorwiegend
leicht niedrigere Aktivititen als das ungetaggte EryKR1. EryKR1-P lag dabei immer um
einige Prozentpunkte {iber EryKR1-H. Die drei TylKR1-Derivate zeigten hingegen keine
globalen Tendenzen, sondern bei jedem Substrat zeigte sich ein anderes Verhiltnis
zwischen den drei Varianten (EryKR1 und TylKR1: Abbildung 3-20, S. 72; Abbildung 3-21,
S. 74; Abbildung 3-23, S. 78; Abbildung 3-24, S. 81). Die tags Hiss (20 AS, 2.2 kDa) und Pros
(24 AS, 2.7 kDa) zeigten insgesamt fiir ihre kleinen Ausmafe in Relation zu den Dominen
bereits signifikant grofie Einfliisse auf die Doménenaktivitit, allerdings ohne vorhersagbare
Einflussrichtung. WEISSMAN et al. konnte im Vergleich von verschiedenen KR-Dominen
der Erythromycin-Biosynthese mit und ohne GST-zag (26 kDa) ebenfalls einen Einfluss auf

Affinitdt und Aktivitit dokumentieren.!'¥”! Der dabei gezeigte Effekt einer benachbarten
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3. Ergebnisse und Diskussion

Tertidrstruktur (GST) kann anhand der vorliegenden Daten um den Einfluss von benach-
barten Primidr- oder Sekundarstrukturen auf die relative Aktivitit einer Doméne erweitert
werden. Die einzige Studie, die einen stirkeren Effekt eines C-terminalen Hiss-zags nach-
weisen konnte, wurden von LUDEKE et al. erarbeitet. In dieser verdnderte die Position des
tags die Regio- und die Stereoselektivitit der Carbonylreduktase.!>!

Die Einfliisse von benachbarten Strukturen innerhalb der PKS-Systeme bzw. verldng-
erten Aminosdureketten bei rekombinanten Dominen verdeutlichen, dass die
KR-Dominen keine zwingend unabhingig agierenden Proteinstrukturen sind. Diese und
vermutlich auch andere PKS-Dominen stehen in wechselseitigem Einfluss der Gesamt-

struktur dieser Multienzymkomplexe.
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3.7 Enzymaktivitatstests mit Zuordnung

der Produktkonfigurationen

Die 24-stiindigen Enzymaktivitétstests zur Ermittlung des Umsatzes und der Produkt-
konfigurationen wurden mit einem Uberschuss an NADPH durchgefiihrt (Kapitel 6.5.4,
S. 142). Die erhaltenen Extrakte wurden mittels UPLC/MS und chiraler HPLC untersucht.

Umsatz, Diastereomerenzuordnung und -verhéltnisse

Die Bestimmung der Umsitze wurde anhand der m/z-Integrale (UPLC/MS) der detek-
tierten Edukte und Produkte ermittelt. Die Zuordnung der relativen Produktkonfigura-
tionen erfolgte auf Basis von AHydroxy-Referenzmolekiilgemischen mit bekannten
syn/anti-Verhiltnissen (Kapitel 3.4.1, S. 45). Die entsprechenden Messungen der Referenz-
substanzen und einer reprisentativen Auswahl von enzymatischen Reduktionsprodukten
sind in Abbildung 8-30 (S.310; MMN, EMN, PaMN, PiMN), Abbildung 8-31 (S. 311;
CPMN, CHMN, PMBMN, PEGMN) und Abbildung 8-32 (S.312; MPeMN, MPeDN)

dargestellt.[142]
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Abbildung 3-25: Umsatzraten von Enzym-Substrat-Kombinationen mit SNAC-Thioester-Substraten.
Die jeweilige KR-Domane ist iber dem Diagramm angegeben. H = C-terminaler Hiss-tag, P = C-terminaler Pros-tag.
Die zugrundeliegenden Messwerte befinden sich in Tabelle 3-24 (S. 93) bis Tabelle 3-29 (S. 103).
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3. Ergebnisse und Diskussion

Die Angaben zum Umsatz und den Diastereomerenverhiltnissen (dr) sind fiir jede
rekombinante KR-Doméne in einer Tabelle im entsprechenden Kapitel zusammengefasst.
Eine graphische Gesamtiibersicht der Umsatzraten ist in Abbildung 3-25 (S. 85) zu finden.
Die entsprechende Ubersichtsgraphik zu den Diastereomerenverhiltnissen befindet sich in
Abbildung 3-31 (S. 104). Die Daten der f-Hydroxy-Referenzgemische sind in Tabelle 8-5
(S. 309) aufgelistet. Innerhalb der UPLC(RP)/MS-Messungen besafd das jeweilige syn-Re-

duktionsprodukt die niedrigere Retentionszeit.

Enantiomerenzuordnung und -verhiltnisse

Die Analyse der absoluten Konfigurationen beinhaltete die Untersuchung der Produkte
mittels chiraler HPLC, UPLC/MS und 9-AMA. Die Zuordnung von Edukten und Produkten
erfolgte je Substrat iiber eine Edukt-Referenz und einem S-Hydroxy-Referenzgemisch mit
bekanntem syn/anti-Verhiltnis. Die Bestimmung der absoluten Produktkonfigurationen
erfolgte mittels 9-AMA-Methode (Kapitel 3.4.2, S. 54) von KR-Reduktionsprodukten aus
hochgradig stereoselektiven Enzymumsetzungen im préaparativen Maf3stab (Kapitel 6.5.5,
S. 143).012 Die Integration der absoluten Konfigurationen der S-Positionen spezifischer
Reduktionsprodukte in die Daten der relativen Konfigurationen der Referenzgemische
ermoglichte die komplette Zuordnung der absoluten Konfigurationen der A-Hydroxy-
a-methyl-Motive. In Abbildung 3-26 (S. 87) ist die Zuordnung am Beispiel von K-EMN
bzw. dem Reduktionsprodukt H-EMN gezeigt. Die relative Konfiguration von H-EMN nach
der Umsetzung durch EryKR1 wurde als synidentifiziert. Die Analyse mittels 9-AMA ergab
eine 3D/(R)-Konfiguration fiir die Hydroxygruppe, sodass im syn-Produkt die Methyl-
gruppe eine 21/(5)-Konfiguration besitzen musste. Das ermittelte 2L3D-Motiv entspricht
dem KR-Typ B2, was mit bisher durchgefiihrten Studien iiber EryKR1 {ibereinstimmt.57>%
Die erhaltenen Zuordnungen der absoluten Konfigurationen fiir die Substrate K-EMN,
K-PiMN, K-CPMN und K-PMBMN liefen sich auf Basis der vorhandenen Daten der
relativen Konfigurationen auf die Substrate K-MMN (Bezug: K-EMN), K-PaMN (Bezug:
K-EMN und K-PiMN) und k-CHMN (Bezug: K-CPMN) iibertragen.
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Abbildung 3-26: Chromatogramme der chiralen HPLC.

Gezeigt fir die Produkte aus den Enzymaktivitatstests von EryKR1, TylKR1 und AmpKR2 mit K-EMN und einem
Referenzgemisch von H-EMN. Angegeben sind die zuvor ermittelte relative Konfiguration (UPLC) und absolute
Konfiguration der B-Position (9-AMA). Absorption bei 235 nm. Die Signale zwischen 45.5 bis 48.0 min stammen
von nicht-umgesetzten Startmaterial (Kapitel 8.7.2, Abbildung 8-50 S. 319).

Die Angaben zu Stereoisomerenverteilungen und -verhiltnissen sind fiir jede rekombi-
nante KR-Domaine in einer Tabelle im entsprechenden Kapitel zusammengefasst. Die Daten
der f-Hydroxy-Referenzgemische befinden sich in Tabelle 8-5 (S. 309). Die Reihenfolge der
Angaben zu den Stereoisomerenanteilen in den Tabellen spiegelt nicht die Abfolge nach
Retentionszeiten wider (Tabelle 8-6, S. 309). Die Retentionszeiten der einzelnen Isomere
eines f-Hydroxyprodukts folgten im Vergleich der Substrate keiner gesamteinheitlichen
Reihenfolge. Allerdings besafd das 2D3D-Isomer (ant7, B1) immer eine niedrigere Reten-
tionszeit als das 2L3L-Isomer (anti, A2) und 2L3D-Isomer (syn, B2). Innerhalb der syn-Iso-

mere wurde immer das 2D3L-Isomer (A1) vor dem 2L.3D-Isomer (B2) detektiert.
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3. Ergebnisse und Diskussion

Im Folgenden werden die Ergebnisse geordnet nach rekombinanter KR-Domine
prasentiert und diskutiert. Es wird dabei auf den wiederholenden Hinweis zur rekom-
binanten Natur der untersuchten KR-Domainen verzichtet. Aussagen zu den in PKS inte-
grierten KR-Doménen werden sprachlich als solche hervorgehoben.

Die Studien zu K-MPeMN im Substanzgemisch mit K-MPeMN werden in Kapitel 3.7.8
(S. 101) separat behandelt, da K-MPeMN das einzige Substrat mit acht moglichen Produkt-

isomeren war und hier einzig die UPLC/MS-Daten der Reduktionsprodukte vorliegen.

3.7.1 Enzymaktivitatstests mit EryKR1

EryKR1 ist eine dufierst umfangreich untersuchte KR-Doméne und stammt aus dem
ersten Elongationsmodul des Erythromycin-PKS-Systems (Abbildung 3-1, S.17). In
Schema 3-14 (S. 88) ist das ACP-gebundene Diketid 134 vor und nach Reduktion gezeigt.
Innerhalb der Biosynthese entsteht durch Reduktion mittels EryKR1 ein
2L.3D-Motiv.[6:22515759.147] k. -EMN 35 stellte das naturanaloge Substrat in den vorliegenden
Studien dar. Bei Untersuchungen der relativen Aktivititen der KR-Domaénen zeigte EryKR1
die hochsten Werte fiir K-EMN (100%, Referenz) und K-MMN (199%). Die Aktivitat fur
K-CHMN lag bei -3% und fiir alle anderen SNAC-Substrate zwischen 15% und 40%
(Kapitel 3.6.2, S.76). Bei den Thiophenol-Substraten zeigten sich keine relativen

Aktivititen hoher als 9% (K-TMSMP, Kapitel 3.6.1, S. 67).

(o) (o] OH O
\)]\/U\ EryKR1
< NS~ ACP ———— S~ ACP
124 2L.3D-125

Schema 3-14: B-Reduktion der Polyketidkette 134 (k-EM-ACP) durch die im PKS-System integrierte EryKR1
wahrend der Biosynthese von Erythromycin.

Das Reduktionsprodukt 144 besitzt ein 2L3D- bzw. (2S,3R)-Motiv und entspricht damit der Konfiguration, die durch
KRs des Typs B2 erzeugt wird.[6:22

Die hochsten Umsatzraten wurden fiir die Substrate K-MMN (90%), K-EMN (90%) und
K-CPMN (41%) ermittelt (Tabelle 3-20, S. 89). Alle Substrate mit einem Umsatz von iiber
5% zeigten stabile Diastereomereniiberschiisse von mindestens 90% (XK-CHMN: 1%,
74% de). K-PEGMN wurde nicht in detektierbarem Ausmaf} von EryKR1 reduziert. Die
absoluten a,f-Konfigurationen der Reduktionsprodukte H-MMN, H-EMN und H-CPMN
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konnten einheitlich dem B2-Typ (2D3D) zugeordnet werden, wobei der Enantiomereniiber-
schuss jeweils >99% betrug.

EryKR1 besaf? demnach eine hohe Stereoselektivitit unabhingig vom Polyketidteil.
Gleichzeitig akzeptierte EryKR1 ein bisher nicht untersuchtes Substratspektrum, wobei
finf von acht SNAC-Substraten moderate (19%) bis sehr gute Umsitze (90%) ergaben. Die
Verbindungen K-MMN und K-EMN zeigten die erfolgreichsten Umsetzungen und waren
dem natiirlichen Substrat strukturell am dhnlichsten. Diese Ergebnisse reproduzieren einer-
seits die Arbeiten von KEATINGE-CLAY et al und erweitern andererseits das Spektrum
untersuchter Substrate um Substanzen, deren natiirliche Derivate in der Erythromycin-
Biosynthese nicht existieren und trotzdem nach der Reduktion einen hohe Diastereo-

mereniiberschuss aufwiesen (90% de).5”]

Tabelle 3-20: Umsatze, Diastereomerenverhéltnisse (dr), Stereoisomerenverteilung und Enantiomeren-
verhaltnisse (er) der B-Hydroxy-Produkte (H-XMN) nach der Reduktion durch EryKR1.

Stereoisomere ® [%]

Produkt Umsatz? drsyn:anti® A1 B2 B1 A2 e
2D3L  2L3p 2p3D  2L3L syn anti
H-MMN 90% 95:5 0 97 0 3 0:100 -
H-EMN 82% 100:0 0 100 0 0 0:100 -
H-PaMN 29% 96:4 - - - - - -
H-PiMN 19% 100:0 - - - - - -
H-CPMN 41% 95:5 0 97 0 3 0:100 -
H-CHMN 1% 87:13 - - - - - -
H-PMBMN 6% 95:5 - - - - - -
H-PEGMN 0% -- - - - - - -

@ UPLC/MS; ® chirale HPLC.

Derivate von EryKR1

Die beiden Varianten der KR-Domidne EryKR1 mit Hise- bzw. Pros-zag zeigten in der
Gesamtiibersicht keine signifikanten Unterschiede mit Bezug auf Umsatz und erhaltene

Diastereomerenverhiltnisse. Ausnahmen davon fanden sich jedoch bei X-CHMN und

K-PMBMN.
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3. Ergebnisse und Diskussion

Die beiden getaggten Derivate besafien fiir K-CHMN mit einem de von >99% deutlich
hohere Werte als die ungetaggte Domine (74% de). Das Diastereomerenverhiltnis fiir die
Reduktion von K-PMBMN variierte je nach Doméanenderivat stark. Die ungetaggte Doméne
erzeugte einen de von 90%; die Pros-getaggte Variante sogar von >99%. Im Gegensatz dazu
wies das Produkt bei der Reduktion durch die EryKR1-H nur einen de von 58% auf. Diese
Ergebnisse zeigen, dass die Verdnderung des C-Terminus einen Einfluss auf das erzeugte
Diastereomerenverhiltnis haben kann. Die Art und Intensitdt des Einflusses ist allerdings
abhingig vom Polyketidpart des Substrats, wie die Umsetzungen von K-CHMN und

K-PMBMN gegeniiber den anderen Substraten zeigten.

Tabelle 3-21: Umséatze und Diastereomerenverhiltnisse (dr) der B-Hydroxy-Produkte (H-XMN) nach der
Reduktion durch EryKR1-H und EryKR1-P im Vergleich mit EryKR1.

orodukt EryKR1 EryKR1-H EryKR1-P
Umsatz® drsyn:ani® Umsatz?® drsyn:ani® Umsatz?® drsyn:ani®

H-MMN 90% 95:5 91% 96:4 91% 96:4
H-EMN 82% 100:0 86% 100:0 87% 100:0
H-PaMN 29% 96:4 - -- 30% 98:2
H-PiMN 19% 100:0 18% 96:4 20% 96:4
H-CPMN 41% 95:5 39% 94:6 35% 94:6
H-CHMN 1% 87:13 1% 100:0 1% 100:0
H-PMBMN 6% 95:5 3% 79:21 3% 100:0

a UPLC/MS.

3.7.2 Enzymaktivitatstests mit TylKR1

Die KR-Domine TylKR1 besitzt ihren Ursprung innerhalb der Biosynthese von Tylosin
(Abbildung 3-1, S. 17). Dabei reduziert TylKR1 die S-Position des Diketids 145. Die ent-
stehende f-Hydroxyverbindung 146 besitzt ein 2D3D-Motiv (Schema 3-15, S. 91), womit

TylKR1 dem B1-Typ zugeordnet werden kann.?!
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o O OH O

\)J\/U\SNACP ﬂ \/k)stAcp

135 2p3D-136

Schema 3-15: B-Reduktion der Polyketidkette 145 (K-EM-ACP) durch die im PKS-System integrierte TylIKR1
wahrend der Biosynthese von Tylosin.

Das Reduktionsprodukt 146 besitzt ein 2D3D- bzw. (2R,3R)-Motiv und entspricht damit der Konfiguration, die durch
KRs des Typs B1 erzeugt wird.[?5]

Die ermittelten relativen Aktivititswerte von TylKR1 waren fiir vier SNAC-Substrate
moderat bis gut (K-CHMN: 46%; K-MPeMN: 47%; K-PMBMN: 46%; K-PEGMN: 114%) und
fiir sechs weitere SNAC-Substrate mit iber 190% sehr hoch (k-MHN, k-MMN, xK-EMN,
K-PaMN, K-PiMN und K-CPMN). Die relativen Aktivititswerte fiir die Thiophenol-
Derivate iiberstiegen im Vergleich dazu nicht 9% (kK-EMN; K-TBSMN: 7%).

Tabelle 3-22: Umsitze, Diastereomerenverhailtnisse (dr), Stereoisomerenverteilung und Enantiomerenver-
héltnisse (er) der B-Hydroxy-Produkte (H-XMN) nach der Reduktion durch TylKR1.

Stereoisomere ® [%]

Produkt Umsatz?® drsyn:ani® A1 B2 B1 A2 er’

2D3L 213D 2p3D  2L3L syn anti
H-MMN 92% 1:99 0 0 30 70 - 30:70
H-EMN 83% 3:97 0 3 88 9 - 91:9
H-PaMN 93% 8:92 1 5 94 0 17:83  100:0
H-PiMN 90% 7:93 2 2 96 0 - 100:0
H-CPMN 82% 30:70 0 21 78 0 0:100 100:0
H-CHMN 73% 23:77 0 15 85 0 0:100 100:0
H-PMBMN 89% 18:82 9 0 88 3 100:0 97:3
H-PEGMN 86% 6:94 - - - - - -

@ UPLC/MS; ® chirale HPLC.

Das SNAC-Substrat mit dem geringsten Umsatz von 73% war K-CHMN. Alle anderen
Substrate wurden von TylKR1 zu iiber 80% (kK-EMN, K-CPMN, K-PMBMN, K-PEGMN)
oder gar iiber 90% (X-MMN, K-PaMN, K-PiMN) umgesetzt. Dabei wurden bei allen
Substraten bevorzugt die anti- gegeniiber den syn-Produkten dargestellt (40 bis 98% de). In
der Gesamtiibersicht stellte TylKR1 vorwiegend das 2D3D-Motiv entsprechend der Tylosin-
Biosynthese dar. K-MMN war das einzige Substrat, bei dem mit einem Enantiomereniiber-
schuss von 40% das 2L3L-Motiv installiert wurde. Wie von LUDEKE er al beschrieben,

wurde dieses kurzkettige Substrat vorzugsweise mit einer gegenldufigen Orientierung

91



3. Ergebnisse und Diskussion

innerhalb des aktiven Zentrums reduziert.®® Bereits durch die Verldngerung der Alkylkette
um ein Kohlenstoffatom sankt der Anteil des 2L.3L-Reduktionsprodukts von 70% auf 9%.
Alle anderen 2D3D-Produkte wurden mit einem Enantiomereniiberschuss von >94%
erhalten. Dariiber hinaus wurde das 2L3D-Motiv in signifikanten Anteilen bei den
Substraten K-CPMN (21%) und K-CHMN (15%) registriert.

TylKR1 reduzierte insgesamt mit einer hohen Stereoselektivitit f-Keto-a-methyl-
SNAC-thioester-Substrate zu entsprechenden 2D3D-konfigurierten Produkten mit Aus-

nahme des kleinsten, verzweigten Substrats K-MMN.

Derivate von TylKR1

Die Derivate der TylKR1-Domine zeigten insgesamt dhnliche Umsitze und Diastereo-
merenverhiltnisse wie die ungetaggte Variante. Einzige signifikante Ausnahme stellte die
Enzym-Substrat-Kombination von TylKR1-H und Kk-PMBMN dar. Hierbei stieg der Anteil
von anti-Produkten von 82% bzw. 79% auf 94%. Die unterschiedlichen C-Termini besitzen

damit bei TylKR1 einen geringeren Einfluss auf Umsitze und Isomerenverteilung als bei

EryKRI.

Tabelle 3-23: Umsitze und Diastereomerenverhiltnisse (dr) der B-Hydroxy-Produkte (H-XMN) nach der
Reduktion durch TylKR1-H und TylKR1-P im Vergleich mit EryKR1.

TylKR1 TylKR1-H TylIKR1-P

Produkt

Umsatz? drsyn:anti® Umsatz? drsyn:anti® Umsatz? drsyn:anti®

H-MMN 92% 1:99 93% 1:99 94% 1:99
H-EMN 83% 3:97 92% 4:96 92% 4:96
H-PaMN 93% 8:92 91% 7:93 92% 8:92
H-PiIMN 90% 7:93 91% 3:97 91% 8:92
H-CPMN 82% 30:70 80% 30:70 80% 29:71
H-CHMN 73% 2377 69% 18:82 67% 25:75
H-PMBMN 89% 18:82 85% 6:94 83% 21:79

a UPLC/MS.
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3.7.3 Enzymaktivitatstests mit AmpKR1

Die KR-Domine AmpKR1 stammt aus dem ersten Elongationsmodul der Biosynthese
von Amphotericin (Abbildung 3-1, S. 17). Das natiirliche, ACP-gebundene Substrat 147 ist
ein Diketid (Schema 3-16) und entspricht dem analogen SNAC-Substrat K-MMN 34. Die

PKS-integrierte KR-Domaine erzeugt ein 2L3L-Motiv und entspricht damit dem A2-Typ.3"

o o OH O
)J\/U\ AmpKR1 :
Y S~ACP —m™m™ S~ ACP
137 2L.3L-138

Schema 3-16: B-Reduktion der Polyketidkette 147 (k-MM-ACP) durch die im PKS-System integrierte
AmpKR1 wahrend der Biosynthese von Amphotericin.

Das Reduktionsprodukt 148 besitzt ein 2L3L- bzw. (2S,3S)-Motiv und entspricht damit der Konfiguration, die durch
KRs des Typs A2 erzeugt wird.[30

In den Studien zur relativen Aktivitit der KR-Dominen zeigte AmpKR1 insgesamt nur
niedrige Aktivititswerte von 1% fiir K-CHMN 104 bis 20% fiir K-CPMN 103 fiir die Unter-
suchungen mit Reinsubstanzen. Unerwarteter Weise lag die relative Aktivitit fiir das Tetra-
ketid K-MPeMN 130 im Substanzgemisch mit K-MPeDN 132 bei 45% und damit {iber allen

anderen Substraten.

Tabelle 3-24: Umsatze, Diastereomerenverhéltnisse (dr), Stereoisomerenverteilung und Enantiomerenver-
haltnisse (er) der B-Hydroxy-Produkte (H-XMN) nach der Reduktion durch AmpKR1.

Stereoisomere P [%]

Produkt Umsatz?® drsynani® A1 B2 B1 A2 er’
203L 2130 203D  23L  syn  anti
H-MMN 19% 97:3 0 100 0 0 0:100 -
H-EMN 6% 100:0 0 100 0 0 0:100 -
H-PaMN 1% 72:28 - - - - - -
H-PiMN 5% 100:0 - - - - - -
H-CPMN 2% 97:3 - - - - - -
H-CHMN 0% -- - - - - - -
H-PMBMN 0% -- - - - - - -
H-PEGMN 0% -- - - - - - -

@ UPLC/MS; ® chirale HPLC.
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3. Ergebnisse und Diskussion

Die Umsatzraten der 24-stiindigen Enzymaktivititstests zeigten die stabilste enzym-
atische Reduktion beim naturanalogen K-MMN (19%; Tabelle 3-24, S. 93). Das einzige
andere Substrat mit einem Umsatz {iber 5% war K-EMN (6%). Die geringe Umsetzung der
SNAC-Substrate durch AmpKR1 koénnte auf eine teilweise inaktive Riickfaltung der
Domine hinweisen, da KEATINGE-CLAY et al. deutlich hohere Werte nachweisen konnte
(k-MMN: 100%; K-EMN: 50%).57! Die Untersuchung der Reduktionsprodukte dieser beiden
Substrate mittels chiraler HPLC zeigte, dass in beiden Fillen einzig das 2L3D-Motiv (B2)
durch die Reduktion von AmpKR1 nachweislich installiert wurde. Die Orientierung der
SNAC-Substrate im aktiven Zentrum war somit mutmafilich anders als in wihrend der
Biosynthese und deckt sich nicht mit den Studien von KEATINGE-CLAY eral (2L3L/A2,
>99% ee).l]

AmpKR]1 zeigte somit fiir zwei Substrate eine hohe Stereoselektivitit mit unerwarteter
Konfiguration (B2, >99% ee). Dariiber hinaus besafy das Expressionsprodukt nach der

Denaturierung und Riickfaltung lediglich eine geringe Aktivitit.

3.7.4 Enzymaktivitatstests mit AmpKR2

Die zweite KR-Doméne mit Ursprung in der Amphotericin-Biosynthese ist die AmpKR2.
Diese reduziert im natiirlichen Kontext das um eine Methylmalonyleinheit verlingerte Tri-
ketid 149 (Schema 3-17, S. 94). Das entstehende 2D3L-Motiv zeugt von einer A1-KR.[30

OH 0 O OH OH O

H AmpKR2 : :
7 S~ACP —— < S ACP

139 2p3L-140

Schema 3-17: B-Reduktion der Polyketidkette 149 durch die im PKS-System integrierte AmpKR2 wahrend
der Biosynthese von Amphotericin.

Das Reduktionsprodukt 149 besitzt ein 2D3L- bzw. (2R,3S)-Motiv und entspricht damit der Konfiguration, die durch
KRs des Typs A1 erzeugt wird.r

Die hochsten, relativen Aktivititen der Thiophenol-Substrate zeigten die Reduktionen
von K-CPMP (10%) und K-CHMP (9%). Die entsprechenden Werte fiir die kurzkettigen
SNAC-Substrate K-MHN, K-MMN und K-EMN waren nur geringfiigig grofier (13 bis 40%).
K-PEGMN wurde ebenfalls mit einer moderaten Aktivitit von 61% umgesetzt. AmpKR2

setzte alle weiteren SNAC-Substrate mit 180 bis 406% relativer Aktivitit um.
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Diese Verteilung der relativen Aktivititen spiegelt sich ebenfalls in den Umsitzen wider,
wobei auch die kurzen SNAC-Substrate K-MMN und K-EMN zu 63% bzw. 64% umgesetzt
wurden. Die Substrate K-PaMN, K-PiMN und X-PMBMN mit linearem Polyketidfragment
im 7 A-Bereich mit Bezug zur f-Position besitzen die hochsten Umsatzraten von 90 bis
98%.

Die syn-Konfigurationen wurden bei allen Reduktionen durch AmpKR2 mit einem
mindestens 90%igen Anteil bevorzugt dargestellt. Nur bei dem Substrat K-MMN lag der
syn-Anteil im Produkt bei 67% (A1, 100% ee) und der Anteil der anti-Produkte fallt haupt-
sdchlich auf das 21.3L-Enantiomer (A2, 58% ee). Das 2D3L- bzw. Al-Enantiomer war auch
bei den anderen Substraten das primére Produkt, mit Ausnahme der Umsetzung von
K-CHMN (B2, 4% ee). Die Enantiomereniiberschiisse lagen fiir H-EMN, H-PaMN und
H-PMBMN bei 89, 84 und 100%. 13, 33 bzw. 50% der Produkte H-PiMN, H-CPMN und
H-CHMN entsprachen dem jeweiligem 2L3D-Isomer und zeigten damit mit signifikantem

Anteil eine zuvor nicht fiir AmpKR2 berichtete Produktkonfiguration.

Tabelle 3-25: Umsitze, Diastereomerenverhailtnisse (dr), Stereoisomerenverteilung und Enantiomerenver-
haltnisse (er) der B-Hydroxy-Produkte (H-XMN) nach der Reduktion durch AmpKR2.

Stereoisomere ° [%)]
er®
Produkt Umsatz? drsyn:anti? A1 B2 B1 A2

2p3L 2L.3D 2p3D 21.3L syn anti

H-MMN 63% 62:38 67 0 7 26 100:0 21:79
H-EMN 64% 90:10 87 5 6 2 955 75125
H-PaMN 90% 94:6 90 8 2 0 92:8 -
H-PiMN 92% 97:3 86 13 1 0 87:13 -
H-CPMN 81% 90:10 64 33 1 2 66:34 -
H-CHMN 83% 91:9 47 50 3 0 48:52 -
H-PMBMN 98% 93:7 95 0 2 3 100:0 -
H-PEGMN 67% 95:5 - - - - - -

@ UPLC/MS; ® chirale HPLC.
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3. Ergebnisse und Diskussion

3.7.5 Enzymaktivitatstests mit EryKR6

Innerhalb der Biosynthese von Erythromycin gibt es eine weitere KR-Domaéne, die in
die Studien mit einbezogen wurde, die EryKR6. Diese Domidne des Typs Al ist die letzte
KR innerhalb der Biosynthese und installiert ein 2D3L-Motiv im Heptaketid 151 (Schema
3-18, S. 96).1522 Die relativen Aktivititen bei den Thiophenol-Substraten liegen wie bei den
anderen Domiénen sehr niedrig mit einem Maximalwert von 8% (K-TBSMP). Die
entsprechenden Werte fiir die SNAC-Substrate befinden sich ohne Ausnahme dariiber,
wobei nur die Aktivititen bei K-PaMN und K-PiMN {iber 100% betrugen (130% bzw.
110%).

OH OH O

141 2p3L-142

Schema 3-18: B-Reduktion der Polyketidkette 151 durch die im PKS-System integrierte EryKR6 wéahrend
der Biosynthese von Erythromycin.

Das Reduktionsprodukt 152 besitzt ein 2D3L- bzw. (2S,3R)-Motiv und entspricht damit der Konfiguration, die durch
KRs des Typs A1 erzeugt wird.[6:22

Die dem A1-Typ zugeschriebene Domine EryKR6 zeigte stark substratabhéngige Unter-
schiede bei den Umsdtzen und den Isomerenverteilungen der entstehenden Produkte. Mit
Ausnahme der Substrate mit cyclischen Strukturen entspricht die Orientierung der Start-
materialien in der Domidne bevorzugt dem A-Typ, wobei bis zu 55% des Produkts (H-MMN,
100% ee) eine 2L3L-Konfiguration besafien (A2-Typ). Die zuvor fiir EryKR6 nicht als
Hauptprodukt berichtete 2L3D-Konfiguration (B2) zeigte sich bei den Produkten H-CPMN
und H-CHMN sogar mit einem hohen Enantiomereniiberschiissen von >94%. Den héchste
Enantiomereniiberschuss fiir ein Produkt mit einer 2D3L-Konfguration wurde bei der Um-
setzung von K-PMBMN mit 92% gefunden. Allerdings betrug hier der entsprechende
Diastereomereniiberschuss nur 40%.

Die untersuchten Enzym-Substrat-Kombinationen mit EryKR6 zeigten somit nie hohe
Umsitze mit gleichzeitigen hohen Enantiomeren- oder Diastereomereniiberschiissen.
EryKR6 scheint damit sehr spezifisch an das natiirliche Substrat angepasst zu sein und auf

Verinderungen in der Substratstruktur sensibel zu reagieren.
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Tabelle 3-26: Umsitze, Diastereomerenverhaltnisse (dr), Stereoisomerenverteilung und Enantiomerenver-
héltnisse (er) der B-Hydroxy-Produkte (H-XMN) nach der Reduktion durch EryKR®6.

Stereoisomere ® [%]

Produkt Umsatz?® drsyn:ani® A1 B2 B1 A2 er
2D3L  2L3p 2D3D  2L3L syn anti
H-MMN 56% 47:53 45 0 0 55 100:0 0:100
H-EMN 43% 43:57 45 6 5 45 88:12 10:90
H-PaMN 94% 65:35 58 18 4 21 76:24 16:84
H-PiMN 83% 73:27 45 37 3 15 55:45 17:83
H-CPMN 58% 76:24 3 83 4 10 3:.97 28:72
H-CHMN 51% 84:16 1 91 8 0 1:99  100:0
H-PMBMN 80% 64:36 66 3 4 28 96:4 13:87
H-PEGMN 61% 60:40 - - - - - -

a UPLC/MS; ® chirale HPLC.

3.7.6 Enzymaktivitatstests mit MycKRA

Die erste aus der Mycolacton-Biosynthese stammende Domine ist die MycKRA
(Abbildung 3-1, S. 17). Diese KR ist insgesamt in drei Modulen der beiden beteiligten PKS-
Systeme enthalten. Das kleinste, natiirliche Produkt ist das Diketid 153 und das langste
Produkt das Hexaketid 155 (Abbildung 3-27, S.97). Genau wie die anderen beiden
Produkte ist das Triketid 154 nicht a-methyliert. Der durch die Reduktion entstehende
p-Alkohol besitzt bei allen drei natiirlichen Produkten eine L-Konfiguration, womit
MycKRA den KRs vom AQ-Typ zugeordnet wird.[®¥ Die Werte der relativen Aktivititen
von nur drei SNAC-Substraten iiberstiegen 100%: K-EMN (130%), K-CPMN (114%) und
K-PMBMN (126%).

OH O OH OH O OH OH OH O
S~ACP S~ACP A S~ ACP
MycKRA MycKRA MycKRA
MSLB M1 A0 MSLB M2 A0 MSLA M5 A0
3L-143 3L-144 3L-145

Abbildung 3-27: B-Reduktionsprodukte 153, 154 und 155, die in den PKS-Systemen MSLA und MSLB durch
die integrierte MycKRA wiéhrend der Biosynthese von Mycolacton (44) dargestellt werden.

Die Reduktionsprodukte 153, 154 und 155 besitzen alle ein 3L-Motiv und entsprechen damit der Konfiguration, die
durch KRs des Typs A0 erzeugt wird.[6%
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3. Ergebnisse und Diskussion

Die Daten der Enzymaktivitdtstests zeigten einzig fiir die Reduktion von K-CPMN einen
hohen Diastereomereniiberschuss von 90% (anti). Bei allen anderen Substraten lagen die
Uberschiisse zwischen 4% (H-PiMN) und 60% (H-CHMN). Das Produktgemisch von
H-EMN besaf einen anti-Uberschuss von 42%. Die Studien von WEISSMAN et al. konnten
damit fiir K-EMN (30% de) reproduziert und erfolgreich um sieben bisher nicht untersuchte
Substrate erweitert werden.[®¥ Die Enantiomerenaufschliisselung der Produktgemische
zeigt, dass liber alle methylierten Substrate hinweg hauptsiachlich die beiden Konfigura-
tionen 2D3L und 2L3L des A-Typs erzeugt wurden. Unabhingig des Polyketidfragments der
Substrate nahmen diese somit dieselbe Orientierung innerhalb von MycKRA ein. Die
o-Konfiguration in den Reduktionsprodukten variierte hingegen stark und fiithrte zu den
benannten niedrigen de-Werten. Dies ist in Hinblick auf die natiirlichen Substratreduktion
insofern nachvollziehbar, als MycKRA keine a-methylierten Substrate prozessiert und

somit keine Selektion auf diese Konfiguration erfolgt.

Tabelle 3-27: Umsatze, Diastereomerenverhiltnisse (dr), Stereoisomerenverteilung und Enantiomerenver-
héltnisse (er) der B-Hydroxy-Produkte (H-XMN) nach der Reduktion durch MycKRA.

Stereoisomere ° [%]
er®
Produkt Umsatz? drsyn:anti® A1 B2 B1 A2

2p3L  213p 2D3D  2L3L syn anti

H-MMN 87% 37:63 30 0 0 70 100:0 0:100
H-EMN 86% 29:71 29 0 0 71 100:0 0:100
H-PaMN 57% 39:61 47 0 0 53 100:0 0:100
H-PiMN 45% 48:52 52 1 1 46 98:2 2:98
H-CPMN 72% 5:95 2 0 0 98 100:0 0:100
H-CHMN 13% 20:80 14 0 0 86 100:0 0:100
H-PMBMN 97% 25:75 19 0 2 79 100:0 2:98
H-PEGMN 19% 35:65 - - - - -

a UPLC/MS; ® chirale HPLC.
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3.7.7 Enzymaktivitatstests mit MycKRB

MycKRB ist die zweite Doméne mit dem Ursprung in der Mycolacton-Biosynthese.
Diese ist ebenfalls in beiden PKS-Systemen zu finden, allerdings in insgesamt 13 Elonga-
tionsmodulen. Fiinf der erzeugten S-Alkohole bleiben mit einer D-Konfiguration im finalen
Naturstoff erhalten. Die anderen acht Stufen werden durch entsprechende Dehydratase-
Domidnen weiter reduziert. Das einzige natiirliche Produkt mit a-Methylierung und
bestehenbleibender Hydroxygruppe ist das Triketid 157 (Abbildung 3-28, S.99). Das
installierte syn-Motiv besitzt entsprechend dem B2-Typ eine 2L3D-Konfiguration. Die

Reduktion der unverzweigten Substrate entspricht demnach dem BO-Typ (3D)./"

OH O OH OH OH O
S~ ACP NN S~ ACP
MycKRB MycKRB
MSLA M1 BO MSLB M7 BO
3D-146 3D-148
OH OH O OH OH OH OH O
SwACP )\)YY\‘/\/YY\)LSNACP
MycKRB MycKRB
MSLA M2 B2 MSLA M8 B0
21.3D-147 3D-149
OH OH OH OH OH O
A A S~ ACP
MycKRB
MSLA M9 BO
3D-150

Abbildung 3-28: B-Reduktionsprodukte 156, 157, 158, 159 und 160, die in den PKS-Systemen MSLA und
MSLB durch die integrierte MycKRB wéahrend der Biosynthese von Mycolacton (44) dargestellt werden.

Die Reduktionsprodukte 156, 158, 159 und 160 besitzen ein 3b-Motiv und entsprechen damit der Konfiguration, die
durch KRs des BO-Typs erzeugt wird. Das Reduktionsprodukt 157 besitzt ein 2L3D- bzw. (2S,3R)-Motiv und ent-
spricht damit der Konfiguration, die durch KRs des Typs B2 erzeugt wird. In blau markiert sind die Polyketidketten-

abschnitte, die wahrend der Prozessierung von der MycKRB-Doméane reduziert werden, die Hydroxygruppe aber
durch eine Dehydratase-Domane entfernt wird.[60

Das Thiophenol-Substrat mit der hochsten relativen Aktivitdt ist wie bei EryKR6
K-TBSMP mit 8%. Die hochsten, relativen Aktivititen bei den SNAC-Substraten finden sich

fur K-PaMN (212%) und K-PiMN (86%).
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3. Ergebnisse und Diskussion

Tabelle 3-28: Umsitze, Diastereomerenverhiltnisse (dr), Stereoisomerenverteilung und Enantiomerenver-
héltnisse (er) der B-Hydroxy-Produkte (H-XMN) nach der Reduktion durch MycKRB.

Stereoisomere ® [%]

Produkt Umsatz?® drsyn:ani® A1 B2 B1 A2 er?
2p3L  2L3D 2D3D  2L3L syn anti
H-MMN 19% 4:96 0 0 0 100 - 0:100
H-EMN 12% 6:94 0 0 50 50 - 50:50
H-PaMN 93% 1:99 1 0 99 0 - 100:0
H-PiMN 72% 4:96 1 1 98 1 - 99:1
H-CPMN 57% 4:96 0 1 97 1 - 99:1
H-CHMN 52% 5:95 0 2 98 0 - 100:0
H-PMBMN 61% 2:98 1 0 99 0 - 100:0
H-PEGMN 10% 16:84 - - - - - -

a UPLC/MS; ® chirale HPLC.

K-PaMN und K-PiMN waren bei MycKRB ebenfalls die Substrate mit den hdchsten
Umsitzen von 93 bzw. 72%. K-PEGMN wurden nur zu 10% reduziert und besitzt den
geringsten Umsatz einhergehend mit dem geringsten Diastereomereniiberschuss von 68%.
Die Produkte aller anderen Substrate zeigten entsprechende Uberschiisse von 88 bis 98%,
allerdings fiir die anti-Produkte. Es wurden hauptséchlich die 2L3L- und 2D3D-Enantiomere
(A2 bzw. B1) nachgewiesen. Die Verteilung dieser beiden Enantiomere ist dabei abhingig
von der Grofie des Substrats bzw. dessen Polyketidteils. Das kleinste methylierte Substrat
K-MMN wurde ausschliefdlich zum 21.3L-Enantiomere reduziert (>99% ee). Wird das Poly-
ketidfragment um eine Methylengruppe verlidngert (K-EMN), so besteht das Reduktions-
produkt aus einem 1:1-Gemisch des 2L.3L- und 2D3D-Enantiomeres. Die lingere Alkylkette
von K-PaMN sorgte anscheinend fiir eine vollstindige Umkehr der A-Typ-Orientierung bei
K-MMN zur B-Typ-entsprechenden Orientierung. Dabei zeigten die Produkte H-PaMN,
H-PiMN zusammen mit den Produkten H-CPMN und H-CHMN hohe Enantiomereniiber-

schiisse von >98% fiir das jeweilige 2D3D-Isomer.
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O O OH O

NN SPant ——>» D NN SPant

151 3D-152

Schema 3-19: Verwendetes Polyen-Substrat 161 und das erhaltene b-Hydroxy-Produkt 162 in den MycKRB-
Studien von WUNDERLICH et al.l'52

Die in der Biosynthese bendtigte Substratorientierung erfolgt somit bei SNAC-
Substraten ab einer bestimmten Substratlinge. Allerdings wurde bei keinem dieser korrekt
orientierten Substrate die Konfiguration der a-Position alterniert. WUNDERLICH et al
konnte zeigen, dass die MycKRB-Reduktion des Pentaketids 161 ebenfalls mit hoher
Stereoselektivitit zum D-Hydroxy-Produkt 162 fithrt (99% ee, Schema 3-19, S. 101).0152
Diese und die zuvor beschriebenen Ergebnisse zeigen, dass die Orientierung im rekom-
binanten Doméne durch die Substratgrofie mit beeinflusst wird. In PKS-Systemen diirfte
hingegen primair die Interaktion mit der ACP die Ausrichtung des Substrats bestimmen. "

Die rekombinante MycKRB zeigte damit eine meist hohe Stereoselektivitit, die abhidngig

vom Substrat zu unterschiedlichen Konfigurationen fiihrte.

3.7.8 Enzymaktivitatstests mit K-MPeMN und K-MPeDN

Die strukturellen Besonderheiten und die Einordnung zu verschiedenen Polyketid-
Naturstoffen des Substratgemisches von K-MPeMN 130 und K-MPeDN 132 sind in
Kapitel 3.6.2 (S. 80) bereits beschrieben. An dieser Stelle soll nun auf die Konfigurationen
des Startmaterials, die der moglichen Produkte und den zugehorigen Enzymaktivitdtstests
eingegangen werden. K-MPeMN und K-MPeDN sind die einzigen Substrate, die ein
Chiralitdtszentrum innerhalb des Polyketidteils besitzen. Dieses befindet sich in {-Position
und betrifft die Methoxygruppe. Die Syntheseroute war nicht stereoselektiv, sodass von
einem racemischen Gemisch ausgegangen wurde. Die {-Position unterliegt keiner Keto-

Enol-Tautomerie, wie die a-Position von K-MPeMN.[110]
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3. Ergebnisse und Diskussion

H H
N Z v S/\/N\n/ Ws/\/N\H/
(o]

(0]

K-MPeMN 95 H-MPeDN 97

Abbildung 3-29: Strukturformeln der beiden Substrate K-MPeMN 130 und K-MPeDN 132 mit Chiralitats-
zentrum innerhalb des Polyketidteils.

Die Reduktion der f-Position bei K-MPeMN erzeugte in der Theorie ein Produktgemisch
aus acht Stereoisomeren (Abbildung 3-30, S. 102). Die chemische Reduktion erzeugte aller-
dings nur drei Enantiomerenpaare von H-MPeMN (Tabelle 3-29, S. 103; Abbildung 8-32,
S.312). Bei der chemischen Reduktion von K-MPeDN wurden hingegen die beiden
erwarteten Enantiomerenpaare nachgewiesen (Abbildung 3-30, S. 102; Abbildung 8-32,
S. 312). Die enzymatischen Reaktionen fithrten zur Reduktion von K-MPeMN durch jede
untersuchte KR-Domine, allerdings in stark unterschiedlichen Quantititen (Tabelle 3-29,
S. 103). Das a-dimethylierte Substrat K-MPeDN wurde hingegen von keiner KR-Doméne
als Substrat akzeptiert (Abbildung 8-32, S. 312).

c_> OH o OH O ~o OH O
)\/\/H)LSNAC SNAC WSNAC g SNAC
2L3D7D-H-MPeMN 2L3D7L-H-MPeMN 2L3L7D-H-MPeMN 2L3D7L-H-MPeMN
~ OH 0O o OH O o OH O ~o OH 0O

o O
WLSNAC

2p3L7L-H-MPeMN

B

=z SNAC

€
!

2p3L7D-H-MPeMN

/

o OH O
Z SNAC
3D7D-H-MPeDN

~ H O

nQ
w0

SNAC

!

3L7L-H-MPeDN

=z SNAC

2p3D7L-H-MPeMN

/

o) OH O
zZ SNAC
3D7L-H-MPeDN

~ H O

o
nQ

SNAC

!

3L7D-H-MPeDN

Abbildung 3-30: Strukturformeln méglicher Reduktionsprodukte.
A) Strukturformeln aller Stereoisomere des B-Hydroxyprodukts H-MPeMN 131 bei der (B-Reduktion von
K-MPeMN 130 und B) aller Stereoisomere des B-Hydroxyprodukts H-MPeDN 133 nach der -Reduktion von
kK-MPeDN 132. Die zu einem Enantiomerenpaar gehérenden Stereoisomere befinden sich Ubereinander.

WSNAC

2p3D7D-H-MPeMN

Die Konfigurationen der Produkte wurden nicht identifiziert, daher werden die

Enantiomerenpaare entsprechend der Reihenfolge der Retentionszeiten nummeriert.
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AmpKR2 zeigte mit 90% den héchsten Umsatz von K-MPeMN und eine hohe Stereoselek-
tivitdit mit einem Diastereomereniiberschuss von 94% des ersten Enantiomerenpaares.
Auch EryKR6 erzeugte bevorzugt dieses Enantiomerenpaar, allerdings mit geringerem Um-
satz (41%) und niedrigerem Uberschuss (52%). >99%ige Uberschiisse des zweiten
H-MPeMN-Enantiomerenpaares bewirkten die Domidnen AmpKR1, EryKR1-H und
EryKR1-P, allerdings nur mit sehr geringen Umsitzen (3 bis 28%). Im Fall von TylKR1
wurden 85% des Substrats K-MPeMN umgesetzt, mit einer bevorzugten Bildung des
zweiten Enantiomerenpaares (72% de). Die Domédnen EryKR1, MycKRA und MycKRB
zeigten keine signifikanten Stereoselektivititen. Diese drei Domiénen stellten zusitzlich

auch das dritte und MycKRA auch das vierte H-MPeMN-Enantiomerenpaar dar.

Tabelle 3-29: Umsitze und Anteile der Enantiomerenpaare von H-MPeMN nach enzymatischer oder
chemischer Reduktion von H-MPeMN.

Enantiomerenpaare ? [%]

Enzym Umsatz?
1 2 3 4
AmpKR1 5% 0 100 0 0
EryKR1 7% 25 38 38 0
TylKR1 85% 14 86 0 0
AmpKR2 90% 97 0 0 3
EryKR6 41% 76 18 0 6
MycKRA 54% 24 19 38 19
MycKRB 76% 0 57 43 0
EryKR1-H 3% 0 100 0 0
EryKR1-P 28% 0 100 0 0
TylKR1-H 82% 5 89 6 0
TylKR1-P 82% 15 80 5 0
NaBH, 70%"° 16 0 42 42

a UPLC/MS; ° Ausbeutel'%, Das EP 1 besitzt die niedrigste Retentionszeit (Abbildung 8-32, S. 312).

103



3. Ergebnisse und Diskussion

3.7.9 Zusammenfassung der Enzymaktivitatstests

Die Ergebnisse der Enzymaktivititstests zeigen, dass die untersuchten KR-Dominen
ibergreifende Tendenzen mit Bezug auf die Stereoselektivitit bei unterschiedlichen
Substraten besitzen. Mit Hinblick auf die verschiedenen Typen der KRs zeigen sich diese
Tendenzen in Dominen-spezifischer Weise. Eine Ubersicht der Diastereomeren- und der

Enantiomerenverteilungen fiir alle Enzym-Substrat-Kombinationen befindet sich in den

Abbildung 3-31 (S. 104) und Abbildung 3-32 (S. 105).

N

MMN

EMN

PaMN

PiMN

CPMN

CHMN

PMBMN

PEGMN

syn anti

2 0% D kein Umsatz
100%
100% I:l keine Daten

A1/B2 B1/A2

Abbildung 3-31: Alle Enzym-Substrat-Kombinationen mit Diastereomerenanteile im Reduktionsprodukt.
Die Daten fiir die chemische Reduktion sind in Tabelle 8-5 (S. 309) aufgefuhrt.

Die Domine EryKR1 zeigte fiir die untersuchten Substrate eine hohe spezifische Stereo-
selektivitdt und hinterldsst beinahe ausschlieflich das 21.3D-Motiv des B2-Typs (>94% de,
>99% ee). Die Hauptprodukte der Reduktion durch TylKR1 entsprachen mit einer hohen
Selektivitit der Konfiguration des B1-Typs (2D3D, >94% ee). Moderate Stereoselektivitit
fanden sich bei den Reduktionen durch AmpKR2, wobei die erhaltenen Hauptisomere
linearer Substrate die 2D3L-Konfiguration (A1-Typ, >80% de, >84% ee) besafien. K-MMN
scheint zu klein fiir eine spezifische Positionierung in den aktiven Zentren von TylKR1 und
AmpKR2 gewesen zu sein, wodurch im Fall von TylKR1 ein anderes Hauptisomer (2L3L,

98% de, 40% ee) und fiir AmpKR2 niedrige Selektivititen resultierten. Dies wurde fiir
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TylKR1 bereits von KEATINGE-CLAY eral und LUDEKE eral beschrieben (Kapitel XX,
Abbildung, S. XX).57%8 AmpKR1 zeigte zwar hohe Selektivitdten, aber nicht die in der
Literatur beschriebene 213L-Konfiguration des A2-Typs, sondern 2L3D-Motiv (B2).
Zusammen mit den sehr niedrigen Umsatzraten kann allerdings von einer fehlerhaften
Riickfaltung ausgegangen werden.

Die A1-Typ EryKR6 besafd im Gegensatz zu den bisher genannten Doménen nur geringe
Selektivititen, welche abhdngig vom Substrat unterschiedliche Konfigurationen erzeugten
(5 bis 78% de, 10 bis >99% ee). Auffillig war bei den drei Doménen TylKR1, AmpKR2 und
EryKR6, dass auch 21.3D-konfigurierte Isomere (B2) gebildet wurden und dies vor allem bei
den Substraten K-CPMN und K-CHMN. EryKR6 zeigte bei diesen beiden Substraten die
hochsten Selektivititen (213D, >52% de, >94% ee). Die sterisch-anspruchsvollen, tertidren
Strukture in K-CPMN und X-CHMN direkt neben dem zu reduzierenden Keton scheinen
einen Einfluss auf die Interaktion der Aminoséuren nahe dem aktiven Zentrum zu haben

und einhergehend die bevorzugte Substratorientierung zu beeinflussen.

N 5
3 & &
FESEFELES
g ¢ & & & & 3
2D
MMN
2L
2D
EMN
2L
2D
PaMN
2L
2D
PiMN
2L
CPMN 0
| x
2D
CHMN
2L
B =
PMBMN
2L
3L 30|3L 30|3L 3D|3L 3D(3L 3D|3L 3D(3L 3D|3L 3D
syn anti
I 0% D kein Umsatz
100%
100% I:I keine Daten
Al B2 Bl A2

Abbildung 3-32: Alle Enzym-Substrat-Kombinationen mit der Stereoisomerenanteile im Reduktions-
produkt.
Die Daten flr die chemische Reduktion sind in Tabelle 8-5 (S. 309) aufgefihrt.
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3. Ergebnisse und Diskussion

MycKRA reduzierte in der entsprechenden Biosynthese nur a-unverzweigte Substrate
zu 3L-Produkten (A0). Die untersuchten a-methylierten Substrate positionierten sich ent-
sprechend vorzugsweise in der A-Typ-Orientierung (298%). Da MycKRA in der Bio-
synthese evolutionidr nicht auf a-methylierten Polyketidketten selektiert wurde, besitzt
diese Doméne bei den meisten Substraten keine hohen Diastereoselektivitit (4 bis 60% de).
Die Enantioselektivitit war iiber alle Substrate hinweg hoch (296% ee).

MycKRB hingegen besaf3 insgesamt eine hohe Stereoselektivitit (88% de, >98% ee). Die
Konfiguration des Produkts war dabei abhidngig vom Substrat. Ist das Substrat klein, wie
K-MMN, so entstand das 2L3L-Enantiomer (A2, >99% ee). Bei Substraten ab einer Grofse
entsprechend dem Substrat K-PaMN drehte sich die Orientierung im aktiven Zentrum
offensichtlich um und es wurde das 2D3D-Motiv installiert (B1, >98% ee). K-EMN liegt in
diesem Groflenvergleich dazwischen und das Produktgemisch enthilt das Bl- und
A2-Enantiomer im Verhiltnis 1:1. Die Konfiguration des B2-Typs, zu welchem MycKRB

ebenfalls zdhlt, wurde bei keinem Produkt gefunden.

Die untersuchten KR-Domainen zeigten fiir viele Enzym-Substrat-Kombinationen hohe
Selektivititen. Die hdochsten Stereoselektivititen waren bei den Kombinationen zu finden,
bei denen das Surrogat dem natiirlichen Substrat sehr dhnlich war. Damit einher gingen
meist ebenfalls hohe relative Aktivititen, die zu hohen Umsitzen fiihrten. Gleichzeitig
besafien alle Dominen eine breite Akzeptanz fiir die getesteten SNAC-Derivate, auch wenn
in einigen Fillen die Umsitze und Selektivititen niedrig ausfielen. Die Ergebnisse machen
deutlich, dass die KR-Doménen generell fihig sind ein breites Spektrum an Substraten
umzusetzen. Je strukturell niher diese dem natiirlichen Substrat waren, desto hoher waren
Aktivitit und Stereoselektivitit der KR-Doméne. Umsetzungen von nicht-natiirlichen
Substraten konnten teilweise ebenfalls hohe Stereoselektivititen aufzeigen. Die
resultierenden Produktkonfiguration zeigte in diesen Fillen teilweise eine verdnderte
Substratorientierung an.

Eine der wichtigsten Einflussgrofien fiir die Stereoelektivitidt in PKS-Systemen bleibt
weiterhin die Interaktion zwischen der ACP und der KR (Schema 1-8, S. 11).163] Allerdings

unterstiitzt auch die Struktur des Substrats zusammen mit der Umgebung der aktiven
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Tasche die Interaktion und kann ohne dirigierende ACP ebenfalls zu hohen Selektivititen
fithren, wie in den vorliegenden Studien erfolgreich gezeigt werden konnte. Die evolu-
tiondren Anpassungen der KR-Domidnen erfolgten demnach jeweils spezifisch fiir ein

Hauptisomer innerhalb der Biosynthesen.
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4. Zusammenfassung

Ausgangspunkt fiir die vorliegenden Studien zu PKS-Ketoreduktase-Doménen waren die
B-Hydroxy-a-methyl-Strukturelemente  verschiedener Polyketid-Naturstoffe. ~Uber
mehrere Validierungsstufen wurde eine Auswahl von Ketoreduktase-Doménen getroffen,
die das Spektrum reduktionsaktiver Ketoreduktase-Typen abdeckte und Domanen friiher,
wie auch spiter Module umfasste (Tabelle 4-1, S. 108). Die MS/MS-Proteinidentifizierung
bestdtigte anschlieflend die erfolgreiche Genexpression und Isolierung der korrekten
Proteindoménen. Insgesamt standen somit sieben rekombinante KR-Domidnen mit

insgesamt elf Derivaten fiir die Enzymaktivititstests zur Verfiigung.

Tabelle 4-1: Einbezogene Ketoreduktase-Doménen mit natiirlicher Produktkonfiguration.[¢.22,26,30,60,90,91]

KR-Typ A0 A1 A2 BO B1 B2
3L 2D3L 2L3L 3D 2D3D 2L3D
friihes a EryKR1
Modul MycKRA AmpKR2 AmpKR1 - TylKR1 MycKRB?
spates a a
Modul MycKRA EryKR6 MycKRB

2 ist in mehreren PKS-Modulen der Mycolacton-Biosynthese vorhanden.

Die fiir die Studien bendtigten f-Keto-a-methyl-Substrate sollten iiber eine Route mit
moglichst direktem Zugang zu einem breiten Spektrum an Derivaten dargestellt werden.
Die effiktivste der untersuchten Synthesestrategien basiert im Schliisselschritt auf einer
decarboxylativen CLAISEN-Kondensation nach MASAMUNE er a/l'®! Diese biomimetische
Synthesestrategie ermdglichte die Darstellung verschiedener Derivate auf der vorletzten
Stufe (Schema 4-1, S. 109). Insgesamt waren 14 S-Keto-a-methyl-Derivate zuginglich,
wobei der Fokus auf den SNAC-Thioestern lag.

Der nichste Schritt beinhaltete die Etablierung eines geeigneten photometrischen Mess-
verfahrens fiir die Reaktionsverfolgung. Diese erfolgte iiber den NADPH-Verbrauch
wihrend der enzymatischen Reduktion. Zur Validierung dieser Methode wurden die

Versuche zu einer Reihe an KR-Doménen von WEISSMAN et al. erfolgreich reproduziert.!'#”)
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Hierauf basierend, wurden die relativen Aktivititen fiir alle Enzym-Substrat-Kombi-
nationen ermittelt und weiterfithrend die Reduktionsprodukte auf den Umsatz und die

Konfiguration des f-Hydroxy-a-methyl-Motivs hin untersucht (Abbildung 4-1, S. 110).

OX o o o o o o o
OMO > Ho)‘\l)j\SPh > R1)k|/U\SPh > R1)‘\|)LSNAC

RyMN
Y
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M E Pa Pi PEG
~
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i
z \O/©/\
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Schema 4-1: Finale Synthesestrategie mit decarboxylativer CLAISEN-Kondensation im zweiten Schritt.

Die Ketoreduktase-Domédnen mit den hochsten relativen Aktivititen {iber das gesamte
SNAC-Substratspektrum waren TylKR1, AmpKR2, sowie MycKRA. Die anderen Domidnen
zeigten eine stirker ausgeprégte substratabhéngige Reduktionsaktivitit. Je strukturell ndher
das Surrogat allerdings dem natiirlichen Substrat war, desto hoher waren die Aktivitdt und
die Stereoselektivitit. EryKR1 reduzierte mit hoher relativer Aktivitdt die kleinen Substrate
K-MMN und K-EMN. Wohingegen EryKR6 und MycKRB die hchsten Werte bei den etwas
grofieren, linearen Substraten K-PaMN und K-PiMN aufwiesen. Die absolute Produktkon-
figuration wurde anschliefend mittels einer Kombination aus NMR-Untersuchungen der
p-Hydroxy-Reduktionsprodukte und der entsprechenden 9-AMA-Ester bestimmt.

Die Stereoselektivititen der KR-Doménen waren insgesamt sehr hoch, jedoch teilweise
auch abhingig von der betrachteten Enzym-Substrat-Kombination. Die Orientierung des
Substrats im aktiven Zentrum wihrend der Katalyse ist dabei von zentraler Bedeutung. Je
bevorzugter eine katalytisch aktive Orientierung eingenommen wird, desto stirker sollte
dies in einer hoheren Stereoselektivitit resultieren. Mit den vorliegenden Ergebnissen
konnten einerseits Studien von KEATINGE-CLAY, LUDEKE und WEISSMAN reproduziert und
bestdtigen werden (Vergleiche Abbildung 1-5, S. 13, mit Abbildung 4-1, S. 110)57-%0 sowie
andererseits das Spektrum an Enzym-Substrat-Kombinationen um Surrogate mit

natiirlichen und nicht-natiirlichen Polyketidstrukturen vergréfiert werden. Dabei zeigte

109



4. Zusammenfassung

sich, je dhnlicher die Polyketidstruktur der Surrogate denen der natiirlichen Substrate war,
desto hoher waren die Stereoselektivititen. Die Produktkonfigurationen entsprachen
hierbei den in der Natur vorkommenden. Nicht-natiirliche Substrate fithrten teilweise zu

einer Abkehr von diesen Konfigurationen.
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Abbildung 4-1: Ubersicht aller Enzym-Substrat-Kombinationen mit SNAC-Derivaten.
A) Relative Aktivitaten (violett, gestrichelt: Bezugsmessung = 100%); B) Enantiomerenverteilungen der Produkte.

Die gezeigten, signifikanten Wirkungen von kleinen tags, wie z. B. Hiss, auf die Aktivitit
der Ketoreduktase-Doméne unterstreichen dabei, dass Interaktionen mit Distanz zum
aktiven Zentrums ebenfalls Einfluss auf dieses nehmen kénnen.

Unmittelbar relevant fiir die Stereoselektivitiat sind aber die Interaktion der KR mit
anderen Dominen, insbesondere der ACP {iiber Protein-Protein-Wechselwirkungen, und
die Protein-Substrat-Wechselwirkungen. Ein erstmaliger Einblick in den Einfluss von
nicht-natiirlichen Substraten und Surrogaten bei KR-Dominen spédter PKS-Module konnte

in dieser Arbeit gezeigt werden.
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Ausblick

Aufbauend auf dem in dieser Arbeit etablierten Zugang zu Ketoreduktase-Dominen, der
Synthesestrategie und den Analysemethoden konnen in weiteren Studien komplexere
Surrogate einbezogen werden. Solche sich den natiirlichen Substraten anndhernden
Surrogate wurden vor allem bei Doméinen aus spateren Modulen bisher nicht getestet.

Die Informationen aus diesen Studien sollen weitere Einblicke in die Interaktionsebenen
der Ketoreduktase-Dominen liefern, wobei der Fokus bei rekombinanten Dominen auf die
Substratstruktur und die direkten AS-Interaktionspartner liegt. Erweitert werden konnte
dies unter Einbezug von isolierten ACPs und dem Aufzeigen von Unterschieden bei der
Bindung von freien und ACP-gebundenen Substraten.

Weitere Ansitze liegen in strukturellen Studien zu Ketoreduktase-Doménen mittels
Proteinkristallographie oder —-NMR-Spektroskopie; vorzugsweise in Kombination mit
einem Substrat oder Inhibitor. Die Verkniipfung der zusitzlichen Strukturdaten mit den
Erkenntnissen aus den Enzymaktivititstests kann die Basis fiir rationale Ansdtze der
gerichteten Mutagenese liefern, sodass Ketoreduktase-Doménen auf ein ausgewihltes
Substrat und eine angestrebte Produktkonfiguration hin angepasst werden konnten.

Die moglichen Anwendungsgebiete des gerichteten Protein-Engineerings von modul-
eingebundenen Dominen in PKS-Systemen erstrecken sich von der gezielten Herstellung
von Feinchemikalien iiber die in vitro bis hin zur in vivo Darstellung von Polyketid-

derivaten.
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5. Summary

The starting point for the presented studies on PKS-ketoreductase domains were the
structural f-hydroxy-a-methyl elements of various natural polyketide compounds. A
selection of ketoreductase domains was made over several validation stages, which covered
the spectrum of reduction-active ketoreductase types and comprised domains earlier and
later modules (Table 5-1, p.112). The MS/MS protein identification confirmed the
successful gene expression and isolation of the correct protein domains. In the end there
were seven recombinant KR domains with a total number of eleven derivatives available

for the enzyme activity tests.

Table 5-1: Included ketoreductase domains with the configuration of the natural product.[6-22:26,30,60,90,91]

KR-type A0 A1 A2 BO B1 B2
3L 2D3L 2L3L 3D 2D3D 2L3D
early a EryKR1
modul MycKRA AmpKR2 AmpKR1 - TylKR1 MycKRB®
late a a
modul MycKRA EryKR6 - - - MycKRB

2 is present in several PKS-modules of the mycolacton biosynthesis.

The f-keto-a-methyl substrates required for the studies were planned to be synthesized
by a route with direct access to a wide range of derivatives. The most effective of the
investigated synthetic strategies is based on a decarboxylative CLAISEN condensation
according to MASAMUNE ez al as the key step.!® This biomimetic synthesis strategy
enabled the synthesis of various derivatives at the second to last stage (Scheme 5-1, p. 113).
In total 14 p-keto-a-methyl derivatives were accessible, the focus being on the SNAC
thioesters.

The next step included the establishment of a suitable photometric measurement method
for reaction monitoring. This was done via the NADPH consumption during the enzymatic
reduction. A number of experiments by WEISSMAN ez al. were successfully reproduced to

validate this method.!'¥) Based on this, the relative activities of all enzyme-substrate-
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combinations were determined and the reduction products were further examined for the

conversion and the configuration of the f-hydroxy-a-methyl motif (Figure 5-1, p. 114).

oXo o o o o o o
OJ\r&O > HO)I\l/u\SPh > R1)H/U\SPh > R1)H/U\SNAC

Y TN WS
*-«/a @ @ »Wz, ng

Scheme 5-1: Final synthesis strategy with the decarboxylative CLAISEN condensation in the second step.

The ketoreductase domains with the highest relative activities throughout the entire
SNAC substrate spectrum were TylKR1, AmpKR2 and MycKRA. The other domains
showed a more pronounced substrate-dependent reduction activity.

However, the closer the surrogate’s structure to the natural substrate, the higher its
activity and stereoselectivity. EryKR1 reduced the small substrates K-MMN and K-EMN
with high relative activity. Whereas EryKR6 and MycKRB had the highest values for the
larger, linear substrates K-PaMN and K-PiMN. The absolute product configuration was then
determined using a combination of NMR studies of the f-hydroxy reduction products and
the corresponding 9-AMA esters.

The stereoselectivities of the KR domains were overall very high, but also dependent on
the enzyme-substrate combination considered. The orientation of the substrate in the active
site during catalysis is of central importance. The more preferred a catalytically active
orientation is, the more should this result in a higher stereoselectivity. On the one hand,
the present results could reproduce and confirm the studies of KEATINGE-CLAY, LUDEKE
and WEISSMAN (see Figure 1-5, p. 13, and Figure 5-1, p. 114).57-%! On the other hand, the
spectrum of enzyme-substrate-combinations with surrogates with natural and non-natural
polyketide structures could be enlarged. It was shown that the more similar the polyketide
structure of the surrogates was to that of the natural substrates, the higher was the

stereoselectivities. The product configurations in those cases corresponded to the ones
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5. Summary

found in nature. Non-natural substrates led, in part, to a shift away from these

configurations.
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Figure 5-1: Overview of all enzyme-substrate-combinations with SNAC derivatives.
A) Relative activities (purple, dashed: reference = 100%); B) Enantiomeric distributions of the products.

The shown, significant effects of small tags, e.g. Hise, on the activity of the ketoreductase
domain underline that even distant interactions can have an influence on the active site.
However, the interaction of the KR with other domains, in particular the ACP via protein-
protein-interactions, and the protein-substrate-interactions are directly relevant for
stereoselectivity. Within this work a first insight into the influence of non-natural

substrates and surrogates on KR domains of late PKS modules could be shown.
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Outlook

Building on the established access to ketoreductase domains, the synthesis strategy and
the analysis methods, more complex surrogates can be included in further studies. Such
surrogates, which are close to the natural substrates, have not been tested so far, especially
for domains of later modules.

The information from these studies should provide further insights into the interaction
levels of ketoreductase domains, focusing on recombinant domains on the substrate
structure and the direct AS-interaction partners. This could be expanded to include isolated
ACPs and show differences in the binding of free and ACP-bound substrates.

Further approaches lie in structural studies of ketoreductase domains using protein
crystallography or protein NMR spectroscopy, preferably in combination with a substrate
or inhibitor. The combination of the additional structural data with the findings of the
enzyme activity assays may provide the basis for rational approaches to site-directed
mutagenesis, so that ketoreductase domains could be adapted to a selected substrate and a
desired product configuration.

The possible areas of application for directed protein engineering of module-integrated
domains in PKS systems range from the production of fine chemicals to in vitroand in vivo

synthesis of polyketide derivatives.
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6. Experimenteller Teil

6.1 Materialen und Gerate

Tabelle 6-1: Zum Einsatz gekommener Gerate inklusive Bezugsquellen.

Gerite Bezugsquelle
Analysenwaage AES-200-4C Kern®
Chemie-Membranpumpe VP-100C Vacuubrand

Chromatographiesystem AKTA PURE 25 PROTEIN PURIFICATION
SYSTEM, Probenschlaufe 50 mL SUPERLOOP; Saule HISTRAP FF
5 mL, UV-Detektor U9-L, Leitfahigkeitsdetektor C9, Fraktionen-
sammler F-9R, Kihlzelle UNICHROMAT 900 (15 °C, UNIEQUIP),
Software UNICORN 6.3

GE Healthcare

Chromatographiesystem WATERS AcQuiTY™ UPLC®, BEH C18
Saulen Partikelgr. 1.7 ym, Durchm. 2.1 ym, Lange 50 mm; Single

Quadrupole Massenspektrometer, Stickstoffgenerator NMG 11 Waters
(CMC INSTRUMENTS)

Digitalwaage HAT-3000 A&D
Drehschieberpumpe RZ 6 mit Vakuummessgerat DCP-3000 + Vacuubrand
Sensor VSP-3000

Elektrophoresespannungsquelle peqPOWER 300 PeqlLab
Elektrophoresesystem (horiz.) PERFECTBLUE™, Midi S PegLab
Elektrophoresesystem (horiz.) PERFECTBLUE™, Mini M PeglLab
Elektrophoresesystem (horiz.) PERFECTBLUE™, Mini S PegLab
Elektrophoresesystem (vertik.) PERFECTBLUE™, Twin M PeqglLab
Gefrierschrank (-20 °C) GNP 2666-20 Liebherr
Geldokumentationsanlage Gel iX 20 IMAGER Intas

Geldokumentationsanlage LTF Labortechnik
Inkubationsschiittler MAXQ 6000
Kihlzelle TECTOCELL COMPACT, KUBA DFAE 031 (4 °C)

LTF Labortechnik
ThermoFisher Scientific

Viessmann / Kelvion

Laborabzug VARIOLAB MOBILIEN W90 Waldner
Labor-Kuhl-Gefrierkombination (ex-geschutzt) LCExv 4010 Liebherr
Laborreinigungs- und Desinfektionsautomat PG 8583 Miele
Magnetrihrer HEI-STANDARD Heidolph
Magnetriihrer HEI-TEC, Temperaturfihler PT-1000 Heidolph
Magnetriihrer RCT basic IKA
12-Mehrkanal-Pipette Braun

Mikroplattenlesegerat VARIOSKAN™ LUX
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Gerate

Bezugsquelle

Mikrowelle R322STWE

Minizentrifuge SPROUT®

PCR-/Thermo-Cycler peqSTAR

pH-Meter LAB 855

Pipetten Pipetman® Classic

Pipetten Research® Plus

Pipettierhilfe PIPETUS®

Prazisionswaage EW-200-3NM
Rotationsverdampfer HEI-VAP PRECISION ML/G3
Schlenk-Linie

Schiittler RS-VA 10

Schittler VORTEX-GENIE 2

Sicherheitswerkbank MSC ADVANTAGE 1.8
Standautoklav VX-65

Sterilfiltrationsanlage MiLLIPORE® XX1504700
THERMOMIXER® C, SMARTBLOCK™ 24x 1.5 mL, Deckel
Ultraschallbad SONOREX RK 106

Ultraschall-Homogenisator SoNoPLUS HD 3100, Sondenspitze
MS-73, Larmschutzbox LS 8

Ultratiefkiihlschrank (-80 °C) U410

Vakuumkonzentrator CONCENTRATOR PLUS, Rotor F45-48-11,
Rotor F-35-6-30

Vakuumpumpe Rotavac Valve Control

Vakuumpumpe SOGEVAC SV40 BI

Warmeschrank U-SEIRE UN160

Wippschuttler RK-1D

Zelldichte-Messgerat ULTROSPEC™ 10 Cell

Zentrifuge CENTRIFUGE 5804 R, Rotor FA-45-6-30, Rotor S-4-72
Zentrifuge MICRO STAR 17R, Mikrozentrifugenrotor 75003424

Sharp
Sprout®
PeglLab

S| Analytics
Gilson
Eppendorf
Hirschmann

Kern®
Heidolph

Goldmann
Phoenix Instrument

Scientific Industries

ThermoFisher Scientific

Systec
Merck
Eppendorf

Bandelin
Bandelin
Eppendorf
Eppendorf

Heidolph
Leybold
Memmert
Witeg
GE Healthcare
Eppendorf

ThermoFisher Scientific
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6. Experimenteller Teil

Tabelle 6-2: Verwendete Materialien.

Materialien

Bezugsquelle

MDROP™ Platte fir Plattenlesegerat
96er Mikrotiterplatten F fur Plattenlesegerat
Analysengefalie fir die Massenspektrometrie SF/label (1.5 mL)

AmiCcoN® Ultra 15 mL Zentrifugenfilter (MWCO: 10000 kDa und
30000 kDa)

CRYOPURE Roéhrchen (2 mL)

Desinfektionslésung SPITACID

Dialysegefalle (2/3/5 L)

Dialysemembran MEMBRA-CEL® (MWCO 14000 kDa)
DURAN® Glasflaschen (25/50/100/250/500/1000 mL)
DURAN® Kultivierkolben mit/ohne Spirale (50/250/500 mL)
DURAN® Glaskolben (5/10/50/100 mL), Becherglaser (50/100 mL)
Einmalspritzen INJEKT® F Tuberkulin (1 mL)
Einmalspritzen INJEKT® Luer Solo (2/5/10/20 mL)
Halbmikro Einmal-Kuvetten (1.5 mL)

Indikatorpapier Spezialindikator (pH 6.5-10 und pH 4-7)
Membranfilter Cellulosenitrat WHATMAN™ (0.45 um)
Messzylinder (50/100/250/1000 mL)

Molekularsieb (3 A)
Ni-NTA-Affinitdtschromatographie-Saulen HisTrap FF 5 mL
NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up Kit

Orange-Gel

Pasteurpipetten (150/230 mm)

PCR-Reaktionsgefal® MULTIPLY®-PRO (0.2 mL)
Petrischalen

Reaktionsgefale (0.5/1.5/2 mL)

Reaktionsgefalle CELLSTAR® TUBES (15/50 mL)
Sequenzier-Kit MIX2SEQ

Serologische Pipetten (10/25 mL)

Spritzenfilter CHROMAFIL® O-20/15 MS (0.20 um)
Spritzenfilter CHROMAFIL® XTRA PTFE-45/13 (0.45 um)
Spritzenfilter ROTILABO® CA, steril (0.45 um)

Spritzenkanilen STERICAN® (0.6 x 80 mm, 0.6 x 30 mm, 0.8 x
50 mm, 0.8 x 120 mm, 0.4 x 20 mm, 0.9 x 0.4 mm)

ThermoFisher Scientific

Sarstedt
Macherney-Nagel

Merck

Sarstedt
EcolLab®
VitLab®
Carl Roth
Schott
Schott
Lenz Laborglas
Braun
Braun
Brand
Merck
GE Healthcare
Isolab Laborgerate
Grissing
GE Healthcare
Macherney-Nagel
Grissing
Brand
Sarstedt
Sarstedt
Sarstedt
Greiner Bio-One
Eurofins Genomics
Sarstedt
Macherney-Nagel
Macherney-Nagel
Carl Roth

Braun
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6.2 Stamme, Plasmide, Gene und rekombinante Proteine

6.2.1 Bakterienstamme

Die verwendeten Bakterienstimme wurden kommerziell erworben (s. Tabelle 6-3), in
Eigenproduktion vermehrt und zu transformationskompetenten Bakterien tiiberfiihrt
(Kapitel 6.3.4, S. 128). Die Plasmidpraparation wurde mit dem £. co/i TOP10 durchgefiihrt.

Die Expression der verwendeten Gene erfolgte im £ coli Expressionsstamm BL21(DE3).

Tabelle 6-3: Verwendeten Bakterienstamme.

E. coli Stamm Genotyp Resistenz Bezugsquelle
One Shot® F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) StrR INVITROGEN™
TOP10 ®80lacZAM15 AlacX74 recA1 araD139

A(ara-leu)7697 galU galK rpsL-(strR) endA1

nupG A-
BL21™ (DE3) F- ompT hsdSB(rB-mB-) gal dcm (DE3) - NOVAGEN™

[= lacl lacUV5-T7 genet ind1 sam7 nin&]

6.2.2 Plasmide

Tabelle 6-4: Relevante Plasmide, die als Ausgangs- oder Zielvektor dienten.

Plasmid Eigenschaften Resistenz GroRe Bezugsquelle

pET28a(+) pBR322-Ursprung, KanR 5369 bp unbekannt
Thrombinspaltsequenz,
MCS, Tags: 5-His6, 3'-His6

pUC57 pBR322-Ursprung KanR 2710 bp Genewiz
pMK pUC57-Derivat KanR 2393 bp Genewiz
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6. Experimenteller Teil

Tabelle 6-5: Kommerziell erhaltene oder durch Klonierung erzeugte Plasmide. CH/CP: tag-Zusatz, CH:

3’-His6, CP: 3’-Pro5.

Plasmid GroRe [bp] Gen GroRe [bp] tag
pET28a(+)_ambKR6_CP 2 6641 ambKR6 1377 5’-His6, 3’-Pro5
pUC57 _ampKR1?® - ampKR1 1461 -
pET28a(+)_ampKR1 ¢ 6794 ampKR1 1527 5’-His6
pET28a(+)_ampKR1_CH ¢ 6793 ampKR1_CH 1587 5'-His6, 3’-His6
pET28a(+)_ampKR1_CP ¢ 6791 ampKR1_CP 1599 5-His6, 3’-Pro5
pMK_ampKR2 " - ampKR2 1425 -
pET28a(+)_ampKR2 ¢ 6758 ampKR2 1491 5’-His6
pMK_eryKR1"® - eryKR1 1460 -
pET28a(+)_eryKR1° 6791 eryKR1 1524 5’-His6
pET28a(+)_eryKR1_CH ¢ 6790 eryKR1_CH 1584 5’-His6, 3'-His6
pET28a(+)_eryKR1_CP ¢ 6788 eryKR1_CP 1596 5’-His6, 3’-Pro5
PMK_eryKR6® - eryKR6 1356 -
pET28a(+)_eryKR6 © 6689 eryKR6 1422 5'-His6
PMK_mycKRA b - mycKRA 1557 -
pET28a(+)_mycKRA ¢ 6890 mycKRA 1623 5'-His6
pMK_mycKRB - mycKRB 1557 -
pET28a(+)_mycKRB ¢ 6890 mycKRB 1623 5'-His6
pPMK_tylKR1 b - tylKR1 1469 -
pET28a(+)_tyIKR1 ° 6800 tylKR1 1533 5’-His6
pET28a(+)_tylIKR1_CH ° 6799 tylKkR1_CH 1593 5’-His6, 3'-His6
pET28a(+)_tylkR1_CP @ 6797 tylkR1_CP 1605 5'-His6, 3'-Pro5

Erstellt von: 2 Timm Ensfelder; ® GENEwiz; ¢ Marius Schroder; ¢ Franziska Hemmerling
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6.2.3 Rekombinante Proteine

Tabelle 6-6: Rekombinante Ketoreduktase Doméanen mit einer Auswahl an Eigenschaften.

Protein tag Grofe M |2 Mola_re_r E):tinlf:ioni-

[AS] [kDa] koeffizient' [M' cm™]
AmpKR1 N-Hise 508 54.0 5.27 74940
AmpKR1_CH  N-Hise, C-Hiss 528 56.2 5.47 74940
AmpKR1_CP  N-Hiss, C-Pros 532 56.7 5.44 74940
AmpKR2 N-Hise 496 51.3 5.31 59470
EryKR1 N-Hise 507 53.2 5.23 69440
EryKR1_CH  N-Hisg, C-Hiss 527 55.4 5.46 69440
EryKR1_CP  N-Hiss, C-Pros 531 55.9 5.42 69440
EryKR6 N-Hise 473 49.3 5.63 55460
MycKRA N-Hise 540 57.3 5.45 89950
MycKRB N-Hise 540 57.7 6.23 47440
TylKR1 N-Hise 510 53.1 5.63 60960
TylIkR1_CH  N-Hiss, C-Hiss 530 55.3 5.85 60960
TylkR1_CP  N-Hiss, C-Pros 534 55.8 5.42 60960

a berechnet mit dem ProtParam Programm von ExPASy (2019).[153.154]
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6. Experimenteller Teil

6.3 Molekularbiologische Arbeiten

6.3.1 Polymerasekettenreaktion

Zur Amplifikation eines spezifischen DNA-Fragments wird die Polymerasekettenreak-
tion (PCR) eingesetzt. Die Spezifitit wird durch DNA-Primer sichergestellt, die die Ziel-
sequenz eingrenzen und als Ausgangspunkte fiir die Vervielfiltigung durch die hitzebe-
staindige DNA-Polymerase dienen. In jedem durchgefiithrten Zyklus von Denaturierung,
Primerhybridisierung (Annealing) und Elongation werden zuvor dargestellte Fragmente
ebenfalls als neue Matrizen fiir Primer und Polymerase verwendet, sodass es zu einer expo-

nentiellen Amplifikation kommt.

Standard-PCR

Das Standard-Programm zur Amplifikation eines Zielgens ist in Tabelle 6-7 und die
Zusammensetzung des hierfiir zusammengestellten Ansatzes in Tabelle 6-8 (S.123)

aufgefiihrt. Die verwendeten Primer sind unter Tabelle 6-13 (S. 126) gelistet.

Tabelle 6-7: Standard-PCR-Programm zur Amplifikation von spezifischen DNA-Fragmenten.

Schritt Temperatur Zeit
(1) Initiale Denaturierung 98 °C 30s
(2) Denaturierung 98 °C 15s
(3) Annealing primerspezifisch 30s
(4) Elongation 72 °C 30 s (30 s/ 1000 bp)
(5) Finale Elongation 72 °C 5 min
(6) Lagerung 4°C bis zur Entnahme

Schritt (2) - (4): 30 Zyklen
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Tabelle 6-8: Probenzusammensetzung fiir die Amplifikation von spezifischen DNA-Fragmenten.

Komponente Endkonzentration Volumen
5x Phusion-HF Puffer 1x 4.0 uL
dNTP-Mix (10 mM) 200 M 0.4 pL
fwd-Primer (10 pM) 0.5 uM 1.0 uL
rev-Primer (10 uM) 0.5 uM 1.0 uL
DNA Template - 0.1 uL
MPW - ad 20 uL
Phusion-HF DNA Polymerase (2 U/uL) 0.02 U/uL 0.2 uL

Gradienten-PCR

Die fiir eine PCR verwendeten Primer besitzen je nach Sequenz unterschiedliche Hybri-
disierungs-/Annealing-Temperaturen. Zur Ermittlung einer praktikablen Annealing-Tem-
peratur wird eine Gradienten-PCR durchgefiihrt. Diese erfolgt entsprechend dem
Standard-Programm allerdings mit einem Temperaturgradienten iiber die Fldche des PCR-
Heizblocks hinweg. Der Gradient wird iiber einen Temperaturbereich um eine simulierte

Annealing-Temperatur untersucht.

Kolonie-PCR

Die zu testenden Kolonien werden gepickt und ein Abstrich auf einer 2TY-Sicherungs-
platte mit entsprechendem Selektionsmarker erstellt. Die restlichen Zellen der Kolonie
werden in einen bereitgestellten PCR-Ansatz gegeben. Die Zusammensetzung des Reak-

tionsansatzes und das verwendete PCR-Programm sind in den Tabelle 6-9 und Tabelle 6-10

(beide S. 124) aufgefiihrt.
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Tabelle 6-9: Kolonie-PCR-Programm zur Amplifikation von spezifischen DNA-Fragmenten.

Schritt Temperatur Zeit
(1) Initiale Denaturierung 98 °C 300 sin
(2) Denaturierung 98 °C 30s
(3) Annealing primerspezifisch 30s
(4) Elongation 72 °C 45 s (30 s/ 1000 bp)
(5) Finale Elongation 72 °C 300 min
(6) Lagerung 4°C bis zur Entnahme

Schritt (2) - (4): 30 Zyklen

Tabelle 6-10: Probenzusammensetzung zur Durchfiihrung einer Kolonie-PCR.

Komponente Endkonzentration Volumen
10x FD Green Buffer 1x 1.0 uL
MgCl; (25 mM) 4.5 mM 1.6 uL
dNTP-Mix (10 mM) 200 pM 0.2 yL
fwd-Primer (10 uM) 0.5 uM 0.5uL
rev-Primer (10 uM) 0.5 uM 0.5uL
Bakterienkolonie 1x -
MPW - ad 10 L
Taq DNA Polymerase (1 U/uL) 0.02 U/uL 0.2 uL

Ortsgerichtete Mutagenese

Die ortsgerichtete Mutagenese (Site-directed Mutagenesis, SDM) ist eine PCR Methode,
die durch die Wahl spezieller Primer die Einfiithrung von regiospezifischen Mutationen
ermoglicht. Mit der SDM konnen Insertionen, Deletionen und Substitutionen erzeugt
werden, wobei die Grofie des jeweiligen Bereichs nur durch die Stabilitit der Primer und
der Plasmidgrofie limitiert ist. Die Zusammensetzung des Reaktionsansatzes und das
verwendete PCR-Programm sind in den Tabelle 6-11 und Tabelle 6-12 (beide S. 125) auf-
gefithrt. Die verwendeten Primer sind unter Tabelle 6-13 (S. 126) gelistet.

Jeder 25 pL. SDM-PCR-Ansatz wurde nach Abschluss des Hauptprogramms mit 1 pL

Dpn I (1 U/pL, 37 °C, 1.5 h) versetzt, um das Template bakteriellen Ursprungs abzubauen.
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Die Inaktivierung von Dpn I erfolgte bei 60 °C fiir 10 min. Die PCR-Produkte wurden ohne

Reinigungsschritt direkt fiir eine Transformation mit TOP 10 eingesetzt.

Tabelle 6-11: Mutagenese-PCR-Programm zur Einfiigung einer Mutation in ein bestehendes Konstrukt.

Schritt Temperatur Zeit
(1) Initiale Denaturierung 98 °C 2 min
(2) Denaturierung 98 °C 30s
(3) Annealing 45150 55|60 °C 30s
(4) Elongation 72 °C 4 min (30 s/ 1000 bp)
(5) Finale Elongation 72 °C 10 min
(6) Lagerung 4°C bis zur Enthnahme

Schritt (2) - (4): 30 Zyklen

Tabelle 6-12: Probenzusammensetzung zur Einfiigung einer Mutation in ein bestehendes Konstrukt.

Komponente Endkonzentration Volumen
5x Phusion-HF Puffer 1x 5.0 uL
DMSO - 1.25 uL
dNTP-Mix (10 mM) 200 uM 0.50 pL
fwd-Primer (10 uM) 0.5 uM 1.25 uL
rev-Primer (10 uM) 0.5 uM 1.25 uL
DNA Template 75-100 ng/uL 0.25 uL
MPW - ad 25 uL
Phusion-HF DNA Polymerase (2 U/pL) 0.02 U/uL 0.25 pL
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Verwendete Primer

Die Primer (1) bis (8) wurden fiir die Standard-PCR und Kolonie-PCR eingesetzt. Die
Primer (9) und (10) wurden fiir die Sequenzierung oder fiir die Kolonie-PCR verwendetet.
Die Primer (11) bis (22) wurden fiir SDM genutzt. In der Tabelle 6-13 (S. 126) sind genutzte
Restriktionsschnittstellen kursiv, genutzte Start- und Stoppcodons unterstrichen und die

angestrebten Insertionen fett dargestellt.

Tabelle 6-13: Verwendete Primer fiir Sequenzierung und die verwendeten PCR-Varianten.

Nr. Primerbezeichnung [bp] Sequenz (5°-> 3’)

(1) ambKR6_F 34  AAAAAACATATGCTGGGTCCTGATGGTGAACTGG
(2) ambKR6_R 31 AAAAAAGAATTCGATGCTGCACGACGTGCCG

(3) ampKR1_F 27  AAAAAAACATATGCCGGGCCTGGCCAG

(4) ampKR1_R 27  AAAAAAAGAATTCGGCACGATCGGCCA

(5) tylKR1_F 27  AAAAAAACATATGAGCCCGACCGATGC

(6) tylkR1_R 27  AAAAAAAGAATTCTGCGGTCAGGGCTT

(7) mycKRA_F 23 AAAAAAACATATGGCCCAGAACG

(8) mycKRA_ R 23 AAAAAAAGAATTCCTAACTTTCG

(9) pET28 Seq_fwd 20 TAATACGACTCACTATAGGG

(10) pET28_Seq_rev 18  GCTAGTTATTGCTCAGCG

(11)  ampKR1_6583insTAA_F 29 GGCCGATCGTGCCTAAGAATTCGAGCTCC

(12) ampKR1_6583insTAA_R 29 GGAGCTCGAATTCITAGGCACGATCGGCC

(13) ampKR1_6583insGC_F 28 GGCCGATCGTGCCGCGAATTCGAGCTCC

(14) ampKR1_6583insGC_R 28 GGAGCTCGAATTCGCGGCACGATCGGCC

(15) eryKR1_6592insTAA_F 33 GCTGCAGAACCTCGTTAAGAATTCGAGCTCCGT
(16) eryKR1_6592insTAA_R 33 ACGGAGCTCGAATTCTTAACGAGGTTCTGCAGC
(17)  eryKR1_6592insGC_F 32 GCTGCAGAACCTCGTGCGAATTCGAGCTCCGT
(18)  eryKR1_6592insGC_R 32 ACGGAGCTCGAATTCGCACGAGGTTCTGCAGC
(19) tylKR1_6601insTAA_F 31  AAGCCCTGACCGCATAAGAATTCGAGCTCCG
(20) tylKR1_6601insTAA R 31 CGGAGCTCGAATTCITATGCGGTCAGGGCTT
(21) tylKR1_6601insGC_F 30 AAGCCCTGACCGCAGCGAATTCGAGCTCCG
(22) tylKR1_6601insGC_R 30 CGGAGCTCGAATTCGCTGCGGTCAGGGCTT
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6.3.2 Restriktion von Plasmid-DNA

Die eingesetzten DNA-Fragmente und Zielvektoren werden mit dem in Tabelle 6-14
aufgefiithrten Ansatz der Restriktion unterzogen. Die Restriktionsansitze werden fiir 2 h
bei 37 °C und 350 UpM im Dunkeln inkubiert. Anschlieffend werden die Restriktions-

enzyme durch eine Denaturierung bei 65 °C {iber 20 min inaktiviert.

Tabelle 6-14: Zusammensetzung des Restriktionsansatzes.

Komponente Endkonzentration Volumen
Vektor | Insert - 50 ng/uL | -~ 10 ng/uL angepasst
10x FD Puffer 1x 6.0 uL
FD EcoRI (1 U/uL) 0.025 U/uL 1.5 puL
FD Ndel (1 U/uL) 0.025 U/uL 1.5 uL
MPW - ad 60 pL

Die Uberpriifung erfolgt mittels Agarosegelelektrophorese (Kapitel 6.3.10, S. 131). Der
verbleibende Teil der Proben wurde mit Hilfe des NUCLEOSPIN® GEL AND PCR CLEAN-UP
Kits (MACHEREY-NAGEL; Kapitel 6.3.7, S. 130) und die linearisierten Fragmente isoliert. Die
erhaltenen DNA-Fragmente werden bei -20 °C gelagert oder direkt fiir weitere Schritte

eingesetzt.

6.3.3 Ligation von linearisierter DNA

Die Ligation von linearisiertem Zielvektor und linearisierten Insert-Fragmenten erfolgt
bei Raumtemperatur iiber drei Stunden hinweg. Der entsprechende Ansatz ist in Tabelle

6-15 aufgefiihrt.

Tabelle 6-15: Zusammensetzung des Ligationsansatzes.

Komponente Endkonzentration Volumen
Vektor 5.0 ng/uL angepasst
Insert 5x molarer Uberschuss angepasst
10x T4 Ligasepuffer 1x 2.0puL
T4 DNA-Ligase (5 U/uL) 0.05 U/uL 0.2 uL
MPW - ad 20 pL
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6.3.4 Herstellung chemisch kompetenter Bakterienzellen

2TY-Medium 16 g/L Trypton, 10 g/L Hefeextrakt, 5 g/L Natriumchlorid
Kompetenzpuffer I 50 mM Calciumchlorid, 10 mM Kaliumacetat, pH 6.2
Kompetenzpuffer I 50 mM Calciumchlorid, 10 mM Kaliumacetat, 20% (v/v) Glycerin, pH 6.2

Die Herstellung chemisch kompetenter Zellen beginnt mit der Inokulation einer Vorkultur
von 5 mL 2TY-Medium (15 mL-Reaktionsgefdf) mit dem gewiinschten £. co/i-Stamm und der
Inkubation bei 37 °C und 180 UpM {iiber Nacht. 1 mL dieser Kultur wird in einen mit 50 mL
2YT-Medium gefiillten 250 mL-Kultivierkolben mit Edelstahlspirale tiberfiihrt und fiir 3 h bei
37 °C und 180 UpM inkubiert. Im Anschluss wird die Kultur fiir 10 min bei 4 °C und 3500 xg
zentrifugiert und das Pellet bei 0 °C fiir einen kurzen Zeitraum gelagert. Das Resuspendieren
des Zellpellets erfolgt vorsichtig in 50 mL eiskaltem Kompetenzpuffer I, gefolgt von 1 h Inku-
bation bei 0 °C. Die Zellsuspension wird fiir 10 min bei 4 °C und 3500 xg zentrifugiert, das Pellet
vorsichtig in 5 mL eiskaltem Kompetenzpuffer II resuspendiert und die Suspension wihrend
der Aliquotierung auf Eis gelagert. Jedes Aliquot enthilt ein Volumen von 50 pL Zellsuspension

und wird direkt in fliissigen Stickstoff schockgefroren. Die Lagerung erfolgt bei -80 °C.

6.3.5 Transformation chemisch kompetenter Bakterienzellen

SOC-Medium 2.0% (w/v) Trypton, 0.5% (w/v) Hefeextrakt, 10 mM Natriumchlorid, 25 mM

Kaliumchlorid, 25 mM Magnesiumchlorid x H20, 1.0% (w/v) Glukose, pH 7.0
2TY-Agar 16 g/L Trypton, 10 g/L Hefeextrakt, 5 g/L Natriumchlorid, 16 g/L Agar
Kanamycin 60 mg/mL Kanamycin-Monosulfat in MPW

Ein Aliquot (50 pL) chemisch kompetenter E. coli-Zellen wird mit 1 pL gereinigter
Plasmid-Losung oder 2 —5 pL eines Ligationsansatzes versetzt und vorsichtig mechanisch
durchmischt. Nach einer Inkubation von 30 min auf Eis erfolgt ein Hitzeschock bei 42 °C
fiir 45 s. Die Zellen werden direkt fiir 10 min auf Eis gelagert. Im Anschluss werden diese
mit 500 pL vorgewdrmtem SOC-Medium versetzt und fiir 1 h bei 37 °C und 350 UpM
inkubiert. Die Zellsuspension wird darauthin fiir 30 s bei 5000 xg zentrifugiert und 400 pL
Uberstand verworfen. Die verbliebenen 100 pL werden vorsichtig resuspendiert, auf einer
2YT-Agarplatte mit entsprechender Antibiotikaresistenz ausplattiert und iiber Nacht bei
37 °C inkubiert.
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6.3.6 Stammbhaltung

Die Lagerung der erworbenen und erzeugten Stamme erfolgt als Cryo- bzw. Gefrier-
kulturen. Hierfiir wird eine 5 mL Vorkultur mit einem Stamme inokuliert und {iber Nacht
bei 37 °C und 180 UpM inkubiert wurde. 500 pL dieser Vorkultur werden mit 500 pL einer
50% (w/v) Glycerin-Losung vermischt (Endkonzentration 25% (w/v) Glycerin) und in bei

-80 °C gelagert.

6.3.7 Isolierung von Plasmid-DNA

Alkalische Lyse

Losung I 50 mM Tris, 10 mM EDTA, pH 8.0
Losung II 200 mM Natriumhydroxid, 1% (w/v) SDS
Losung III 3 M Kaliumacetat (pH 5.5)

RNAse I-Losung 10 mg/mL RNAse I in MPW

Ausgangssituation ist eine Vorkultur von 5 -6 mL 2TY-Medium und entsprechendem
Selektionsmarker, die bei 37 °C und 180 UpM iiber Nacht inkubiert wird. Diese Ubernacht-
kultur wird fiir 5 min bei 10000 xg zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Zell-
pellet in 1 mL LosungI resuspendiert und 10 pL. RNAse I-Losung zugegeben. Die Zell-
suspension wird fiir 5 min bei Raumtemperatur inkubiert, mit 2 mL Losung II vermischt
und weitere 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Anschlieffend wird 1.5 mL Losung III
und 500 pL Chloroform hinzugegeben, kurz vermischt und fiir 10 min bei 4 °C und
10000 xg zentrifugiert. Der Uberstand wird vorsichtig abgenommen und mit 3.5 mL Iso-
propanol versetzt. Die folgende Zentrifugation wird fiir 30 min bei 4 °C und 13000 xg
durchgefiihrt und der Uberstand verworfen. Das verbleibende farblose Pellet wird mit 70%
(v/v) absolutem Ethanol (2x 1 mL) gewaschen und unter Vakuum getrocknet. Abschlie-
3end wird das Pellet in 100 — 300 uL. MPW aufgenommen.

Das erhaltene Material eignet sich fiir die lingerfristige Lagerung (-20 °C), Klonierungs-
arbeiten und Transformationen. Sequenzierungen des isolierten Materials weisen oft keine

oder Ergebnisse minderer Qualitit auf.
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Plasmid-Kit

Die Plasmidisolierung wird mit dem NUCLEOSPIN® GEL AND PCR CLEAN-UP Kit von
MACHEREY-NAGEL durchgefithrt. Wichtig ist, dass die Zentrifugationsschritte bei Raum-
temperatur durchgefiihrt werden um das Kristallisieren der Salze in den verwendeten
Pufferl6sungen zu verhindern. Dieser Punkt ist nicht in der Anleitung hervorgehoben,
mindert die Qualitdt und Quantitdt des Isolierten Materials allerdings deutlich.

Das erhaltene Isolierte Material eignet sich fiir die lingerfristige Lagerung (-20 °C),

Klonierungsarbeiten, Transformationen und Sequenzierungen.

6.3.8 Konzentrations- und Reinheitsbestimmung von DNA

Die photometrische Analyse von linearisierter und zirkularer DNA erfolgt bei A = 230 nm,
260nm und 280 nm am Mikrotiterplattenlesegerit VARIOSKAN™ LUX (THERMOFISHER
SCIENTIFIC™) unter Verwendung der uDROP™ Platte. Die Konzentration wird iiber A2 ermit-

telt; die Reinheit iiber die Quotienten A260/A2s0 und A230/Azeo.

6.3.9 DNA-Sequenzierung

Die Sequenzierung isolierter Plasmid-DNA erfolgt durch die Firma EUROFINS GENOMICS
unter Verwendung des Sequenzierkits MIX2SEQ. Dem Firmen-Protokoll folgend werden
15 pL gereinigte Plasmid-DNA-Losung mit einer Konzentration von 50 — 100 ng/pL vor-
gelegt und mit 2 pL. des Sequenzierprimers versetzt. Jedes Konstrukt wird zweimal prépa-
riert; einmal fiir die Vorwirts- (forward/fwd-Primer) und einmal fiir die Riickwirtssequen-

zierung (reverse/rev-Primer). Die Primer sind in Tabelle 6-13 (S. 126) gelistet.
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6.3.10 Agarosegelelektrophorese

TAE-Puffer 40 mM TRis/Acetat, 1 mM EDTA, pH 8.0

6x Probenpuffer 10 mM Tris/HCL, 60% (v/v) Glycerin, 0.03% (w/v) Bromphenolblau, 0.03% (w/v)
Xylencyanol FF, 60 mM EDTA, pH 7.6

Farbstoff MIDORI GREEN ADVANCE®, BIOZYM

DNA-Standard GENERULER 1 kb DNA LADDER, THERMOFISHER SCIENTIFIC™

Einzel- oder doppelstringige DNA-Fragmente werden bei der Agarosegelelektrophorese
nach ihrer Grofie aufgetrennt. Da die DNA ein Polyanion ist, wandert diese in dem ange-
legten elektrischen Feld in Richtung der Anode. Die polymerisierte Agarose bildet je nach
Konzentration des Gels ein entsprechend dichtes Netzwerk aus, durch welches grofie DNA-
Fragmente langsamer wandern als kleine.

Die verwendeten Agarosegele enthalten 1% Agarose, welches in erhitztem TAE-Puffer
gelost wurde. Dariiber hinaus wird der abgekiihlten Losung der Fluoreszenz-Farbstoff
MIDORI GREEN ADVANCE® (1 pL/10 mL Gel) zugegeben. Der Farbstoff lagert sich an das
Phosphat-Riickgrat der DNA an und ermdglicht eine Detektion unter UV-Licht (254 nm).
Als Referenz der verschiedenen Laufstrecken wird ein Standard (5 pL. GENERULER 1 kb
DNA LADDER) als zusdtzliche Probe aufgetragen, der Polynukleotide definierter Linge
enthielt.

Die DNA-Proben werden mit 6x Probenpuffer versetzt und auf das verfestigte Gel auf-
getragen. Die Gelelektrophorese wird in TAE-Puffer mit einer angelegten Spannung von
50V fiir 10 min ausgefiihrt und anschlieffend 100 V fiir 60 min bis die unterste Farbstoff-

bande etwa zwei Drittel der Gellidnge zuriickgelegt hat.
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6.4 Proteinbiochemische Arbeiten

6.4.1 Vorkultur

2TY-Medium 16 g/L Trypton, 10 g/L Hefeextrakt, 5 g/L. Natriumchlorid
Kanamycin 60 mg/mL Kanamycin-Monosulfat in MPW

Eine Vorkultur dient der Anzucht einer Bakterienkultur in einem kleinen Volumen aus-
gehen von einer Cryokultur oder einer Kultur auf einer Agarplatte.

Die in dieser Arbeit genutzten Vorkulturen besaflen ein Volumen von 5 — 8 mL 2TY-
oder LB-Medium mit Kanamycin A als Selektionsmarker. Hierfiir wurden 0.1% (v/v) des
Kulturvolumens eingesetzt. Die Inokulation erfolgt mit einer geringen Menge an Bakterien
(Mikropipettenspitze). Die Vorkulturen wurden bei 37 °C und 180 UpM iiber Nacht
inkubiert. Die Vorkultur konnte im Anschluss zur Inokulation einer Expressionskultur
(Hauptkultur), der Erstellung einer Cryokultur oder der Plasmidisolation genutzt werden.
Die Bestimmung der Bakteriendichte erfolgte indirekt iiber die photometrische Ermittlung

der ODeoo.

6.4.2 Expressionskultur

LB-Medium 10 g/L Trypton, 5 g/L Hefeextrakt, 5 g/L Natriumchlorid
2TY-Medium 16 g/L Trypton, 10 g/L Hefeextrakt, 5 g/L Natriumchlorid
Kanamycin 60 mg/mL Kanamycin-Monosulfat in MPW

Eine Expressions- bzw. Hauptkultur dient der Erzeugung einer grofden Anzahl von Bak-
terien und der Verwendung dieser zur heterologen Expression der Gene auf den zuvor
transformierten Plasmiden.

Die Expressionskulturen besafien ein Volumen von 50 — 200 mL 2TY-Medium versetzt
mit 0.1% (v/v) Selektionsmarker. Das Kulturvolumen entspricht dabei 40% des Volumens
der Erlenmeyer-Kulturkolben mit Metallspirale. Das Kulturmedium wird ausgehend von
einer Vorkultur auf eine ODeoo von 0.05 inokuliert und anschliefend bis zu einer ODeoo von
0.4-0.6 bei 37 °C und 180 UpM inkubiert. Die heterologe Genexpression wird durch die
Zugabe von IPTG (Endkonzentration 1 mM) initiiert und erfolgt bei 16 °C und 180 UpM
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iiber 22 h. Abschlieflend wird mittels Zentrifugation (10 min, 4 °C, 5000 xg) das Medium

abgetrennt und die erhaltenen Zellpellets werden bei -20 °C gelagert.

6.4.3 Zellaufschluss

Der Aufschluss der zuvor kultivierten Bakterien setzt die dargestellten, rekombinanten
Proteine in das umgebende Medium frei, welche durch heterologe Genexpression herge-
stellt werden.

Das Zellpellet wird hierfiir in einem fiir die weiteren Arbeiten geeigneten Puffer resus-
pendiert; fiir 0.1 g Pellet wurden 1 mL Puffer zugesetzt. Der Zellaufschluss erfolgte mittels
Ultraschallsonde (BANDELIN, Sonde MS73). Die resuspendierten Zellen wurden bei 0 °C
iiber 10 min hinweg Ultraschall ausgesetzt; a zehn Zyklen von 30 s Puls (Amplitude 45%,
0.02 kJ/s) und 30 s Pause. Die loslichen Proteine und Bestandteile (Uberstand bzw. Zell-
lysat) wurden anschlieffend von den unléslichen Bestandteilen, Organellen und Zelltriim-
mern (Pellet) durch Zentrifugation (30 min, 4 °C, 10000 xg) getrennt. Die Fraktion von

Interesse, Pellet oder Zelllysat, wurde bis zur weiteren Verwendung auf Eis gelagert.

6.4.4 Proteinruckfaltung

Lysepuffer 50 mM TRris/HCI, 100 mM Natriumchlorid, 5 mM EDTA, 0.1% (w/v) Natrium-
azid, 1 mM DTT, 0.1 mM PMSF, pH 8.5

Denaturierungspuffer 50 mM TRIS/HCl, 8 M Urea, pH 8.5
Dialysepuffer 50 mM Tris/HCI, pH 8.5

Die Riickfaltung von Proteinen ist eine Methode, die es ermdglicht unloslich produzierte
Proteine in eine l6sliche Form zu {iiberfithren. Ausgangspunkt ist die Annahme, dass
unlosliche rekombinante Proteine nach der Biosynthese nicht in ihrer nativen Faltungs-
struktur vorliegen. Mit einem geeigneten Puffersystem wird zunichst die unlosliche
Faltungsstruktur aufgelost und die linearisierte Aminosédurekette anschliefSend langsam in

das native Faltungsmuster iiberfiihrt.
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Der Zellaufschluss erfolgt fiir die Riickfaltung in Lysepuffer (1 mL pro 0.1 g Zellpellet).
Die 16slichen und nicht-16slichen Bestandteile werden mittels Zentrifugation nach dem
Zellaufschluss (Kapitel 6.4.3, S. 133) getrennt. Der Uberstand wird verworfen, das Pellet im
selben Volumen Lysepuffer resuspendiert und zentrifugiert (30 min, 4 °C, 10000 xg). Das
erhaltene Pellet wird fiir den Schritt der Denaturierung in 1 mL Denaturierungspuffer je
0.1 g urspriinglichem Zellpellet suspendiert. Die Inkubation erfolgt bei Raumtemperatur
fir 60 min und war gefolgt von einem weiteren Zentrifugationsschritt (30 min, 4 °C,
10000 xg). Das Pellet wurde verworfen und der Uberstand mit Dialysepuffer auf 5 M Harn-
stoff verdiinnt. Die darauffolgende Riickfaltung wurde mittels Dialyse durchgefiihrt. Die
Proteinlésung wurde in einen Dialyseschlauch (MWCO 14 kDa, CARL ROTH) iiberfiihrt und
verschlossen. Die Dialyse erfolgte bei 4 °C iiber Nacht gegen ein circa 200faches Volumen
Dialysepuffer, unter leichtem Rithren. Am nichsten Tag wird der Inhalt des Dialyse-
schlauchs in ein geeignetes Gefif3 iiberfithrt und bis zur weiteren Verwendung auf Eis

gelagert.

6.4.5 Nickel-NTA-Affinitatschromatographie

Waschpuffer I 30 mM Tr1s/HCl, 500 mM Natriumchlorid, 10% (v/v) Glycerin
Waschpuffer II 30 mM TRis/HCIL, 500 mM Natriumchlorid, 10 mM Imidazol, 10% (v/v) Glycerin
Elutionspuffer 30 mM Tris/HCL, 500 mM Natriumchlorid, 500 mM Imidazol, 10% (v/v) Glycerin

Die Nickel-Nitrilotriessigsaure(NTA)-Affinitdtschromatographie wird zur Isolierung
von Fusionsproteinen verwendet, die einen Histidin-zag (His-tag) am N- oder (-Terminus
besitzen. Bei dieser Methode wird die Stabilitit von zweiwertigen Metallionen in
Verbindung mit chelatisierenden Liganden genutzt. Das auf einer Sepharose-Matrix
immobilisierte NTA bildet mit zweiwertigen Nickelionen einen stabilen Komplex, indem
vier der sechs Koordinationsstellen von der NTA belegt werden. Die verbleibenden zwei
freien Koordinationsstellen konnen von einem His-zag besetzt werden und entsprechende
Fusionsproteine an der Matrix binden. Die Elution der Proteine erfolgt mit Imidazol,

welches den His-tag aus der Koordination am Nickel verdringt.
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Das Zelllysat wird filtriert (CA, 0.45 pm) von restlichen unléslichen Bestandteilen be-
freit. Die Reinigung der His-markierten Proteine erfolgte mit dem AKTA PURE 25 PROTEIN
PURIFICATION SYSTEM. Die Methode basiert auf einem linearen Gradienten, bei welchem

die Anteile des Imidazol-haltigen Elutionspuffer erh6ht werden (Tabelle 6-16).

Tabelle 6-16: Programm fiir die Ni-NTA-Affinititschromatographie mit linearem Gradienten.

Durchflussvolumen [mL] Waschpuffer [%] Elutionspuffer [%)]
0 100 0
Xa 100 0
X+25 0 100
X+ 30 0 100
X+35 100 0
X +40 100 0

@ Durchflussvolumen bis die UV-Absorption einen Wert unter 50 mAU aufweist.

6.4.6 Pufferaustausch mittels GroRenausschlusssaule

HEPES-Puffer 150 mM HEPES, 100 mM Natriumchlorid, 10% (w/v) Glycerin, pH 7.5

Enzymaktivititstests erfordern zumeist andere Puffersysteme als bei der Freisetzung,
Rekonstituierung oder Affinititschromatographie Anwendung finden. Der Pufferaustausch
kann mittels Grofienausschlusssdule erfolgen. Die Ausschlussgrenze muss unter der
Molekularmasse des enthaltenen Proteins liegen.

Die Proteinldsungen aus Abschnitt 6.4.5 wird einem Pufferaustausch mittels PD-10 Ent-
salzungssdulen (MWCO 5 kDa, GE HEALTHCARE) gegen den Glycerin-haltigen HEPES-
Puffer unterzogen. Der Vorgang wurde bei 4 °C nach Herstellerangaben gravimetrisch

durchgefiihrt. Die erhaltenen Proteinlosungen wurden aliquotiert und bei -80 °C gelagert.
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6.4.7 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

12% Trenngel 40% (v/v) Acrylamid-Bisacrylamidlosung 19:1 (30%), 390 mM Tris/HCI (pH 8.8),
0.1% (w/v) SDS, 0.04% (v/v) TEMED, 0.1% (w/v) APS

5% Sammelgel 17% (v/v) Acrylamid-Bisacrylamidlésung 19:1 (30%), 62.5 mM TRiS/HCI (pH
6.8), 0.1% (w/v) SDS, 0.1% (v/v) TEMED, 0.1% (w/v) APS

4x Probenpuffer 20 mM DTT, 200 mM Tris/HCl, 20% (w/v) Glycerin, 8% (w/v) SDS, 0.8% (w/v)
Coomassie Blue R-250

Fixierlosung 50% (v/v) Ethanol, 10% (v/v) Eisessig

Firbelosung 5% (v/v) Ethanol, 7.5% (v/v) Eisessig

Coomassielosung 7.75 mM Coomassie Blue R-250

Die Analyse der Expressionen und darauffolgenden Prozessen erfolgte durch denatu-
rierende SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) nach LAEMMLLI) Die
entfalteten Proteine liegen aufgrund des angelagerten SDS als Polyanion vor und wandern
durch das Polyacrylamid-Netzwerk Richtung Anode. Grofiere Aminosdureketten (ent-
faltete Proteine) wandern schneller als kleinere.

Die Proteinproben fiir die Gelelektrophorese wurden mit Probenpuffer versetzt und
anschliefend bei 95 °C fiir 10 min denaturiert. Die Polyacrylamidgele wurden mit dem
PERFECTBLUE™ System von PEQLAB hergestellt. Die SDS-PAGE erfolgte bei einer konstan-
ten Spannung von 125V fiir 10 min und anschliefSend bei konstanten 175 V fiir 1.5 h.
Neben den Proteinproben wurden 5 pL. PAGERULER™ PRESTAINED PROTEIN LADDER der
Firma THERMOFISHER SCIENTIFIC als Grofienstandard aufgetragen. Nach abgeschlossener
Proteinauftrennung wurde das Trenngel mit Fixierlésung iiberschichtet und fiir 30 s in der
Mikrowelle erhitzt, gefolgt von 5 min Inkubation auf einer Wippschiittelplatte. Anschlie-
f8end wurde das Gel mit 50 mL Farbelosung und 200 pL Coomassie-Losung iiberschichtet,
bei 30 s in der Mikrowelle erhitzt und iiber 20 — 60 min auf der Wippschiittelplatte gefarbt.
Die Entfirbung des Gels wurde in MPW iiber Nacht auf der Wippschiittelplatte vollzogen.
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6.4.8 Protein LCMS/MS-Analysen

MS/MS-Puffer I 10 mM DTT, 100 mM Ammoniumhydrogencarbonat, pH 8.5

MS/MS-Puffer 11 55 mM 2-Iodacetamid, 100 mM Ammoniumhydrogencarbonat, pH 8.5
MS/MS-Puffer III 100 mM Ammoniumhydrogencarbonat-Lésung (pH 8.5) plus Acetonitril (1:1)
MS/MS-Puffer IV 25 mM Ammoniumhydrogencarbonat, pH 8.5

UPLC Laufmittel A 70% (v/v) Acetonitril, 0.1% (v/v) Trifluoressigsdure

UPLC Laufmittel B Wasser, 0.1% (v/v) Trifluoressigsdure

Die eindeutige Identifizierung von Proteinen wird mittels LCMS/MS-Analyse sicher-
gestellt. Die zu untersuchenden Proteine werden einem tryptischen Verdau unterzogen
(Schnittstellen nach Lysin oder Arginin) und die resultierenden Peptide iiber eine Gesamt-
massen-Analyse und eine Fragmentmassen-Analyse identifiziert. Die erhaltenen Daten
werden mit einer Protein-Datenbank abgeglichen, woraufthin eine Zuordnung des Proteins
ermdglicht wurde.

Die zu untersuchenden Proteine werden aus einem SDS-Gel erhalten. Die Protein-
banden werden ausgeschnitten, zerteilt (1 x 1 mm), in ein 1.5 mL-Reaktionsgefaf3 iiber-
fiihrt und zusammen mit 500 pL Acetonitril fiir 10 min inkubiert. Der Uberstand wird
verworfen. Die Gelstiicke werden mit 50 pL. MS/MS-Puffer I bedeckt und fiir 30 min bei
56 °C inkubiert. Anschlief}end werden die abgekiihlte Probe mit 500 uL. Acetonitril versetzt
und erneut fiir 10 min inkubiert. Der Uberstand wird verworfen, die Gelstiicke mit 50 pL
MS/MS-Puffer II {iberschichtet und diese fiir 20 min im Dunkeln inkubiert. Der Uberstand
wird verworfen. Durch die Zugabe von 100 pL. MS/MS-Puffer III erfolgt die Entfarbung der
Gelstiicke. Ein mehrfacher Wechsel der Losung gefolgt von kurzen Inkubationsphasen
sorgt fiir eine vollstindige Entfirbung. Die l6sungsbefreiten Gelstiicke wurden erneut mit
500 pL Acetonitril inkubiert bis diese eine weifle Firbung annehmen. Der tryptische
Verdau der Proteine in den Gelstiicke erfolgt durch Zugabe von 50 uL. MS/MS-Puffer IV,
1 yL Trypsin-Losung (100 ng/pL) und Inkubation von 90 min bei 4 °C. AnschliefSend
werden 20 pL. MS/MS-Puffer IV hinzugegeben um die Gelproben mit Fliissigkeit bedeckt
zu halten. Die Hauptphase des Verdaus erfolgt iiber Nacht bei 37 °C. Am nichsten Tag wird
das Reaktionsgefif zentrifugiert (10 min, 4 °C, 10000 xg) und der Uberstand fiir die Analyse

in ein neues 1.5 mL-Reaktionsgefaf3 iiberfiihrt.
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Die LCMS/MS-Analyse der Peptidproben erfolgt an einer PROMINECE UPLC (SHIMADZU)
mit einem nachgeschalteten TRIPLE TOF 5600+ Massenspektrometer. Die Trennung der
Fragmente findet iiber eine HYPERSIL™ ODS C-18 Siule (5 pm Partikelgrofie, 200 A Poren-
grofde, THERMOFISHER SCIENTIFIC) mit einem Gradienten von 0—40% Laufmittel A in
20 min, 40 — 95% Laufmittel A in 2 min, 95% Laufmittel A fiir 2 min und 0% Laufmittel A
fiir 6 min bei einer Flussrate von 70 pL/min statt. Die Ionisierung erfolgte iiber eine
TURBO V™ Jonenquelle (SCIEX) mit 5500 V Ionisationsspannung, 35 V Gegenstromgas, 4 V
Quellengas, einer Probentemperatur von 350 °C und einer Kollisionsenergie von 43 V. Die
Detektion fiir das Massenspektrum erfolgte in einem Bereich von 400 bis 1250 m/z. Dem
Scan des Peptidvorldufers fiir 0.25s folgten bis zu 20 MS/MS-Scans zwischen
100 — 2000 m/z. Die Selektion der Fragmente erfolgte dabei iiber einen Ladungszustand von
+2 bis +5 mit iiber 150 Detektionen pro Sekunde und einer Massentoleranz von 0.05 Da.

Die erhaltenen Rohdaten wurden mit BYONIC™ (PROTEIN METRICS 2.8.2) prozessiert.
Bezogen auf den tryptischen Verdau wurden zwei ausgelassene Lysin- bzw. Argininschnitt-
stellen toleriert. Die Massentoleranz des Vorlduferpeptids wurde mit 2 Da, die des Peptid-
fragments mit 0.6 Da festgelegt. Weiterhin wurden géngige Modifikationen wie Oxida-

tionen, Methylierungen, Acetylierungen und Carbamidomethylierungen beriicksichtigt.
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6.5 Enzymaktivitatstests

6.5.1 NADPH-Kalibrierung

HEPES-Puffer I 150 mM HEPES, 100 mM Natriumchlorid, 10% (w/v) Glycerin, pH 7.5
HEPES-Puffer 11 150 mM HEPES, 100 mM Natriumchlorid, 10% (w/v) Glycerin, 6% (v/v) DMSO,
pH75 (Ziel: 3% (v/v) DMSO)

Die Analysen der Enzymaktivititstests basieren auf der photometrischen Vermessung
der Umsetzung von NADPH zu NADP* durch das Enzym. Der Kofaktor NADPH dient bei
der Enzymreaktion als Reduktionsmittel und besitzt ein lokales Absorptionsmaximum bei
A = 340 nm. Die oxidierte Form NADP* absorbiert in diesem Wellenldngenbereich nicht.[43]
Um die erhaltenen Extinktionswerte in entsprechende Konzentrationen umzurechnen,
wird eine Kalibrierung fiir die Umrechnung vorgenommen. Die Kalibrierung erfolgt fiir
sechs definierte Konzentrationen an NADPH in HEPES-Puffer (3% (v/v) DMSO) im
Triplikat unter Anwesenheit einer rekombinanten Ketoreduktase-Doméne (ohne Enzym:

kein Meniskus; mit Enzym: konkaver Meniskus).

6.5.2 Relative Enzymkinetiken

HEPES-Puffer I 150 mM HEPES, 100 mM Natriumchlorid, 10% (w/v) Glycerin, pH 7.5
HEPES-Puffer I1 150 mM HEPES, 100 mM Natriumchlorid, 10% (w/v) Glycerin, 6% (v/v) DMSO,
pH75 (Ziel: 3% (v/v) DMSO)
Enzym-Losungen 30 — 120 pM Enzym, HEPES-Puffer I (Ziel: 5.0 uyM Enzym)
NADPH-Lo6sung 10 mM NADPH, HEPES-Puffer I (Ziel: 1.0 mM NADPH)
Substrat-Losung 20 mM Substrat, HEPES-Puffer II (Ziel: 5.0 mM Substrat)

Relative Enzymkinetiken erméglichen den Vergleich verschiedener Enzym-Substrat-
Kombinationen unter definierten, gleichbleibender Reaktionsbedingungen, wie zum
Beispiel einer konstanten Enzym- oder Substrat-Konzentrationen. Die untersuchte Start-
phase sollte eine konstante Reaktionsrate besitzen. Eine Reaktionskomponente muss
hierfiir im mehrfachen Uberschuss vorliegen. Diese Komponente sollte bevorzugt am

geschwindigkeitsbestimmenden Reaktionsschritt beteiligt sein.
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Die durchgefiihrten Enzymreaktionen werden mit dem Mikrotiterplattenlesegerit
VARIOSKAN™ LUX (THERMOFISHER SCIENTIFIC) verfolgt. Die photometrische Detektion erfolgt
je Messung fiir 100 ms bei 340 nm (Amax von NADPH) und wird fiir jede Reaktion und Referenz
im Triplikat von jeweils 100 pL bei 25 °C durchgefiihrt. Referenzmessungen erfolgen mit
HEPES-Puffer sowie HEPES-Puffer inklusive Enzym und NADPH. Die zweite Referenz diente
der Detektion der Oxidation von NADPH durch Sauerstoff in der Atmosphire oberhalb der
Reaktionslésung. Die Zusammenfiihrung aller Einzelkomponenten erfolgt in einer 96er Mikro-
titerplatte, wobei darauf geachtet wurde, dass die finale DMSO-Konzentration tiberall 3% (v/v)
betragt.

Die zuerst pipettierten Komponenten sind HEPES-Puffer I und II, gefolgt von der
NADPH-L6sung (final: 1 mM) und der Enzym-Losung (final: 5 uM). Eine Vorinkubations-
phase von 20 min bei 600 UpM mit einer Messung pro Minute folgt.

Die Zugabe der Substrat-Losung (25 pL, final: 5 mM) erfolgt mittels gerdteinternem
Dispenser (Dispensiergeschwindigkeit: Medium) und wurde direkt gefolgt von einer
Schiittelphase von 30s bei 600 UpM. Die Platte verldsst daraufhin das Gerit und eine
Schutzfolie wird manuell {iber die Mikrotiterplatte geklebt um ein Austrocknen der Reak-
tionslosungen zu verhindern. Sobald die Platte sich wieder im Gerit befindet, wird eine
Messung durchgefiihrt. Die Reaktion wird fiir 2 h bei 600 UpM mit einer Messung pro
Minute verfolgt. AnschliefSend wurden die Enzymreaktionen optional fiir weitere 22 h mit
einer Messung pro fiinf Minuten beobachtet. Die Auswertung der Anfangsgeschwindig-
keiten erfolgt fiir den Zeitraum ausgehend von der Substratzugabe bis zur zehnten Minute.

Alle Reaktionsproben werden abschliefSend extrahiert. Hierfiir werden alle Triplikate
(3x 100 pL) in einem 2.0 mL Reaktionsgefaf iiberfiihrt, jede Position mit 100 pL. MPW
gewaschen und diese Volumina mit den Reaktionslésungen vereinigt. Die Extraktion
erfolgt mit Ethylacetat (3x 600 pL). Die Phasentrennung wird mittels Zentrifugation
(5 min, 4 °C, 5000 xg) unterstiitzt. Die organischen Phasen werden in einem 2.0 mL Reak-
tionsgefaf vereinigt und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Die Lagerung der trock-
enen Proben erfolgt bei -20 °C oder -80 °C.

Die Proben wurden fiir die Analyse mittels UPLC-MS in 350 pL. n-Hexan/Isopropanol

(85:15 v/v) aufgenommen. 50 pL werden in ein 1.5 mL-Reaktionsgefif iiberfithrt und das
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Losungsmittel im Vakuum entfernt. Der Riickstand wird in 1 mL Acetonitril/Wasser (1:1
v/v) gelost und in ein geeignetes Probengefafs filtriert (PTFE, 0.2 pm) und bei 4 °C bis zur

zeitnahen Messung gelagert.

6.5.3 Enzymkinetiken

HEPES-Puffer I 150 mM HEPES, 100 mM Natriumchlorid, 10% (w/v) Glycerin, pH 7.5
HEPES-Puffer I1 150 mM HEPES, 100 mM Natriumchlorid, 10% (w/v) Glycerin, 6% (v(v) DMSO,
pH75 (Ziel: 3% (v/v) DMSO)
Enzym-Losungen 30 — 120 pM Enzym, HEPES-Puffer I (Ziel: 5.0 pM Enzym)
NADPH-Lgsung 10 mM NADPH, HEPES-Puffer I (Ziel: 1.0 mM NADPH)
Substrat-Losung 10 mM Substrat, HEPES-Puffer II (Ziel: 1.0-5.0 mM Substrat)

Enzymkinetiken ermdglichen die Berechnung der Enzymaktivitit (Km), der maximalen
Reaktionsgeschwindigkeit (vmax) und der katalytischen Effizienz (k) eines Enzyms. Diese
GrofSen lassen sich unabhingig von der verwendeten Enzym- oder Substratkonzentration
bestimmen. Die Durchfithrung der Enzymkinetiken entspricht bis auf die Substrat-Konzen-
tration dem Versuchsaufbau der Relativen Kinetiken (Kapitel 6.5.2, S. 139). Es werden Mes-
sungen mit fiinf verschiedenen Substrat-Konzentrationen im Triplikat durchgefiihrt. Die
photometrische Detektion wird nach 2 h beendet und es erfolgt keine Extraktion.

Die Auswertung basiert auf den Anfangsgeschwindigkeiten der Enzymumsetzung und
die Kinetik-Parameter werden in einer direkt-linearen Auftragung mittels nichtlinearer

Regression in Origin OEM ermittelt.
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6.5.4 Semipraparative Enzymreaktionen

HEPES-Puffer I 150 mM HEPES, 100 mM Natriumchlorid, 10% (w/v) Glycerin, pH 7.5
HEPES-Puffer I 150 mM HEPES, 100 mM Natriumchlorid, 10% (w/v) Glycerin, 6% (v(v) DMSO,
pH75 (Ziel: 3% (v/v) DMSO)
Enzym-Losungen 30 — 120 pM Enzym, HEPES-Puffer I (Ziel: 5.0 pM Enzym)
NADPH-Lo6sung 60 mM NADPH, HEPES-Puffer I (Ziel: 6.0 mM NADPH)
Substrat-Losung 15 — 20 mM Substrat, HEPES-Puffer II (Ziel: 5.0 mM Substrat)

Die Umsetzung von Substraten im semiprédparativen Maf3stab ermdglicht die Darstellung
von Produktmengen im Bereich von 0.1-0.6 mg (0.5-1.5 pmol), die geeignet sind fiir
Analysen mittels chiraler HPLC. Die Durchfiihrung der Reaktionen entspricht bis auf die
NADPH-Konzentration dem Versuchsaufbau der Relativen Kinetiken (Kapitel 6.5.2,
S. 139). NADPH liegt mit 120% der Substratstoffmenge im Uberschuss vor, sodass iiber 24 h
hinweg eine moglichst vollstindige Umsetzung des Substrats erreicht wird. Alle Abldufe
von Gerdteverwendung bis zur Extraktion und Lagerung wurden wie unter 6.5.2 (S. 139)
beschrieben durchgefiihrt.

Die Proben werden fiir die Analyse mittels chiraler HPLC in 350 pL n-Hexan/Isopro-
panol (85:15 v/v) aufgenommen. 300 uL. werden in ein 1.5 mL-Reaktionsgefaf? tiberfiithrt
und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Der Riickstand wird in 150 pL n-Hexan/Iso-
propanol (85:15 v/v) gelost und zentrifugiert (20 min, 4 °C, 5000 xg). Die oberen 100 puL der
Probe wurden in ein geeignetes Probengefif? {iberfiihrt und bei -20 °C bis zur zeitnahen

Messung gelagert.
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6.5.5 Praparative Enzymreaktionen

HEPES-Puffer 150 mM HEPES, 100 mM Natriumchlorid, 10% (w/v) Glycerin, pH 7.5
HEPES-Puffer I1 150 mM HEPES, 100 mM Natriumchlorid, 10% (w/v) Glycerin, 6% (v(v) DMSO,
pH75 (Ziel: 3% (v/v) DMSO)
Enzym-Losungen 30 — 120 pM Enzym, HEPES-Puffer I (Ziel: 5.0 uyM Enzym)
NADPH-LGsung 60 mM NADPH, HEPES-Puffer I (Ziel: 6.0 mM NADPH)
Substrat-Losung 10 mM Substrat, HEPES-Puffer II (Ziel: 5.0 mM Substrat)

Die Umsetzung von Substraten im praparativen Maf3stab ermdglicht die Darstellung von
Produktmengen im Bereich von 5.0 -10.0 mg (25-30 pmol), die geeignet sind fiir
Analysen mittels NMR- und VCD-Spektroskopie sowie eine pridparativ-handhabbare,
synthetische Umsetzung zu ermoglichen. Die Durchfithrung der praparativen Enzymreak-
tionen entspricht den semiprdparativen Enzymreaktionen (Kapitel 6.5.4, S. 142), wobei
erstgenannte in 1.5 mL. Reaktionsgefifien, grofieren Gesamtvolumina und ohne photo-
metrische Reaktionsverfolgung durchgefiihrt werden. Die Volumina wurden entsprechend
der umzusetzenden Substratmenge in einer entsprechenden Anzahl von 1.5 mL Reaktions-
gefifien aufgeteilt, wobei die Fiillhohe nicht 1.2 mL {iberschritt.

Nach 24 h bei 25 °C und 600 UpM werden die aufgeteilten Fraktionen vereinigt und
dreimal mit einem 1:1 Volumen an Ethylacetat extrahiert. Das Lésungsmittels wird im

Vakuum entfernt. Die Lagerung der Proben erfolgt bei -20 °C.
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6.6 Allgemeine Hinweise zu chemischen Synthesen

Reagenzien und Lésungsmittel

Alle kommerziell erhiltlichen Ausgangssubstanzen wurden bei SIGMA ALDRICH, ACROS
ORGANICS, MERCK, CARL ROTH, ALFA AESAR, FLUKA, CARBOLUTION, TCI, oder ABCR erworbe
n und ohne weitere Reinigung verwendet. Das in Synthesereaktionen genutzte Wasser
wurde aus der Hausanlage iiber Leitungen als vollentsalztes Wasser (VE-Wasser) bezogen.
Alle Puffer und Losungen fiir molekularbiologische und proteinbiochemische Arbeiten
sowie Enzymreaktionen wurden mit membranfiltrierten und entmineralisiertem Wasser
(MPW) dargestellt.

Alle weiteren Losungsmittel wurden in analysenreiner Qualitdt von FISHER CHEMICALS
und VWR CHEMICALS erworben. Trockene (wasserfreie) Losungsmittel wurden von SIGMA
ALDRICH, ACROS ORGANICS oder TCI bezogen und unter Argon und iiber Molekularsieb

gelagert.

Bedingungen der Synthesereaktionen

Alle Reaktionen, die mit absoluten Losungsmittel durchgefithrt wurden, fanden in unter
Vakuum ausgeheizten Glasgeriten unter Stickstoffatmosphire statt, wenn nicht anders
beschrieben. Die Zugabe von Feststoffen erfolgte im Stickstoffgegenstrom; die Zugabe von
Losungen und Fliissigkeiten mittels mit Inertgas gespiilten Spritzen und Kaniilen. Alle

Schritte ohne Temperaturangabe wurden bei Raumtemperatur durchgefiihrt.

Diinnschichtchromatographie (DC)

Die Diinnschichtchromatographie wurde mit einer mit Kieselgel 60 F254 beschichteten
Aluminium- oder Kunststofffolie der Firma MACHEREY -NAGEL durchgefiihrt. Die Detektion
erfolgte unter UV-Licht (254 nm) oder mit einer von verschiedenen Firbelosungen. Die
verwendeten Firbelosungen basierten auf Kaliumpermanganat (15 g/L. Kaliumpermanga-
nat, 100 g/L Kaliumcarbonat, 2.5 g/L. Natriumhydroxid in Wasser, Tauchbad, Erhitzen) oder
Vanillin (60 g/L Vanillin, 10 mL/L konzentrierter Schwefelsdure in Ethanol).
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Saulenchromatographie

Die Sdulenchromatographie wurde mit Kieselgel 60 (Porengréfie 0.040-0.063 mm) von

der Firma MACHEREY-NAGEL unter Verwendung von manueller Druckluft durchgefiihrt.

Darstellung von Kupfersulfat-impragniertem Silika

Kupfer(Il)-sulfat-Pentahydrat (1.00 g, 4.00 mmol) wurde in einer wissrigen Schlamme
von 9 g Kieselgel 60 (Porengrofie 0.040-0.063 mm) der Firma MACHEREY-NAGEL gelost und

das Wasser im Vakuum bei 60 °C entfernt.

NMR-Spektroskopie

'H NMR- und *C NMR-Spektren wurden an den Geriten DPx 200, DPx 400 oder
Avance III 500 HD der Firma BRUKER aufgenommen. Als Losungsmittel wurden deute-
riertes Chloroform (CDCls; 'H: 7.26 ppm, *C: 77.16 ppm), Wasser (D20; 'H: 4.79 ppm) oder
Acetonitril (CD3CN; 'H: 1.94 ppm, *C: 1.32 ppm) verwendet. Die chemischen Verschie-
bungen J'sind in parts per million (ppm) und mit Bezug zu dem Signal der Restprotonierung
des Losungsmittels angegeben.[156!

Die Kopplungskonstanten /sind in Hertz (Hz) in den 'H NMR-Spektren angegeben. Die
Signalmultiplizititen sind durch folgende Abkiirzungen gekennzeichnet: s = Singulett,
bs = breites Singulett, d = Dublett, t = Triplett, q = Quartett, m = Multiplett.

Die Daten der 13C NMR-Spektren enthalten die Angaben der Phasen von DEPT-
Messungen mit positv ,+“ (CH/CHzs), negativ ,,— (CH2) und Cq (quartire C).

Die Auswertung der Spektren erfolgte digital mit Hilfe des Programms MESTRENOVA der

Firma MESTRELAB RESEARCH statt.

Massenspektrometrie

Die Aufnahme der hochauflésenden Massenspektren (HRMS) erfolgten an einem
MicrOMASS LCT mit Lock-Spray Einheit mit Injektion der Proben im Loop Modus am Gerit
ALLIANCE 2695 (WATERS) oder am Gerdt THERMO SCIENTIFIC Q EXACTIVE (THERMOFISHER

SCIENTIFIC) mit Direkteinlass mit oder ohne LC-Trennung. Die Ionisierung erfolgte durch
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Elektrospray-Ionisation (ESI+) oder chemische Ionisation bei Atmosphérendruck (APCI).

Angegeben sind die gefundene und die berechnete Masse.

Drehwerte

Die spezifischen optischen Rotationen [] wurden bei der angegebenen Temperatur mit
einem Polarimeter Typ 241 von PERKIN-ELMER in einer 10 cm Quarzglaskiivette bei
A =589.3 nm (Natrium-D-Linie) gemessen. Die Angabe der Drehwerte erfolgt in °.cm?/10 g,

wobei die Konzentration c definitionsgeméf? in 10 mg/mL angegeben ist.
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6.7 Synthesen fiir Malonsaurehalbthioester

6.7.1 2,2-Dimethyl-1,3-dioxan-4,6-dion (55a)

60a 55a
C7H1004, M = 144.13 g/mol

Malonsiure (60a) (25.0 g, 240 mmol, 1.0 Aq.) wurde mit Essigsiureanhydrid (45.4 mL,
481 mmol, 2.0 Aq.) versetzt und auf 0 °C gekiihlt. Konzentrierte Schwefelsiure (3.75 mL,
26.0 mmol, 10 mol%) wurde zugetropft und die Reaktionslosung fiir 2 h bei Raumtempera-
tur gerithrt. AnschlieBend wurde Aceton (53.0 mL, 710 mmol, 3.0 Aq.) iiber 10 min bei 0 °C
zugetropft und das Reaktionsgemisch erneut fiir 2 h bei Raumtemperatur geriihrt. Die
Reaktionslosung wurde mit Wasser (480 mL) versetzt und die wissrige Phase mit Diethyl-
ether (3x 480 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit gesittigter
Natriumhydrogencarbonat-Losung (4x 250 mL) extrahiert und die vereinigten wissrigen
Phasen mit 4 M Salzsdure (300 mL) auf einen pH-Wert von 1 — 2 eingestellt. Die wissrige
Phase wurde mit Diethylether (6x 500 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen
wurden mit gesdttigter Natriumchlorid-Losung (400 mL) gewaschen, iiber Magnesiumsul-
fat getrocknet, filtriert und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Der Riickstand wurde
aus Hexan/Aceton/Diethylether (1:1:1, 20 mL) umbkristallisiert und Meldrumsdure 55

(10.3 g, 71.5 mmol, 30%) als farbloser, kristalliner Feststoff erhalten.

H NMR (500 MHz, CDCls): 6 [ppm] = 1.79 (s, 6H, CHj3), 3.62 (s, 2H, CHb).

BCNMR (126 MHz, CDCls): 6 [ppm] = 27.8 (+, CHs), 36.3 (-, CH2), 106.4 (Cq, C{CHz)2),
163.0 (Cq, COO).

UPLC-MS (ESI-): m/z [M-H] 143.01 (berechnet 143.04).

Die spektroskopischen Daten stimmen mit denen in der Literatur iiberein.!’>”
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6.7.2 2,2,5-Trimethyl-1,3-dioxan-4,6-dion (55b)

o o o~ o
Ho)j\l/u\ou — oa\rgo
60b 55b

C7H1004, M = 158.15 g/mol

Methylmalonsiure (60b) (26.5 g, 224 mmol, 1.0 Aq.) wurde mit Essigsdureanhydrid
(42 mL, 45.4 g, 445 mmol, 2.0 Aq.) versetzt und geriihrt. Unter Kiihlung auf 0 °C wurde die
Suspension mit konzentrierter Schwefelsdure (3.5 mL, 24.3 mmol, 10 mol%) versetzt und
fiir 2 h bei Raumtemperatur geriihrt. Die entstehende Losung wurde erneut auf 0 °C gekiihlt
und anschlielend iiber 15 min mit Aceton (49 mL, 38.7 g, 666 mmol, 3.0 Aq.) versetzt.
Wihrend der folgenden 2 h Riithren bei Raumtemperatur entstand ein intensiv orangener
Niederschlag. Die Reaktion wurde durch die Zugabe von Wasser (450 mL) beendet und mit
Diethylether (450 mL) versetzt. Die wissrigen Phase wurde mit Diethylether (3x 450 mL)
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit gesittigter Natriumhydrogen-
carbonat-Losung (4x 225 mL) extrahiert. Die resultierenden, vereinigten wissrigen Phasen
wurden mit 4 M Salzsdure (250 mL) auf einen pH-Wert von 1 -2 eingestellt und mit
Diethylether (5x 400 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit ge-
sittigter Natriumchlorid-Losung (225 mL) gewaschen, {iber Magnesiumsulfat getrocknet,
filtriert und das Lésungsmittel im Vakuum entfernt. Der Riickstand wurde in Dichlor-
methan (250 mL) aufgenommen, erneut filtriert und das Losungsmittel im Vakuum ent-
fernt. 2,2,5-Trimethyl-1,3-dioxan4,6-dion (55b) (26.7 g, 169 mmol, 75%) wurde als leicht

grauer, kristalliner Feststoff erhalten.

IH NMR (500 MHz, CDCL): & [ppm] = 1.58 (d, /= 7.0 Hz, 3H, CHCA), 1.77 (d, /= 0.5 Hz,
3H, CHsCCH), 1.81 (d, /= 0.5 Hz, 3H, CH:CCHs), 3.59 (q, /= 7.0 Hz, 1H, CH).

13C NMR (126 MHz, CDCL): & [ppm] = 10.9 (+, CHs), 26.6 (+, CHsCCHs), 28.7 (+,
CH3CCHa), 41.5 (+, CH), 105.0 (Cq, C{CHs)2), 166.2 (Cq, COO).

UPLC-MS (ESI-): m/z [M-H] 157.09 (berechnet 157.05).

Die spektroskopischen Daten stimmen mit denen in der Literatur tiberein.!>8
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6.7.3 5-Ethyl-2,2-dimethyl-1,3-dioxan-4,6-dion (55c)

o o o~ o
Ho)%OH —_— o%\(go
60c 55c

CsH1204, M = 172.18 g/mol

Essigsiureanhydrid (8.0 mL, 8.66g, 84.8 mmol, 2.0 Aq.) wurden zu Ethylmalon-
siure (60c) (5.60 g, 42.4 mmol, 1.0 Aq.) gegeben und bei 0 °C geriihrt. Es wurde konzen-
trierte Salzsdure (660 pL, 4.59 mmol, 10 mol%) hinzugegeben und fiir 2 h bei Raumtem-
peratur geriihrt. Die Zugabe von Aceton (9.3 mL, 7.38 g, 127 mmol, 3.0 Aq.) erfolgte iiber
10 min unter Rithren bei 0 °C und das Reaktionsgemisch wurde erneut fiir 2 h bei Raum-
temperatur gerithrt. Durch Zugabe von Wasser (80 mL) wurde die Reaktion beendet und
mit Diethylether (80 mL) versetzt. Die wissrige Phase wurde mit Diethylether (3x 80 mL)
extrahiert. Die Extraktion der vereinigten organischen Phasen erfolgte mit gesittigter
Natriumhydrogencarbonat-Losung (4x 50 mL), die vereinigt und mit 4 M Salzsdure (50 mL)
auf einen pH-Wert von 1 — 2 eingestellt wurde. Die wissrige Phase wurde mit Diethylether
(5% 80 mL) extrahiert und die vereinigten organischen Phasen mit gesittigter Natrium-
chlorid-Losung (40 mL) gewaschen, iiber Magnesiumsulfat getrocknet, filtriert und das
Losungsmittel im Vakuum entfernt. Der Riickstand wurde aus Hexan/Aceton/Diethylether
(1:1:1, 20 mL) umbkristallisiert und 5-Ethyl-2,2-dimethyl-1,3-dioxan-4,6-dion (55¢) (4.73 g,

27.5 mmol, 65%) als farbloser, kristalliner Feststoff erhalten.

H NMR (500 MHz, CDCls): 6 [ppm] = 1.06 (t, /=7.3 Hz, 3H, CH2CH5), 1.76 (d, /= 0.5 Hz,
3H, CHxCCHs), 1.79 (d, /= 0.5 Hz, 3H, CH3sCCH?3), 2.18 (qd, /= 7.3, 4.9 Hz, 2H, CH>), 3.49 (t,
J=4.9 Hz, 1H, CH).

BCNMR (126 MHz, CDCls): 6 [ppm] = 10.8 (+, CH2CHs), 20.2 (-, CH>), 27.1 (+, CHsCCHs),
28.6 (+, CHsCCHs), 47.3 (+, CH), 104.9 (Cq, CICHs3)2), 165.6 (Cq, COO).

UPLC-MS (ESI-): m/z [M-H] 171.09 (berechnet 171.06).

Die spektroskopischen Daten stimmen mit denen in der Literatur iiberein.!’>"
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6.7.4 2-Methyl-3-0xo0-3-(phenylthio)propansaure (53)

(o) (0] o o
Ak — Ho)k(ls@
55b 53
C1oH10058, M = 210.25 g/mol

2,2,5-Trimethyl-1,3-dioxan4,6-dion (55b) (25.0 g, 158 mmol, 1.0 Aq.) wurde in absolu-
tem Acetonitril (150 mL) gelost und auf 0 °C gekiihlt. Die Zugabe von DIPEA (30.3 mL,
22.9 g, 178 mmol, 1.1 Aq.), tropfenweise Trimethylsilylchlorid (22.0 mL, 18.9 g, 174 mmol,
1.1 Aq.) iiber 15 min, sowie Thiophenol (17.0 mL, 18.2 g, 166 mmol, 1.05 Aq.) erfolgte bei
0 °C unter Rithren. Die Reaktionslosung wurde auf 43 °C erwarmt und iiber Nacht geriihrt.
Die Reaktion wurde durch die Zugabe von 0.3 M Salzsdure (250 mL) beendet, die organische
Phase abgetrennt und die wissrige Phase mit Diethylether (3x 375 mL) extrahiert. Die ver-
einigten organischen Phasen wurden mit gesittigter Natriumhydrogencarbonat-Losung
extrahiert. Der pH-Wert der wissrigen Losung wurde mit 4 M Salzsdure auf 2 — 3 eingestellt
und diese mit Diethylether (3x 375 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen
wurden mit gesdttigter Natriumchlorid-Losung (375 mL) gewaschen, iiber Magnesiumsul-
fat getrocknet, filtriert und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. 2-Methyl-3-oxo-
3-(phenylthio)propansiure (53) (30.3 g, 144 mmol, 91%) wurde als gelbes, viskoses Ol

erhalten und kristallisierte iiber Nacht zu einem sehr harten, leicht gelben Feststoff.

H NMR (500 MHz, CDCls): § [ppm] = 1.55 (d, /=7.2 Hz, 3H, CH5), 3.81 (q, /=7.2 Hz, 1H,
CHCHs), 7.40-7.48 (m, 5H, Ar-H).

13C NMR (126 MHz, CDCls): 6 [ppm] = 14.4 (+, CHCHs), 53.3 (+, CH CHs), 126.7 (C,,
C-Ar), 129.5 (+, C-Arm), 130.0 (+, C-Arp), 134.7 (+, C-Aro), 174.2 (Cq, COOH), 194.3 (Cq,
C0S).

HRMS (APCI+): m/z [M+Na]*233.0243 (berechnet 233.0248).

Die spektroskopischen Daten stimmen mit denen in der Literatur tiberein.!'?

150



6.7.5 3-((5-tert-Butyl-2-methylphenyl)thio)-2-methyl-3-oxopropan-

saure (62)

55b 62
CisH2003S, M = 280.38 g/mol

2,2,5-Trimethyl-1,3-dioxan -4,6-dion (55b) (1.00 g, 6.32 mmol, 1.0 Aq.) wurde in abso-
lutem Acetonitril (12 mL) gelost und das Reaktionsgemisch auf 0°C gekiihlt. DIPEA
(1.20 mL, 6.97 mmol, 1.1 Aq.) und Trimethylsilylchlorid (850 pL, 901 mg, 6.63 mmol,
1.05 Aq.) wurden tropfenweise zugegeben und 15 min bei 0 °C geriihrt. 5-(zers-Butyl)-
2-methylthiophenol (61) (1.20 mL, 1.18 g, 6.64 mmol, 1.04 Aq.) wurde langsam zugetropft,
das Reaktionsgemisch auf 43 °C erwdrmt und {iber Nacht geriihrt. Die Reaktion wurde mit
1 M Salzsdure (7.0 mL) beendet und Diethylether (15 mL) zugegeben. Nach der Phasentren-
nung wurde die wissrige Phase mit Diethylether (3x 15 mL) extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen wurden zweimal mit gesittigter Natriumhydrogencarbonat-Losung
(2x 50 mL) extrahiert und die vereinigten wissrigen Phasen mit 4 M Salzsdure auf pH 2
eingestellt. Diese wissrige Phase wurde mit Diethylether (3x 100 mL) extrahiert. Die ver-
einigten organischen Phasen wurden iiber Magnesiumsulfat getrocknet, filtriert und das
Losemittel im Vakuum entfernt. 3-((5-tere-Butyl-2-methylphenyl)thio)-2-methyl-3-oxo-
propansdure (62) (1.33 g, 4.74 mmol, 75%/Rohausbeute) wurde als farbloser Feststoff

erhalten.

H NMR (500 MHz, CDCls): § [ppm] = 1.30 (s, 9H, C(CHs)s), 1.56 (d, /=7.2 Hz, 3H,
CHCHj), 2.30 (s, 3H, Ar-CHjs), 3.82 (q, /=7.2 Hz, 1H, CHCHs), 7.22-7.28 (m, 2H, Ar-H),
7.34-7.41 (m, 2H, Ar-H).

BC NMR (126 MHz, CDCls): § [ppm] = 14.4 (+, CHCH3), 20.1 (+, ArCHs), 31.4 (+, C(CHs)3),
34.6 (Cq, C{CH3)s3), 53.2 (+, CHCHs), 125.7 (Cq, C-An1), 127.9 (+, C-Aryp), 130.7 (+, C-ArnH),
132.8 (+, C-AroH), 139.2 (Cq, C-Ar.C), 149.9 (Cq, C-ArnC), 174.8 (Cq, COOH), 193.8 (Cq,
C0S).

UPLC-MS (ESI+): m/z [M+Na]+*303.21 (berechnet 303.10).
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6.7.6 2-Methyl-3-oxopropionsaure(N-acetylcysteamin)halbthioester (50)

o o O o o H
Ho)H/lLS 5 Ho)kﬁks/\/"\n/
0
53 50

CsH1304S, M = 219.26 g/mol

Wasser (10 mL) wurde fiir 30 min unter Stickstoffeinstrom geriihrt. Die Zugabe des
Halbthiophenolesters 53 (750 mg, 3.57 mmol, 1.0 Aq.) erfolgte unter Riihren. Natrium-
hydrogencarbonat (511 mg, 6.09 mmol, 1.7 Aq.) wurde hinzugegeben. Der Stickstoffein-
strom wurde beibehalten und die ausstromende Luft durch eine 5%-ige Wasserstoff-
peroxid-Losung geleitet. Die klare Reaktionslosung wurde portionsweise mit /N-Acetyl-
cysteamin (58, HSNAC) (440 mg, 3.69 mmol, 1.0 Aq.) versetzt und die entstehende
Suspension fiir 4 h unter Gaseinstrom geriihrt. Die Reaktionssuspension wurde mit 1 M
Salzsdure auf pH 2 — 3 eingestellt und mit Dichlormethan (3x 10 mL) gewaschen. Die wis-
srige Phase wurde mit Ethylacetat (3x 10 mL) extrahiert. Die Ethylacetat-Phasen wurden
vereinigt, iiber Magnesiumsulfat getrocknet, filtriert und das Losungsmittel im Vakuum
entfernt. 2-Methyl-3-oxopropionsiaure(SNAC)halbthioester (50) (858 mg, 3.69 mmol,

quantitativ) wurde als farbloses Pulver erhalten.

IH NMR (500 MHz, CD:CN): § [ppm] = 1.34 (d, /= 7.1 Hz, 3H, CHCH3), 1.84 (s, 3H, CCE),
3.00 (t, /= 6.5 Hz, 2H, SCH2), 3.29 (dt, /= 6.5, 6.5 Hz, 2H, NCH?), 3.70 (q, /= 7.1 Hz, 1H,
CHCHs), 6.58 (bs, 1H, NH), 9.89 (s, 1H, COOH).

IH NMR (500 MHz, D:0): & [ppm] = 1.37 (d, /= 7.2 Hz, 3H, CHCH3), 1.92 (s, 3H, CC),
3.12-3.05 (m, 2H, SCHy), 3.37 (t, /= 6.2 Hz, 2H, NCH), 3.85 (q, /= 7.2 Hz, 1H, CHCHs).
'H NMR (500 MHz, CDCLs): 8 [ppm] = 1.48 (d, /= 7.2 Hz, 3H, CHCH3), 1.52 (d, /= 7.4 Hz,
1H), 1.97 (s, 3H, CCH3), 3.21-3.01 (m, 2H, SCH3), 3.50 (dt, /= 6.0, 6.0 Hz, 2H, NCH>), 3.71
(q, /= 7.2 Hz, 1H, CHCH3), 5.89 (bs, 1H, NH).

13C NMR (126 MHz, CDsCN): § [ppm] = 14.6 (+, CHCHs), 22.5 (+, COCHs), 29.2 (-, SCH),
39.7 (-, NCHy), 54.5 (+, CHCHs), 170.8 (Co, CONH), 172.5 (Cq, COOH), 197.2 (Cq, COS).
HRMS (APCI+): m/z [M+Na]*242.0468 (berechnet 242.0463).

Die spektroskopischen Daten stimmen mit denen in der Literatur tiberein.!'!3
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6.7.7 2-Methyl-3-o0x0-3-((2-(3-(2,2,5,5-tetramethyl-1,3-dioxan-4-carbox-

amido)propanamido)ethyl)thio)propansaure (64)

o o /@ o o H H C=)><O
HOJ\HLS — HOJH/U\S/\/N\H/\/NN
(o] (o]
53 64

CisH30N207S, M = 418.51 g/mol

Wasser (10 mL) wurde fiir 30 min unter Stickstoffeinstrom geriihrt. Die Zugabe des
Malonsiurehalbthiophenolesters 53 (725 mg, 3.45 mmol, 2.4 Aq.) erfolgte unter Riihren.
Anschliefend wurde Natriumhydrogencarbonat (500 mg, 5.95 mmol, 4.2 Aq.) zugegeben.
Der Stickstoffeinstrom blieb erhalten und die ausstromende Luft wurde durch eine 5%-ige
Wasserstoffperoxid-Losung geleitet. Die Reaktionslosung wurde geriihrt bis eine klare
Losung vorlag. Danach wurde das O,O*-Isopropylidenpantethein 50 (455 mg, 1.43 mmol,
1.0 Aq.) zugegeben und 28 h unter Gaseinstrom geriihrt. Die Reaktionlésung wurde mit 1 M
Salzsdure auf pH 2 eingestellt und mit Dichlormethan (3x20 mL) und Ethylacetat
(3x 20 mL) gewaschen. Die wissrige Phase wurde im Vakuum eingeengt und der Riickstand
mit Acetonitril (3x 10 mL) gewaschen. Die Acetonitril-Phasen wurden vereinigt, iiber
Magnesiumsulfat getrocknet, filtriert und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Das
Malonsiurepantetheinhalbthioester 64 (32.2 mg, 80 pmol, 2.2%) wurde als farbloses Ol

erhalten.

H NMR (500 MHz, CDsCN): § [ppm] = 0.85 (s, 3H, CHC(CH5)2), 0.88 (s, 3H, CHC(CH3)2),
1.31 (s, 3H, OC(CHj3)2), 1.34 (d, /=7.1 Hz, 3H, CHCH?3), 1.34 (s, 3H, OC(CH3)2), 2.38 (t,
J=6.6 Hz, 2H, CHACO), 3.09-2.93 (m, 2H, SCHz), 3.52-3.26 (m, 6H, NCH>, NCHz, OCH>),
3.71 (q, /="7.1 Hz, 1H, CHCHzs), 3.93 (s, 1H, OCH), 7.10 (t, /=5.5 Hz, 1H, NH), 7.66-7.49
(m, 1H, NA).

BCNMR (125 MHz, CDCls): § [ppm] = 14.2 (+, OC(CHs)2), 14.5 (+, CHCHs), 20.7 (+,
CHC(CHs)2), 21.4 (+, CHC(CHs3)2), 29.3 (-, SCH2), 31.2 (-, COCH>), 36.2 (-, NCH>), 38.8 (-,
NCH>), 40.0 (Cq, CHC{CHs3)2), 54.6 (+, CHCH3), 54.9 (Cq, OC{CH3)2), 70.6 (-, OCHz), 77.4 (+,
OCH), 170.9 (Cq, CONH), 171.1 (Cq, CONH), 172.4 (Cq, COOH), 197.6 (Cq, COS).

HRMS (ESI+): m/z [M-Aceton+H]*379.1530 (berechnet 379.1533).
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6.8 Synthesen fiir Carbonsaurebausteine

6.8.1 4-Methoxybenzylchlorid (164)
OH CI
\0/©/\ — \O/©/\
71 164
CsHoClIO, M = 156.61 g/mol

4-Methoxybenzylalkohol (71) (12.0 mL, 13.3 g, 96.7 mmol, 1.0 Aq.) wurde in absolutem
Dichlormethan (300 mL) vorgelegt und auf 0 °C gekiihlt. Eine Losung von Thionylchlorid
(8.8 mL, 14.4 g, 121 mmol, 1.25 Aq.) und Benzotriazol (14.4 g, 121 mmol, 1.25 Aq.) in
absolutem Dichlormethan (50 mL) wurde tropfenweise unter Rithren zum Alkohol 71 ge-
geben und 15 min bei Raumtemperatur geriihrt. Ein farbloser Niederschlag entstand, der
abfiltriert und mit kaltem Dichlormethan gewaschen wurde. Das Filtrat wurde im Vakuum
vom Losungsmittel befreit wurde. 4-Methoxybenzylchlorid (164) (15.0 g, 95.5 mmol, 99%)

wurde als farbloses Ol erhalten.

H NMR (200 MHz, CDCLs): & [ppm] = 3.81 (s, 3H, OCHj), 4.57 (s, 2H, CH?), 6.85-6.92 (m,
2H, Arn-H), 7.28-7.35 (m, 2H, Aro-F).

13C NMR (125 MHz, CDCL): & [ppm] = 46.5 (-, CHz), 55.5 (+, CHz), 114.3(+, C-Arm), 129.8
(+, C-Aro), 130.2 (Cq, C-A11), 159.8 (Cq, C-Ary).

Die spektroskopischen Daten stimmen mit denen in der Literatur {iberein.!!*”

6.8.2 3-((4-Methoxybenzyl)oxy)-1-propanol (74)

cl /©/\0/\/\0H

164 74
CuHi603, M = 196.25 g/mol

Eine Lésung von 1,3-Propandiol (4.2 mL, 4.45 g, 58.5 mmol, 1.0 Aq.) in absolutem
Dimethylformamid (400 mL) wurde auf 0 °C gekiihlt und unter Rithren mit Natriumhydrid
(60% in Mineralél, 3.47 g, 86.8 mmol, 1.5 Aq.) in kleinen Portionen versetzt. Das Reak-
tionsgemisch wurde 1 h bei 0 °Cund 1 h bei Raumtemperatur geriihrt. Die Reaktionslosung

wurde auf 0 °C gekiihlt, 4-Methoxybenzylchlorid (164) (8.7 mL, 10.0 g, 64.2 mmol, 1.1 Aq.)
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zugegeben und iiber Nacht bei Raumtemperatur geriihrt. Die Reaktion wurde durch die
Zugabe von gesittigter Ammoniumchlorid-Lésung (680 mL) beendet und bis zum Ende der
Gasentwicklung 1 h geriihrt. Die Extraktion der wissrigen Phase erfolgte mit Diethylether
(2x 680 mL). Die vereinigten organischen Phasen wurden mit gesittigter Ammonium-
chlorid-Losung (1x 270 mL), Wasser (2x 270 mL) und gesittigter Natriumchlorid-Losung
(2x 270 mL) gewaschen, iiber Magnesiumsulfat getrocknet, filtriert und das Losungsmittels
im Vakuum entfernt. Der 6lige Riickstand wurde mittels Sdulenchromatographie (PE/EE
10:1 ->5:1 -> 2:1) gereinigt. Nach Entfernen des Losungsmittels im Vakuum wurde
3-((4-Methoxybenzyl)oxy)-1-propanol (74) (5.71 g, 29.1 mmol, 50%) als leicht gelbes Ol

erhalten.

'H NMR (400 MHz, CDCL): § [ppm] = 1.85 (tt, /= 5.8, 5.7 Hz, 2H, CH:CH:CHz), 2.25 (s,
1H, OH), 3.64 (t, /=5.8 Hz, 2H, CH:OH), 3.77 (¢, /= 5.7 Hz, 2H, CH:OCH:CH>), 3.80 (5,
3H, OCH), 4.45 (s, 2H, CCH), 6.82-6.94 (m, 2H, Arn-H), 7.20-7.31 (m, 2H, Aro-H).
Re-Wert: 0.20 (PE/EE 2:1).

Die spektroskopischen Daten stimmen mit denen in der Literatur iiberein.!!6!

6.8.3 3-((4-Methoxybenzyl)oxy)-1-propanal (167)

0" ""0H 0/\)L|.|
o ¢

74 167
CuH1403, M = 194.23 g/mol

Dimethylsulfoxid (3.1 mL, 3.36 g, 42.9 mmol, 4.2 Aq.) wurde in absolutem Dichlor-
methan (30 mL) vorgelegt und auf -78 °C gekiihlt. Oxalylchlorid (1.76 mL, 2.60 g,
20.5 mmol, 2.0 Aq.) wurde iiber 15 min zugetropft und fiir 50 min bei 78 °C geriihrt. Der
primidre Alkohol 74 (2.0 g, 10.2 mmol, 1.0 Aq.) wurde in absolutem Dichlormethan
(6.0 mL) gelost, zum Reaktionsgemisch getropft und 1.5 h bei -78 °C geriihrt. Die Zugabe
von DIPEA (9.4 mL, 7.09 g, 54.8 mmol, 5.4 Aq.) beendet die Reaktion und die Losung
wurde auf Raumtemperatur erwdrmt. Wasser (50 mL) wurde hinzugegeben und die wis-
srige Losung mit Dichlormethan (3x 50 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen

wurden mit gesittigter Natriumhydrogencarbonat-Losung (3x 50 mL) und gesittigter
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Natriumchlorid-Lésung (1x 50 mL) gewaschen. Danach wurden die organischen Phasen
iiber Magnesiumsulfat getrocknet, filtriert und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Die
Reinigung erfolgte mittels Sdulenchromatographie (H/EE 5:1). 3-((4-Methoxybenzyl)oxy)-
1-propanal (167) (1.67 g, 8.59 mmol, 84%) wurde als leicht gelbes Ol isoliert.

'H NMR (200 MHz, CDCL): & [ppm] = 2.68 (td, /=6.1, 1.8 Hz, 2H, CHCHO), 3.78 (t,
J=6.1 Hz, 2H, OCHACH>), 3.80 (s, 3H, OCHj), 4.46 (s, 2H, CCHA0), 6.83-6.93 (m, 2H, Arm-
H),7.19-7.31 (m, 2H, Aro-H), 9.78 (¢, /= 1.8 Hz, 1H, CHO).

ReWert: 0.60 (H/EE 1:1).

UPLC-MS (ESI+): m/z [M+Na]*217.18 (berechnet 217.22).

Die spektroskopischen Daten stimmen mit denen in der Literatur {iberein.!6?

6.8.4 3-((4-Methoxybenzyl)oxy)propansaure (67)

0/\)LOH
JO -

167 67
CuH1404, M = 210.23 g/mol

Aldehyd 167 (2.27 g, 11.7 mmol, 1. Aq.) wurde in einem Gemisch von tert-Butanol
(46 mL) und gesattigtem Phosphat-Puffer (11.5 mL, pH 7) gelost. Nach der Zugabe von
2-Methyl-2-buten (28.0 mL, 18.5 g, 56.0 mmol, 4.8 Aq.) wurde die Lésung auf 0 °C gekiihlt
und Natriumchlorit (80%, 4.10 g, 36.3 mmol, 3.1 Aq.) unter Rithren hinzugegeben. Die ent-
standene gelbe Suspension wurde iiber Nacht bei Raumtemperatur gerithrt. Am folgenden
Tag wurde das Losungsmittel im Vakuum eingeengt und der Riickstand mit 0.2 M Salzsdure
(125 mL, 25.0 mmol, 2.1 Aq.) versetzt. Die Extraktion erfolgte mit Ethylacetat (4x 110 mL).
Die vereinigten organischen Phasen wurden tiber Magnesiumsulfat getrocknet, filtriert und
das Losungsmittel im Vakuum entfernt. 3-((4-Methoxybenzyl)oxy)propansdure (67)

(2.47 g, 11.7 mmol, quantitativ/Rohausbeute) wurde als farbloses Ol erhalten.

H NMR (400 MHz, CDCls): § [ppm] = 2.65 (t, /=63 Hz, 2H, CHACOOH), 3.72 (t,
J=6.3 Hz, 2H, OCHCH>), 3.80 (s, 3H, OCHj), 4.48 (s, 2H, CCHO), 6.91-6.85 (m, 2H, Arn-
H), 7.23-7.28 (m, 2H, Aro-H).
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13C NMR (101 MHz, CDCL): § [ppm] = 35.0 (-, CH:COOH), 55.4 (+, OCHs), 65.0 (-,
OCH:CHy), 73.0 (-, CCH:0), 114.0 (+, C-Arm), 129.5 (+, C-Axo), 130.0 (Cq, C-Ar1), 159.4 (Cs,
C-Ary), 177.4 (Co, COOH).

Re-Wert: 0.28 (H/EE 2:1)

HRMS (ESI-): m/z [M-H] 209.0807 (berechnet 209.0808).

6.8.5 3-((4-Methoxybenzyl)oxy)propylpivalat (75)
0

0" N"0H 0/\/\0)*
N\, N
(0] (0]

74 75
C16H2404, M = 280.36 g/mol

Der primire Alkohol 74 (840 mg, 4.28 mmol, 1.0 Aq.) wurde in absolutem Pyridin
(12 mL) vorgelegt, auf 0 °C gekiihlt und unter Rithren tropfenweise mit Pivalinsdurechlorid
(540 pL, 529 mg, 4.38 mmol, 1.02 Aq.) versetzt. Die Reaktionslésung wurde 1.5 h bei 0 °C
gerithrt. Die Reaktion wurde durch Zugabe von Eis beendet und 30 min geriihrt. Die
Extraktion der Reaktionslosung erfolgte mit Diethylether (3x 10 mL). Die vereinigten orga-
nischen Phasen wurden mit 4 M Salzsdure (10 mL), gesdttigter Natriumchlorid-Losung
(10 mL), gesittigter Natriumhydrogencarbonat-Losung (10 mL) und erneut gesittigter
Natriumchlorid-Lésung (10 mL) gewaschen. Die organische Phase wurde {iber Magnesium-
sulfat getrocknet, filtriert und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Die Reinigung
erfolgte mittels Sdulenchromatographie (H/EE: 9:1). 3-((4-Methoxybenzyl)oxy)propyl-
pivalat (75) (941 mg, 3.36 mmol, 78%) wurde als farbloses Ol isoliert.

1H NMR (500 MHz, CDCls): & [ppm] = 1.17 (s, 9H, C(CH3)s), 1.92 (tt, /= 6.4, 6.3 Hz, 2H,
CH.CHACH:), 351 (t, /= 6.3 Hz, 2H, CH.OCHCH>), 3.80 (s, 3H, CH3), 4.16 (t, /= 6.4 Hz,
2H, CHO0C), 4.43 (s, 2H, CCHAO), 6.85-6.89 (m, 2H, Arn-H), 7.23-7.27 (m, 2H, Aro-H).
13C NMR (126 MHz, CDCL): 8 [ppm] = 27.3 (+, C(CHs)s), 29.2 (-, CH2CH:CH), 38.9 (C,
C(CHs)3), 55.4 (+, O CHz), 61.6 (—, CH200C), 66.5 (—, CH20 CH2CH), 72.8 (—, CCH20), 113.9
(+, C-Arn), 129.4 (+, C-Aro), 130.5 (Cq, C-Ar1), 159.3 (Cq, C-A1y), 178.7 (C, COO).
Re-Wert: 0.30 (H/EE 9:1).
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6.8.6 3-Hydroxypropylpivalat (76)

0 o

—_—
o

76
75
CsHi603, M = 160.21 g/mol

Der PMB-geschiitze Alkohol 75 (800 mg, 2.84 mmol, 1.0 Aq.) wurde in Dichlormethan
(40 mL) gelost und unter Rithren mit DDQ (1.00 g, 4.41 mmol, 1.5 Aq.) versetzt. Nach 1 h
Riihren wurde Wasser (1.20 mL, 1.20 g, 66.5 mmol, 23 Aq.) zugegeben und 1 h geriihrt. Die
Reaktionslosung wurde mit geséttigter Natriumhydrogencarbonat-Losung (100 mL) ver-
setzt, die Phasen voneinander getrennt und die wissrige Phase mit Diethylether
(3x 100 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit gesittigter
Ammoniumchlorid-Lésung (2x 100 mL), Wasser (100 mL) und geséttigter Natriumchlorid-
Losung (100 mL) gewaschen, iiber Magnesiumsulfat getrocknet, filtriert und das Losungs-
mittel im Vakuum entfernt. Der Riickstand wurde mittels Sdulenchromatographie gereinigt
(H/EE: 4:1). 3-Hydroxypropylpivalat (76) (360 mg, 2.25 mmol, 79%) wurde als farbloses Ol

isoliert.

'H NMR (500 MHz, CDCLs): 8 [ppm] = 1.20 (s, 9H, C(CH3)s), 1.87 (tt, /= 6.0, 6.0 Hz, 2H,
CH.CHACH:), 1.98 (s, 1H, OH), 3.67 (t, /= 6.0 Hz, 2H, CH:OH), 4.23 (t, /= 6.0 Hz, 2H,
CHAOC).

13C NMR (126 MHz, CDCL): & [ppm] = 27.3 (+, C(CHzs)s), 32.0 (-, CH2CH2CHa), 38.9 (Cq,
C(CHs)s), 59.3 (~, CH20H), 61.3 (-, CH200C), 179.3 (Cq, COO).

ReWert: 0.15 (H/EE: 4:1).

Die spektroskopischen Daten stimmen mit denen in der Literatur {iberein.!63
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6.8.7 3-(Pivaloyloxy)propansaure (68)

o o o

>ru\o/\/\0|-| . >|)Lo/\)L0H

76 68
CsH1404, M = 174.20 g/mol

Der primire Alkohol 76 (410 mg, 2.56 mmol, 1.0 Aq.) wurde in nassem Acetonitril
(16 mL, 8 mL/L Wasser) gelost. 19.5 mL. der Reaktionslosung (2.1 mM Chrom(VI)-oxid:
41 pmol, 1.6 mol%; 0.49 M Periodsdure: 9.56 mmol, 3.8 Aq.) wurden unter Riihren bei 0 °C
iiber 25 min zugetropft. Die Reaktion wurde nach 2 h durch die Zugabe von gesittigtem
Phosphat-Puffer (16 mL, pH 3.5) beendet. Die Reaktionslosung wurde mit Ethylacetat (3x
47 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen mit gesittigter Natriumchlorid-
Losung (3x 16 mL) gewaschen, iiber Magnesiumsulfat getrocknet, filtriert und im Vakuum
vom Losungsmittel befreit. 3-(Pivaloyloxy)propanséiure (68) (410 mg, 2.35 mmol, 92%/

Rohausbeute) wurde als leicht gelbes Ol isoliert.

'H NMR (500 MHz, CDCL): 6 [ppm] = 1.18 (s, 9H, C(CH3s), 2.70 (t, J=6.2Hz, 2H,
CH:COOH), 4.33 (t, /= 6.2 Hz, 2H, CHOOC).

13C NMR (126 MHz, CDCL): & [ppm] = 27.2 (+, C(CHs)s), 33.8 (-, CH2COOH), 38.8 (Cs,
C(CHs)s), 59.5 (~, CH200C), 176.9 (Cs, COOH), 178.5 (Cq, CCOO).

6.8.8 3-((tert-Butyldimethylsilyl)oxy)-1-propanol (72)

/
HO ™" 0oH — S 0"~"0H
163 72

CoH20:Si, M = 190.36 g/mol

Absolutes Tetrahydrofuran (45 mL) wurde vorgelegt und Natriumhydrid (60% in
Mineralél, 1.06 g, 26.5 mmol, 1.0 Aq.) darin suspendiert. 1,3-Propandiol (163) (2.00 mL,
2.12 g,27.9 mmol, 1.1 Aq.) wurde tropfenweise hinzugegeben und 45 min geriihrt. Die Zu-
gabe von tert-Butyldimethylsilylchlorid (3.90 g, 25.9 mmol, 1.0 Aq.) erfolgte portionsweise
und 45 min geriihrt. Die Reaktion wurde durch gesittigter Natriumhydrogencarbonat-

Losung (30 mL) beendet und die wissrige Phase mit Diethylether (4x 25 mL) extrahiert. Die
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vereinigten organischen Phasen wurden mit Wasser (2x 30 mL) und geséttigter Natrium-
chlorid-Losung (2x 30 mL) gewaschen, iiber Magnesiumsulfat getrocknet, filtriert und das
Losungsmittel im Vakuum entfernt. 3-((zert-Butyldimethylsilyl)oxy)-1-propanol (72)
(4.82 g, 25.3 mmol, 98%/Rohausbeute) wurde als farbloses Ol erhalten.

'H NMR (500 MHz, CDCLs): & [ppm] = 0.08 (s, 6H, SiCA53), 0.90 (s, 9H, C(CH3)s), 1.78 (i,
J=5.6, 5.5 Hz, 2H, CH.CHACH>), 3.81 (t, /= 5.5 Hz, 2H, CH:OH), 3.84 (t, /= 5.6 Hz, 2H,
CHOS).

13C NMR (126 MHz, CDCL): 8 [ppm] = 5.4 (+, SiCHs), 18.3 (Cq, ©), 26.0 (+, C(CHs)s), 34.3
(-, CH2CH:CHb), 62.7 (-, CH:208Si), 63.2 (-, CH20H).

Die spektroskopischen Daten stimmen mit denen in der Literatur {iberein.!64

6.8.9 3-((tert-Butyldimethylsilyl)oxy)propanal (165)

0
/ /
/SLO/\/\OH — /SI“O/\)LH
72 165
CoH200:Si, M = 188.34 g/mol

Dimethylsulfoxid (5.40 mL, 5.94 g, 76.0 mmol, 5.2 Aq.) wurde in absolutem Dichlor-
methan (20 mL) vorgelegt und auf -78 °C gekiihlt. Innerhalb von 15 min wurde Oxalyl-
chlorid (3.00 mL, 4.44 g, 35.0 mmol, 2.4 Aq.) hinzugetropft und fiir 30 min geriihrt.
Anschlieffend erfolgte die Zugabe des mono-geschiitzten Diols 72 (2.80 g, 14.7 mmol,
1.0 Aq., gelést in 11.2 mL absolutem Dichlormethan), gefolgt von 1.5 h Riihren bei -78 °C.
Die Zugabe von DIPEA (16.8 mL, 98.4 mmol, 6.7 Aq.) beendete die Reaktion und die
Losung wurde auf Raumtemperatur gebracht. Wasser (100 mL) wurde hinzugegeben und
die wissrige Phase wurde mit Dichlormethan (3x 100 mL) extrahiert. Die vereinigten orga-
nischen Phasen wurden mit Wasser (3x 100 mL) und gesittigter Natriumchlorid-Losung
(100 mL) gewaschen, iiber Magnesiumsulfat getrocknet, filtriert und das Losungsmittel im
Vakuum entfernt. Nach der Reinigung mittels Sdulenchromatographie (H/EE 9:1) wurde
3-((tert-Butyldimethylsilyl)oxy)propanal (165) (2.50 g, 13.3 mmol, 90%) als farbloses Ol

erhalten.
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H NMR (500 MHz, CDCls): & [ppm] = 0.06 (s, 6H, SiCH3), 0.88 (s, 9H, C(CH3)s), 2.60 (td,
J=6.0,2.1 Hz, 2H, CH:CHO), 3.99 (t, /= 6.0 Hz, 2H, OCH2), 9.80 (t, /= 2.1 Hz, 1H, CHO).

Die spektroskopischen Daten stimmen mit denen in der Literatur iiberein.!'*4

6.8.10 3-((tert-Butyldimethylsilyl)oxy)propansaure (65)

0 / (o}
/ !
Si*o/\)LH — /SLO/\)LOH
165 65
CoH200sSi, M = 204.34 g/mol

Der Aldehyd 165 (200 mg, 1.06 mmol, 1.0 Aq.) wurde in tert-Butanol (4.5 mL) und ge-
sattigtem Phosphatpuffer (1.2 mL, pH 7) vorgelegt. 2-Methyl-2-buten (2.90 mL, 5.80 mmol,
5.5 Aq.) wurde hinzugegeben und die Reaktionslésung auf 0 °C gekiihlt. Nach der Zugabe
von Natriumchlorit (380 mg, 4.20 mmol, 4.0 Aq.) wurde die Reaktionslésung auf Raum-
temperatur erwiarmt und iiber Nacht geriihrt. 7ers-Butanol wurde im Vakuum entfernt.
Der Riickstand wurde in 0.2 M Salzsdure (10 mL) geldst und die Losung mit Ethylacetat
(4x 10 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden iiber Magnesiumsulfat
getrocknet, filtriert und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. 3-((zert-Butyldimethyl-
silyl)oxy)propansdure (65) (243 mg, 1.06 mmol, quantitativ/Rohausbeute) wurde als farb-

loses Ol erhalten.

H NMR (500 MHz, CDCls): 6 [ppm] = 0.08 (s, 6H, SiCH3), 0.89 (s, 9H, C(CH3)3), 2.58 (t,
J=6.2 Hz, 2H, CHACOOH), 3.91 (t, /= 6.2 Hz, 2H, OCH>).

3CNMR (126 MHz, CDCls): 6 [ppm] =-5.4 (+, SiCH3), 18.3 (Cq, SiC), 25.9 (+, C(CHs)s), 37.5
(-, CH2COOH), 58.9 (-, OCH>), 176.0 (Cq, COOH).

UPLC-MS (ESI-): m/z [M-H] 203.17 (berechnet 203.11).

Die spektroskopischen Daten stimmen mit denen in der Literatur iiberein."?
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6.8.11 3-((tert-Butyldiphenylsilyl)oxy)-1-propanol (73)

12

Si.
HO”~""0H . @ 0" " 0oH

163 73
C19H260:Si, M = 314.50 g/mol

Natriumhydrid (60% in Mineraldl, 1.05 g, 26.3 mmol, 1.0 Aq.) wurde in absolutem
Tetrahydrofuran (45 mL) vorgelegt, mit 1,3-Propandiol (163) (2.00 mL, 2.12 g, 27.9 mmol,
1.1 Aq.) versetzt und 45 min geriihrt. tert-Butyldiphenylsilylchlorid (7.00 mL, 7.40 g,
26.9 mmol, 1.0 Aq.) wurde tropfenweise hinzugegeben und die Reaktionslésung fiir 45 min
gerithrt. Die Reaktion wurde mit gesittigter Natriumhydrogencarbonat-Losung (30 mL)
beendet und die wissrige Phase mit Diethylether (4x 25 mL) extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen wurde mit Wasser (2x 25 mL) und gesittigter Natriumchlorid-Losung
(2x 25 mL) gewaschen, iiber Magnesiumsulfat getrocknet, filtriert und das Losungsmittel
im Vakuum entfernt. 3-((¢zer-Butyldiphenylsilyl)oxy)-1-propanol (73) (8.64 g, 27.4 mmol,

quantitativ/Rohausbeute) wurde als farbloses Ol erhalten.

'H NMR (500 MHz, CDCls): é [ppm] = 1.06 (s, 9H, CHs), 1.81 (tt, /=5.7, 5.7 Hz, 2H,
CH.CHACH>), 3.85 (t, /=5.7 Hz, 2H, CHOH), 3.85 (t, /=5.7 Hz, 2H, CH:OSi), 7.37-7.47
(m, 6H, Aro-H, Arp-H), 7.66-7.70 (m, 4H, Arn-H).

13C NMR (126 MHz, CDCls): 6 [ppm] = 19.2 (Cq, SiC), 27.0 (+, CHs), 34.3 (-, CH2CH2CHo),
62.2 (-, CH.OH), 63.5 (-, CH20Si), 127.9 (+, C-Arp), 129.9 (+, C-Arm), 133.4 (Cq, C-An),
135.7 (+, C-Aro).

Die spektroskopischen Daten stimmen mit denen in der Literatur {iberein.!%
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6.8.12 3-((tert-Butyldiphenylsilyl)oxy)propanal (166)

N 4

Si

SLO/\/\OH 3 5 Ne)

73 166

C19H1402Si, M = 312.48 g/mol

Dimethylsulfoxid (8.20 mL, 115 mmol, 5.2 Aq.) in absolutem Dichlormethan (85 mL)
wurde bei -78 °C iiber 15 min tropfenweise mit Oxalylchlorid (4.60 mL, 53.6 mmol,
2.4 Aq.) versetzt und fiir 30 min geriihrt. Der mono-geschiitzten Diols 73 (7.00 g,
22.3 mmol, 1.0 Aq., geldst in 17 mL absolutem Dichlormethan) wurde hinzugegeben und
1.5 h bei -78 °C geriihrt. DIPEA (25.5 mL, 149 mmol, 6.7 Aq.) beendete die Reaktion und
die Losung wurde auf Raumtemperatur erwdrmt. Wasser (150 mL) wurde zugesetzt und die
Extraktion der wissrigen Phase erfolgte mit Dichlormethan (3x 100 mL). Die vereinigten
organischen Phasen wurden mit Wasser (3x 100 mL) und gesittigter Natriumchlorid-
Losung (1x 100 mL) gewaschen, iiber Magnesiumsulfat getrocknet, filtriert und das
Losungsmittel im Vakuum entfernt. 3-((¢zert-Butyldiphenylsilyl)oxy)propanal (166) (7.80 g,

24.9 mmol, quantitativ/Rohausbeute) wurde als farbloses Ol erhalten.

'H NMR (500 MHz, CDCls): § [ppm] = 1.04 (s, 9H, CHj3), 2.61 (td, /=6.0, 2.2 Hz, 2H,
CH«CHO), 4.02 (t, /= 6.0 Hz, 2H, OCH>), 7.36-7.47 (m, 6H, Aro-H, Arp-H), 7.64-7.68 (m,
4H, Arm-H), 9.82 (t, /= 2.2 Hz, 1H, CHO).

3C NMR (126 MHz, CDCls): § [ppm] = 19.3 (Cq, SiC), 26.9 (+, CHs), 46.5 (-, CH2.CHO), 58.4
(-, CH20), 127.9 (+, C-Aryp), 130.0 (+, C-Arm), 133.4 (Cq, C-Ar1), 135.7 (+, C-Aro), 202.2 (+,
CHO).

UPLC-MS (ESI+): m/z [M+Na]*335.28 (berechnet 335.47).

Die spektroskopischen Daten stimmen mit denen in der Literatur iiberein.!'¢¢!
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6.8.13 3-((tert-Butyldiphenylsilyl)oxy)propansaure (66)
oo, O
>LSLO/\)LH >LS‘~ /\)LOH

166 66
C19H240sSi, M = 328.48 g/mol

Der Aldehyd 166 (670 mg, 2.14 mmol, 1.0 Aq.) wurde in einem Gemisch aus tert-
Butanol (8.5 mL) und gesittigtem Phosphatpuffer (2.3 mL, pH 7) gelost. Nach der Zugabe
von 2-Methyl-2-buten (5.30 mL, 10.6 mmol, 2.9 Aq.) wurde die Reaktionslésung auf 0 °C
gekiihlt. Natriumchlorit (780 mg, 8.62 mmol, 4.0 Aq.) wurde unter Riihren hinzugegeben
und die Reaktionslosung auf Raumtemperatur erwdrmt. 7ers-Butanol wurde im Vakuum
entfernt, der Riickstand in 0.2 M Salzsdure (20 mL) aufgenommen und die Losung mit
Ethylacetat (4x 20 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden {iber Mag-
nesiumsulfat getrocknet, filtriert und das Losungsmittel im Vakuum entfernt.
3-((tert-Butyldiphenylsilyl)oxy)propansiure (66) (687 mg, 2.09 mmol, 98%/Rohausbeute)

wurde als farbloses Ol erhalten.

'H NMR (500 MHz, CDCls): 6 [ppm] = 1.04 (s, 9H, CH3, 2.61 (t, /=6.2Hz, 2H,
CHALCOOH), 3.95 (t, /=6.2 Hz, 2H, OCHz), 7.36-7.46 (m, 6H, Ar.- H, Arp-H), 7.65-7.68 (m,
4H, Arm-H).

13C NMR (126 MHz, CDCls): 6 [ppm] = 19.3 (Cq, Si0), 26.99 (+, CHs), 37.4 (-, CH.COOH),
59.7 (-, CH20), 127.9 (+, C-Arp), 130.0 (+, C-Arm), 133.2(Cq, C-Ari), 135.7 (+, C-Aro), 176.5
(Cq, COOH).

UPLC-MS (ESI+): m/z [M+Na]*351.29 (berechnet 351.14).

Die spektroskopischen Daten stimmen mit denen in der Literatur {iberein.!'*”)
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6.9 Synthesen fur B-Ketothiophenolester

6.9.1 1-(1H-Imidazol-1-yl)hex-5-in-1-on (80)
o \\\/\)L
N N
\\/\)LOH \§/N
79 80
CoH10N20, M = 162.19 g/mol

5-Hexinsiure (79) (109 uL, 1.00 mmol, 1.0 Aq.) wurde in absolutem Acetonitril (6.0 mL)
gelést und mit CDI (312 mg, 1.92 mmol, 1.9 Aq.) versetzt. Die Losung wurde fiir 2 h
gerithrt. Das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt und das Imidazolat 80 wurde als
farbloses Ol erhalten. Die analysierte Probe enthielt zusitzlich Imidazol und N,/NV-Carbo-

nyldiimidazol, die beide aus der Reaktion stammten.

H NMR (500 MHz, CDCls): § [ppm] = 2.02 (t, /=2.6 Hz, 1H, CCH), 1.99-2.06 (m, 2H,
CH2CHACH>), 2.38 (td, /= 6.7, 2.6 Hz, 2H, CCH>), 3.04 (t, /= 7.2 Hz, 2H, CHACO), 7.08-7.15
(m, 1H, CONCHCH), 7.50 (t, /= 1.5 Hz, 1H, CONCHCH), 8.20 (s, 1H, CHNCAN).
BCNMR (126 MHz, CDCls): § [ppm] = 17.6 (-, CCH2), 18.2 (-, CH2CH:CH>»), 33.6 (-,
CH.CO), 70.2 (+, CCH), 82.7 (Cq, CCH), 116.2 (+, CONCHCH), 131.1 (+, CONCHCH), 135.1,
136.2 (+, CONCHN), 169.1 (Cq, CO).

HRMS (ESI+): m/z [M+H]*163.0864 (berechnet 163.0866).

Die spektroskopischen Daten stimmen mit denen in der Literatur iiberein.!!¢®

6.9.2 1,3-Di(1H-imidazol-1-yl)1-butanon (84)

R
0 N~ O
/\)LOH —_— )\/U\N/\\N
\—/
82 84

C1oH12N4O, M = 204.23 g/mol

Crotonsiure (82) (86.0 mg, 1.00 mmol, 1.0 Aq.) wurde in absolutem Acetonitril (6.0 mL)
geldst und mit CDI (310 mg, 1.91 mmol, 1.9 Aq.) versetzt. Die Lésung wurde fiir 2 h geriihrt
und das Losungsmitte]l im Vakuum entfernt. Die Untersuchung der Aktivierung der

Carbonsdure 82 identifizierte das Diimidazol-Produkt 84 als Hauptbestandteil. Die
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analysierte Probe enthielt zusétzlich Imidazol und N,N-Carbonyldiimidazol, die beide aus

der Reaktion stammten.

'H NMR (500 MHz, CDCL): 8 [ppm] = 1.69 (d, /=6.9 Hz, 3H, CHj), 3.25 (dd, J=17.3,
6.0 Hz, 1H, CH>), 3.34 (dd, /= 17.3, 7.0 Hz, 1H, CH>), 4.94-5.03 (m, 1H, CHCHs), 7.08 (s,
1H, CONCHCH), 7.11 (dd, J=3.4, 2.5Hz, 1H, CONCHCH), 7.41 (t, /=15 Hz, 1H,
CHNCHCH), 7.53 (t, /= 1.5 Hz, 1H, CHNCHCH), 8.11 (s, 1H, CHNCZHN), 8.20 (s, 1H,
CONCHN).

13C NMR (126 MHz, CDCL): 8 [ppm] = 22.7 (+, CHs), 43.5 (-, CH2), 48.9 (+, CHCHs), 130.2
(+, CHNCHCH), 131.8 (+, CHNCHCH), 132.2 (+, CONCH CH), 135.0 (+, CONCHCH), 136.0
(+, CONCEN), 138.0 (+, CHNCEN), 166.2 (Cq, CO).

HRMS (ESI+): m/z [M+H]*205.1080 (berechnet 205.1084).

Die spektroskopischen Daten stimmen mit denen in der Literatur {iberein.!!2

6.9.3 2-Methyl-3-oxobutansaurethiophenolester (90)

I

53 20
CuH120:S, M = 208.28 g/mol

Essigsdure (180 pL, 189 mg, 3.05 mmol, 1.0 Aq.) wurde in absolutem Acetonitril (25 mL)
vorgelegt. CDI (713 mg, 4.40 mmol, 1.4 Aq.) wurde hinzugegeben und die Losung A fiir 2 h
gerithrt. In einer parallelen Reaktion wurde Methylmalonsdurehalbthiophenolester (53)
(1.41 g, 6.71 mmol, 2.2 Aq.) in absolutem Acetonitril (25 mL) gelést und mit Magnesium-
bromiddiethyletherat (1.04 g, 4.02 mmol, 1.3 Aq.) versetzt. Diese Reaktionslésung B wurde
fiir 1 h geriihrt und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Der Riickstand der Reaktion B
wurde mit Lésung A versetzt. Die entstehende Suspension wurde 18 h geriihrt. Das
Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt und der Riickstand in 0.5 M Salzsdure (40 mL)
und Ethylacetat (40 mL) aufgenommen. Die wissrige Phase wurde mit Ethylacetat
(3x 40 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit gesittigter

Natriumhydrogencarbonat-Losung (40 mL) gewaschen, {iber Magnesiumsulfat getrocknet,
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filtriert und das Loésungsmittel im Vakuum entfernt. 2-Methyl-3-oxobutansdurethio-
phenolester (90) (566 mg, 2.72 mmol, 89%) wurde mittels Sdulenchromatographie (H/EE
19:1) als farbloses Ol isoliert.

!H NMR (500 MHz, CDCls): § [ppm] = 1.46 (d, /=7.1 Hz, 3H, CHCH3), 1.98 (s, 3H, Enol,
CCHs), 2.04 (s, 3H, Enol, CCHj), 2.28 (s, 3H, CH3CO), 3.83 (q, /= 7.1 Hz, 1H, CH), 7.39-7.47
(m, 5H, Ar-H), 13.38 (d, /= 0.7 Hz, 1H, Enol, OA).

BC NMR (126 MHz, CDCls): § [ppm] = 13.8 (+, CHCH3), 28.6(+, CH3CO), 61.9 (+, CHCHz),
126.9 (Cq, C-Ar1), 129.5 (+, C-Arm), 129.9 (+, C-Arp), 134.6 (+, C-Ar,), 195.2 (Cq, COS), 202.5
(Cq, CH3C0).

Re-Wert: 0.15 (H/EE 19:1).

HRMS (ESI+): m/z [M+H]*209.0628 (berechnet 209.0636).

Die spektroskopischen Daten stimmen mit denen in der Literatur iiberein.!'*”!

6.9.4 2-Methyl-3-oxopentansaurethiophenolester (59)

BT« BN S ¥

53 59
C12H1402S, M = 222.30 g/mol

Propionsiure (57) (420 pL, 416 mg, 5.44 mmol, 1.0 Aq.) wurde in absolutem Tetrahydro-
furan (54 mL) gelst und unter Riithren mit CDI (1.05 g, 6.48 mmol, 1.2 Aq.) versetzt. Die
Losung A wurde fiir 2 h geriihrt. Fiir die Reaktionslésung B wurde Methylmalonsdurehalb-
thiophenolester (53) (2.27 g, 10.8 mmol, 2.0 Aq.) in absolutem Acetonitril (54 mL) geldst.
Magnesiumbromiddiethyletherat (1.67 g, 6.47 mmol, 1.2 Aq.) wurde zugegeben und 1 h
gerithrt. Anschlieffend wurde das Losungsmittel der Reaktion A und B im Vakuum ent-
fernt. Der Riickstand A wurde in absolutem Acetonitril (54 mL) gel6st und zum Riick-
stand B iiberfiihrt. Die Suspension wurde 18 h geriihrt. Das Losungsmittel wurde im Vaku-
um entfernt und der Riickstand in 0.5 M Salzsdure (100 mL) und Ethylacetat (100 mL) auf-
genommen. Die wissrigen Phase wurde mit Ethylacetat (3x 100 mL) extrahiert. Die ver-
einigten organischen Phasen wurden mit gesittigter Natriumhydrogencarbonat-Losung

(100 mL) gewaschen, iiber Magnesiumsulfat getrocknet, filtriert und das Losungsmittel im
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Vakuum entfernt. Nach Reinigung mittels Sdulenchromatographie (H/EE 9:1) wurde
2-Methyl-3-oxopentansdurethiophenolester (59) (1.23 g, 5.44 mmol, quant.) als farbloses
Ol erhalten.

'H NMR (500 MHz, CDCls): 6 [ppm] = 1.09 (t, /= 7.2 Hz, 3H, CH2CH3), 1.45 (d, /=7.1 Hz,
3H, CHCHj3), 1.98 (s, 3H, Enol, CCHs), 2.34 (q, /= 7.6 Hz, 1H, Enol, CHCHzs), 2.51-2.72 (m,
2H,CH>),3.86 (q, /="7.1 Hz, 1H, CHCH3), 7.39-7.47 (m, 5H, Ar- H), 13.47 (t, /= 0.9 Hz, 1H,
Enol, OH).

BC NMR (126 MHz, CDCls): § [ppm] = 7.9 (+, CH2CHs), 13.9 (+, CHCHz), 34.9 (-, CH2CO),
61.0 (+, CHCH3), 127.0 (Cq, C-Ar1), 129.5 (+, C-Arm), 129.9 (+, C-Arp), 134.6 (+, C-Aro), 195.2
(Cq, COS), 205.2 (Cq, CH200).

Re+-Wert: 0.12 (H/EE 9:1).

HRMS (ESI+): m/z [M+Na]*245.0609 (berechnet 245.0612).

6.9.5 2-Methyl-3-oxooctansaurethiophenolester (91)

BV IS 5

53 91
Ci1sH2002S, M = 264.38 g/mol

Hexansiure (108 pL, 99 mg, 0.83 mmol, 1.0 Aq.) wurden fiir Reaktion A in absolutem
Acetonitril (6.0 mL) vorgelegt, unter Rithren mit CDI (225 mg, 1.39 mmol, 1.7 Aq.) versetzt
und fiir 2 h gerithrt. Fiir Reaktion B wurde Methylmalonsdurehalbthiophenolester (53)
(440 mg, 2.09 mmol, 2.5 Aq.) in absolutem Acetonitril (6.0 mL) geldst und Magnesium-
bromiddiethyletherat (310 mg, 1.20 mmol, 1.4 Aq.) zugegeben. Die Suspension B wurde fiir
1 h geriihrt, das Losungsmittel im Vakuum entfernt und der Riickstand mit der Reaktions-
losung A versetzt. Der vereinigte Ansatz wurde 18 h geriihrt. Das Losungsmittel wurde im
Vakuum entfernt und der Riickstand in 0.5 M Salzsdure (8.0 mL) geldst. Die Losung wurde
mit Ethylacetat (4x 15 mL) extrahiert und die vereinigten organischen Phasen mit gesit-
tigter Natriumhydrogencarbonat-Losung (15 mL) gewaschen, iiber Magnesiumsulfat

getrocknet, filtriert und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Die Reinigung mittels
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Sdulenchromatographie (H/EE 19:1) ergab 2-Methyl-3-oxooctansdurethiophenolester (91)
(155 mg, 0.59 mmol, 71%) als farbloses Ol.

H NMR (500 MHz, CDCls): é [ppm] = 0.89 (t, /=7.1 Hz, 3H, CH2CHj3), 1.20-1.38 (m, 4H,
CHLCHACHs), 1.44 (d, /=7.1 Hz, 3H, CHCH53), 1.56-1.67 (m, 2H, CHACH>CO), 1.98 (s, 3H,
Enol, CCHj3), 2.26-2.34 (m, 1H, Enol, CH.CHCO), 2.58 (qt, /=17.5, 7.3 Hz, 2H, CHCO),
3.85 (q, /=7.0 Hz, 1H, CHCHzs), 7.37-7.50 (m, 5H, Ar-H), 13.46 (t, /= 1.1 Hz, 1H, Enol,
OH).

BC NMR (126 MHz, CDCls): 6 [ppm] = 13.8 (+, CHCH3), 14.1 (+, CH2CHs), 22.6 (-, CHa),
23.4 (-, CH»), 31.3 (-, CH>), 41.5 (-, CH2CO), 61.3 (+, CHCH3), 127.0 (Cq, C-Ar1), 129.5 (4,
C-Arm), 129.9 (+, C-Arp), 134.6 (+, C-Aro), 195.1 (Cq, COS), 204.8 (Cq, CH2CO).

Re-Wert: 0.31 (H/EE 19:1).

HRMS (ESI+): m/z [M+H]*265.1251 (berechnet 265.1262).

6.9.6 2-Methyl-3-oxo-7-octinsaurethiophenolester (81)

o o O O
¢ S g
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53 81

CisH1602S, M = 260.35 g/mol

5-Hexinsiure (79) (370 pL, 384 mg, 3.32 mmol, 1.0 Aq.) wurde in absolutem Tetrahydro-
furan (25 mL) vorgelegt und CDI (701 mg, 4.33 mmol, 1.3 Aq.) hinzugegeben. Die Lésung A
wurde fiir 2 h gerithrt. Fiir Reaktion B wurde absolutes Tetrahydrofuran (25 mL) mit
Methylmalonsiurehalbthioester 53 (1.45 g, 6.89 mmol, 2.1 Aq.) und dem Magnesium-
bromiddiethyletherat (901 mg, 3.49 mmol, 1.1 Aq.) versetzt. Die Suspension B riihrte fiir
1 h. Das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt und der Riickstand mit die Losung A
versetzt. Die entstehende Suspension wurde 18 h geriihrt. Das Losungsmittel wurde im
Vakuum entfernt und der Riickstand in 0.5 M Salzsdure (40 mL) und Ethylacetat (30 mL)
gelost. Die wissrige Phase wurde mit Ethylacetat (3x 30 mL) extrahiert und die vereinigten
organischen Phasen mit gesittigter Natriumhydrogencarbonat-Losung (40 mL) gewaschen.
Die organische Phase wurde iiber Magnesiumsulfat getrocknet, filtriert und das Losungs-

mitte] im Vakuum entfernt. 2-Methyl-3-oxo-7-octinsdurethiophenolester (81) (773 mg,

169



6. Experimenteller Teil

2.97 mmol, 90%) wurde mittels Sdulenchromatographie (H/EE 19:1) als farbloses Ol isoliert.

'H NMR (500 MHz, CDCls): § [ppm] = 1.46 (d, /=7.1 Hz, 3H, CH3), 1.79-1.86 (m, 2H,
CH:CHACH»), 1.96 (t, /=2.7 Hz, 1H, CCH), 2.24 (tdd, /=6.8, 2.7, 1.6 Hz, 2H, CCH>),
2.66-2.83 (m, 2H, CHCO), 3.87 (q, /=7.1 Hz, 1H, CHCHs), 7.40-7.45 (m, 5H, Ar- H), 13.44
(t, /=0.9 Hz, 1H, Enol).

BCNMR (126 MHz, CDCls): 6 [ppm] = 13.8 (+, CH3), 17.7 (-, CCH2), 22.2 (-, CH2CH2CH2),
39.9 (-, CH2CO), 61.4 (+, CHCHs), 69.4 (+, CCH), 83.5 (Cq, CCH), 129.5 (Cq, C-Ar1), 129.5
(+, C-Arm), 129.9 (+, C-Aryp), 134.6 (+, C-Aro), 195.1 (Cq, COS), 204.1 (Cq, CH2C0).
R+-Wert: 0.11 (H/EE 19:1).

HRMS (APCI+): m/z [M+H]*261.0940 (berechnet 261.0944).

6.9.7 3-Cyclopentyl-2-methyl-3-oxopropansaurethiophenolester (92)

o o @ o o /@
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53 92

CisH1802S, M = 262.37 g/mol

Cyclopentansiure (340 pL, 358 mg, 3.23 mmol, 1.0 Aq.) wurde in absolutem Acetonitril
(25 mL) geldst. Dazu wurde CDI (704 mg, 4.34 mmol, 1.4 Aq.) gegeben und die Lésung A
fiir 2 h geriihrt. Methylmalonsiurehalbthiophenolester (53) (1.43 g, 6.78 mmol, 2.2 Aq.)
wurde fiir Reaktion B in absolutem Acetonitril (25 mL) gel6st und mit Magnesiumbromid-
diethyletherat (1.17 g, 4.53 mmol, 1.4 Aq.) versetzt. Die Suspension B wurde fiir 1h
geriithrt, das Losungsmittel im Vakuum entfernt und der Riickstand mit die Losung A ver-
setzt. Die Suspension wurde 18 h geriihrt. Das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt
und der Riickstand in 0.5 M Salzsdure (40 mL) und Ethylacetat (40 mL) aufgenommen. Die
wissrige Phase wurde mit Ethylacetat (3x 40 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen
Phasen wurden mit gesittigter Natriumhydrogencarbonat-Losung (40 mL) gewaschen,
iiber Magnesiumsulfat getrocknet, filtriert und das Losungsmittel im Vakuum entfernt.
3-Cyclopentyl-2-methyl-3-oxopropansdurethiophenolester 92 (658 mg, 2.51 mmol, 80%)

wurde mittels Siulenchromatographie (H/EE 39:1) als farbloses Ol isoliert.
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H NMR (500 MHz, CDCls): & [ppm] = 1.45 (d, /= 7.0 Hz, 3H, CH3), 1.53-1.65 (m, 2H, CHb),
1.64-1.75 (m, 3H, CH2), 1.75-1.87 (m, 2H, CCA>), 1.88-1.95 (m, 1H, CCA?), 2.01 (s, 3H, Enol,
CH), 3.14 (tt, J=8.2, 7.4 Hz, 1H, CH:.CH), 3.97 (g, /= 7.0 Hz, 1H, CHCHs), 7.38-7.46 (m,
S5H, Ar-H), 13.65 (d, /= 1.4 Hz, 1H, Enol, O &).

13C NMR (126 MHz, CDCL): 8 [ppm] = 14.0 (+, CHs), 26.2 (-, CH2), 26.2 (-, CHa), 29.4 (-,
CH.), 30.3 (-, CHz), 50.7 (+, CHCH.), 60.7 (+, CHCHs), 127.1 (Cq, C-Ar1), 129.4 ((+, C-Arn),
129.8 (+, C-Arp), 134.6 (+, C-Aro), 194.9 (Cq, COS), 207.4 (Cq, CH200).

Re-Wert: 0.12 (H/EE 39:1).

HRMS (ESI+): m/z [M+H]*263.1101 (berechnet 263.1100).

6.9.8 3-Cyclohexyl-2-methyl-3-oxopropansaurethiophenolester (93)

1.0
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53 93
Ci6H200:2S, M = 276.39 g/mol

Cyclohexansiure (400 mg, 3.12 mmol, 1.0 Aq.) wurde in absolutem Acetonitril (25 mL)
geldst, mit CDI (720 mg, 4.44 mmol, 1.4 Aq.) versetzt und die Lésung A fiir 2 h geriihrt. Fiir
die Reaktion B wurde Methylmalonsdurehalbthiophenolester (53) (1.44 g, 6.83 mmol,
2.2 Aq.) in absolutem Acetonitril (25 mL) gelst und mit Magnesiumbromiddiethyletherat
(1.27 g, 4.92 mmol, 1.5 Aq.) versetzt. Die Suspension wurde fiir 1 h geriihrt, das Lésungs-
mittel im Vakuum entfernt und der Riickstand mit die Losung A versetzt. Die entstehende
Suspension wurde 18 h geriihrt. Das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt und der
Riickstand in 0.5 M Salzsdure (40 mL) und Ethylacetat (40 mL) aufgeldst. Die wiassrige Phase
wurde mit Ethylacetat (3x 40 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden
mit gesittigter Natriumhydrogencarbonat-Losung (40 mL) gewaschen, iiber Magnesium-
sulfat getrocknet, filtriert und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Die Reinigung
erfolgte mittels Sdulenchromatographie (H/EE 19:1) und 3-Cyclohexyl-2-methyl-3-oxo-
propansiurethiophenolester (93) (721 mg, 2.61 mmol, 84%) wurde als farbloses Ol

erhalten.
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IH NMR (500 MHz, CDCLs): & [ppm] = 1.15-1.41 (m, 4H, CH>), 1.43 (d, /= 7.0 Hz, 3H, CHj),
1.45-1.93 (m, 6H, CHz), 1.99 (s, 3H, Enol, CH3), 2.59-2.68 (m, 1H, CH:CH), 4.02 (q,
J=7.0 Hz, 1H, CHCHs), 7.37-7.48 (m, 5H, Ar-H), 13.63 (d, /= 1.2 Hz, 1H, Enol, O H).

13C NMR (126 MHz, CDCL): 8 [ppm] = 14.1 (+, CHs), 25.5 (-, CH), 25.8 (-, CHa), 25.9 (-,
CH,), 28.4 (~, CH2), 29.2 (-, CHa), 50.4 (+, CHCH?), 59.4 (+, CHCHs), 127.1 (Cq, C-Ar1), 129.5
(+, C-Arm), 129.8 (+, G-Ary), 134.6 (+, C-Aro), 194.9 (Cq, COS), 207.8 (Co, CH2C0).
ReWert: 0.25 (H/EE 19:1).

Die spektroskopischen Daten stimmen mit denen in der Literatur iiberein.!!%8)

6.9.9 5-((4-Methoxybenzyl)oxy)-2-methyl-3-oxopentansaurethiophenol-

ester (94)
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C20H2:04S, M = 358.45 g/mol

3-((4-Methoxybenzyl)oxy)propansiure (67) (670 mg, 3.19 mmol, 1.0 Aq.) wurde in ab-
solutem Acetonitril (25 mL) vorgelegt, CDI (712 mg, 4.39 mmol, 1.4 Aq.) zugegeben und
die Losung A fiir 2h geriihrt. Methylmalonsdurehalbthiophenolester (53) (1.42 g,
6.75 mmol, 2.1 Aq.) wiirde fiir Reaktion B in absolutem Acetonitril (25 mL) gel6st und mit
Magnesiumbromiddiethyletherat (1.03 g, 3.97 mmol, 1.2 Aq.) versetzt. Die Suspension B
wurde fiir 1 h geriihrt, das Losungsmittel im Vakuum entfernt und der Riickstand mit
Losung A versetzt. Die Suspension wurde 18 h geriihrt. Das Losungsmittel wurde im Vaku-
um entfernt und der Riickstand in 0.5 M Salzsdure (40 mL) und Ethylacetat (40 mL)
aufgenommen. Die wissrige Phase wurde mit Ethylacetat (3x 40 mL) extrahiert. Die verei-
nigten organischen Phasen wurden mit gesittigter Natriumhydrogencarbonat-Losung
(40 mL) gewaschen, iiber Magnesiumsulfat getrocknet, filtriert und das Losungsmittel im
Vakuum entfernt. Das PMB-Substrat 94 (768 mg, 2.14 mmol, 67%) wurde mittels Séulen-

chromatographie (H/EE 9:1) als farbloses Ol isoliert.

IH NMR (500 MHz, CDCLs): & [ppm] = 1.45 (d, /= 7.1 Hz, 3H, CHCHj), 1.99 (s, 3H, Enol,
CCH;), 2.05 (s, 3H, Enol, CCH), 2.86 (t, /= 6.3, 0.6 Hz, 2H, CHAO), 3.70-3.77 (m, 2H,
OCH?), 3.80 (s, 3H, OCH3), 3.90 (q, /= 7.1 Hz, 1H, CHCH3), 4.44 (s, 2H, CCH:O), 6.85-6.91
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(m, 2H, Arm-H), 7.22-7.28 (m, 2H, Ar.- H), 7.38-7.44 (m, 5H, Ar-H), 13.44 (t, /= 1.0 Hz, 1H,
Enol, OH).

BCNMR (126 MHz, CDCls): 6 [ppm] = 13.6 (+, CHCHzs), 41.8 (-, CH2CO), 55.4 (+, OCHs),
61.6 (+, CHCHs), 64.9 (-, OCH:CHz2), 73.1 (-, OCHC), 113.9 (+, C-Arm), 127.0 (C-SAry),
129.5 (C-SArm), 129.5 (+, C-Ar.), 129.9 (C-SArm), 130.2 (Cq, C-An1), 134.6 (C-SAr,), 159.4
(Cq, C-Arp), 195.0 (Cq, COS), 203.1 (Cq, CH2€0).

ReWert: 0.09 (H/EE 9:1).

HRMS (ESI+): m/z [M+Na]*381.1131 (berechnet 381.1136).

6.9.10 4-Methyl-3,5-dioxo-5-(thiophenyl)pentylpivalat (97)
o o o o o /@
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53 97
Cr7H22045, M = 322.42 g/mol

3-(Pivaloyloxy)propansiure (68) (93.7 mg, 0.52 mmol, 1.0 Aq.) wurde in absolutem
Tetrahydrofuran (4.0 mL) geldst, mit CDI (121 mg, 0.74 mmol, 1.4 Aq.) versetzt und die
Losung A fiir 2h geriihrt. Fiir Reaktion B wurde Methylmalonsdurehalbthiophenol-
ester (53) (232 mg, 1.10 mmol, 2.1 Aq.) in absolutem Tetrahydrofuran (4.0 mL) geldst und
mit Magnesiumbromiddiethyletherat (151 g, 4.92mmol, 1.5 Aq.) versetzt. Die
Suspension B wurde fiir 1 h geriihrt, das Losungsmittel im Vakuum entfernt und der Riick-
stand mit Lésung A versetzt. Die Suspension wurde 18 h geriihrt. Das Losungsmittel wurde
im Vakuum entfernt, der Riickstand in 0.5 M Salzsdure (4.0 mL) aufgeldst und mit Ethyl-
acetat (4x 3.0 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit gesittigter
Natriumhydrogencarbonat-Losung (4.0 mL) gewaschen. Die organische Phase wurde iiber
Magnesiumsulfat getrocknet, filtriert und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Ein
Reinigungsversuch erfolgte mittels Sdulenchromatographie (H/EE 9:1). Das Isolat (68.0 mg)
enthielt  4-Methyl-3,5-dioxo-5-(thiophenyl)pentylpivalat (97)  (Anteil 65 mol%,
0.13 mmol, Umsatz 26%) neben dem bromierten Nebenprodukt88 (Anteil 35 mol%,

0.07 mmol).
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H NMR (500 MHz, CDCls): § [ppm] = 1.16 (s, /= 0.6 Hz, 9H, C(CH3)3), 1.47 (d, /=7.1 Hz,
3H, CHCH5), 2.81-3.01 (m, 2H, COCH>), 3.87 (q, /=7.0 Hz, 1H, CHCHs), 4.34 (t, /= 5.9 Hz,
2H, OCH?>), 7.16-7.21 (m, 1H, Arp-H), 7.27-7.48 (m, 4H, Aro- H, Arm-H), 13.35 (s, 1H, Enol,
OH).

R+-Wert: 0.10 (H/EE 9:1).

UPLC-MS (ESI+): m/z [M+Na]*345.22 (berechnet 345.11).

6.9.11 5-((tert-Butyldimethylsilyl)oxy)-2-methyl-3-oxopentansaurethio-

phenolester (95)
e SN Ve
Si,
s . Fron A s
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Ci1sH2803SSi, M = 352.16 g/mol

3-((tert-Butyldimethylsilyl)oxy)propansiure (65) (626 mg, 2.97 mmol, 1.0 Aq.) wurde in
absolutem Tetrahydrofuran (25 mL) gelést, mit CDI (700 mg, 4.32 mmol, 1.5 Aq.) versetzt
und die Losung A fiir 2 h geriihrt. In Reaktion B wurde Methylmalonsdurehalbthiophenol-
ester (53) (2.02 g, 9.61 mmol, 3.2 Aq.) in absolutem Tetrahydrofuran (25 mL) gelést und
Magnesiumbromiddiethyletherat (1.27 g, 4.92 mmol, 1.7 Aq.) hinzugegeben. Die Suspen-
sion wurde fiir 1 h geriihrt, das Losungsmittel im Vakuum entfernt und der Riickstand mit
die Losung A versetzt. Die Suspension wurde 18 h geriihrt. Das Losungsmittel wurde im
Vakuum entfernt und der Riickstand in 0.5 M Salzsdure (40 mL) und Ethylacetat (40 mL)
aufgelost. Die wissrige Phase wurde mit Ethylacetat (3x 40 mL) extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen wurden mit gesittigter Natriumhydrogencarbonat-Losung (40 mL)
gewaschen, iiber Magnesiumsulfat getrocknet, filtriert und das Losungsmittel im Vakuum
entfernt. Die Reinigung erfolgte mittels Sdulenchromatographie (H/EE 29:1) und
5-((tert-Butyldimethylsilyl)oxy)-2-methyl-3-oxopentansiurethiophenolester (95) (566 mg,

1.61 mmol, 54%) wurde als farbloses Ol erhalten.

'H NMR (500 MHz, CDCLs): 8 [ppm] = 0.05 (s, 3H, SiCA?3), 0.06 (s, 3H, SiCH53), 0.88 (s,
J=3.2Hz, 9H, C(CH3)s), 1.44 (d, /= 7.1 Hz, 3H, CHCH}), 2.02 (s, 3H, Enol, CH3), 2.71-2.86
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(m, 2H, CHCO), 3.91 (t, /= 6.2 Hz, 2H, OCH3), 3.91 (q, /= 7.1 Hz, 1H, CHCHs), 7.39-7.46
(m, 5H, Ar-H), 13.35 (t, /= 1.1 Hz, 1H, Enol, O A).

BCNMR (126 MHz, CDCls): é [ppm] = -5.3 (+, SiCHs), -5.3 (+, SiCHs), 13.5 (+, CHCHs),
18.4 (Cq, SiQ), 26.0 (+, C(CHs)3), 44.5 (-, CH2CO), 58.8 (+, CHCH3), 61.9 (-, OCH>), 129.5
(Cq, CG-Ar), 1295 (+, C-Arm), 129.9 (+, C-Aryp), 134.6 (+, C-Aro), 195.0 (Cq, COS), 203.6 (Cq,
CH2C0).

Re+-Wert: 0.15 (H/EE 29:1).

6.9.12 5-((tert-Butyldiphenylsilyl)oxy)-2-methyl-3-oxopentansaurethio-

phenolester (96)
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C2sH32038S8i, M = 476.71 g/mol

3-((tert-Butyldiphenylsilyl)oxy)propansiure (66) (997 mg, 2.95 mmol, 1.0 Aq.) wurden
in absolutem Tetrahydrofuran (25 mL) vorgelegt, unter Rithren mit CDI (700 mg,
4.32 mmol, 1.5 Aq.) versetzt und die Loésung A fiir 2 h geriihrt. Fiir Reaktion B wurde
Methylmalonsiurehalbthiophenolester (53) (1.42 g, 6.77 mmol, 2.3 Aq.) in absolutem
Tetrahydrofuran (25 mL) vorgelegt und Magnesiumbromiddiethyletherat (909 mg,
3.52 mmol, 1.2 Aq.) zugegeben. Die Suspension B wurde fiir 1 h geriihrt, das Lésungsmittel
im Vakuum entfernt und der Riickstand mit der Reaktionslosung A versetzt. Die
Suspension wurde 18 h geriihrt. Das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt und der
Riickstand in 0.5 M Salzsdure (40 mL) gelost. Die Losung wurde mit Ethylacetat (4x 20 mL)
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen mit gesattigter Natriumhydrogencarbonat-
Losung (40 mL) gewaschen, iiber Magnesiumsulfat getrocknet, filtriert und das Losungs-
mittel im Vakuum entfernt. Die Reinigung mittels Sdulenchromatographie (H/EE 29:1 ->
19:1 -> 9:1) ergab 5-((zert-Butyldiphenylsilyl)oxy)-2-methyl-3-oxopentansdurethiophenol-
ester (96) (611 mg, 1.28 mmol, 44%) als farbloses Ol.
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'H NMR (500 MHz, CDCls): § [ppm] = 1.03 (s, 9H, C(CH3)3), 1.45 (d, /=7.1 Hz, 3H,
CHCH3), 1.95 (s, 3H, Enol, CCH3), 2.58 (t, /= 6.3 Hz, 1H, Enol, CH:2CHCO), 2.74-2.88 (m,
2H, CHLCO), 3.92 (q, /= 7.1 Hz, 1H, CHCH3), 3.95 (t, /= 6.1 Hz, 2H, OCH?>), 7.35-7.47 (m,
10H, Ar-H), 7.62-7.74 (m, 5H, Ar-H), 13.32 (s, 1H, Enol, O &).

3C NMR (126 MHz, CDCls): § [ppm] = 13.6 (+, CHCHs), 19.3 (Cq, SiC), 26.9 (+, C(CHs)s),
44.2 (-, CH2CO), 59.5 (+, CHCH3), 61.8 (—, OCH2), 127.9 (Cq, C-SAr1), 127.9 (+, C-Arp), 129.5
(+, C-SArm), 129.9 (+, C-Arm), 129.9 (+, C-SArp), 134.6 (+, C-SAr,), 134.9 (Cq, C-Arn1), 135.7
(+, C-Aro), 194.9 (Cq, COS), 203.3 (Cq, CH2€0).

R+Wert: 0.32 (H/EE 9:1).

UPLC-MS (ESI+): m/z [M+H]*477.44 (berechnet 477.18).

6.9.13 2-Methyl-3-(naphthalen-2-yl)-3-oxopropansaurethiophenol-

ester (98)
0o o
JLD oM
53 98

C20H1602S, M = 320.41 g/mol

2-Naphthoesiure (530 mg, 3.08 mmol, 1.0 Aq.) wurde in absolutem Tetrahydrofuran
(25 mL) vorgelegt und CDI (703 mg, 4,34 mmol, 1.4 Aq.) hinzugegeben. Die Loésung A
wurde fiir 3.5 h geriihrt. Methylmalonsdurehalbthiophenolester (53) (1.47 g, 6.99 mmol,
2.3 Aq.) wurde in absolutem Tetrahydrofuran (25 mL) vorgelegt und mit Magnesium-
bromiddiethyletherat (904 mg, 3.50 mmol, 1.1 Aq.) versetzt. Nach 1 h Riihren wurde das
Losungsmittel im Vakuum entfernt und Losung A zum Reaktionsriickstand B gegeben. Die
Suspension wurde 18 h geriihrt. Das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt und der
Riickstand in 0.5 M Salzsdure (40 mL) aufgenommen. Die wissrige Phase wurde mit Ethyl-
acetat (4x 20 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit gesittigter
Natriumhydrogencarbonat-Losung (40 mL) gewaschen, {iber Magnesiumsulfat getrocknet,
filtriert und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Ein Reinigungsversuch erfolgte mittels
Sdulenchromatographie (H/EE 9:1). Das Isolat (785 mg) enthielt das Naphthalen-
Produkt 98 (Anteil 77 mol%, 1.85 mmol, Umsatz 60%) neben dem bromierte Neben-
produkt 88 (Anteil 23 mol%, 0.55 mmol).
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H NMR (500 MHz, CDCls): & [ppm] = 1.67 (d, /= 7.0 Hz, 3H, CHj), 4.91 (q, /= 7.0 Hz, 1H,
CHCHs), 7.36 (s, 5H, Ph-H), 7.58 (ddd, /= 8.1, 6.9, 1.3 Hz, 1H, Naph-), 7.63 (ddd, /= 8.2,
6.9, 1.3 Hz, 1H, Naph-H), 7.87-7.95 (m, 2H, Naph-Z), 8.00 (dd, /=8.1, 0.6 Hz, 1H,
Naph-H), 8.08 (dd, /= 8.6, 1.8 Hz, 1H, Naph-F), 8.58 (d, /= 1.4 Hz, 1H, Naph-H), 13.67 (s,
1H, Enol, O ).

Re-Wert: 0.25 (H/EE 9:1).

UPLC-MS (APCI+): m/z [M+H]*321.0943 (berechnet 321.0944).
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6.10 Synthesen fiir B-Keto-SNAC-thioester

6.10.1 N-Acetylcysteamin (58)

H

® e) Hs/\/N\n/
~_NH; ¢l
HS — (0]

169 58

CsHoNOS, M =119.18 g/mol

Cysteaminhydrochlorid (169) (21.5 g, 189 mmol, 1.0 Aq.) wurde in Wasser (220 mL)
geldst und bei 0 °C mit Kaliumhydroxid (88.2 g, 1.57 mol, 8.3 Aq.) und Essigsiureanhydrid
(55.0 mL, 0.583 mol, 3.1 Aq.) versetzt. Die Lésung wurde fiir 2 h geriihrt. Die Reaktions-
l6sung (pH 12 — 14) wurde mit Dichlormethan (3x 50 mL) gewaschen und mit 4 M Salzsiure
(70 mL) auf pH 6 — 7 eingestellt. Die Extraktion erfolgte mit Dichlormethan (3x 210 mL).
Die vereinigten Extraktphasen wurden {iber Magnesiumsulfat getrocknet, filtriert und das
Losungsmittel im Vakuum entfernt. N-Acetylcysteamin (58) (20.2 g, 169 mmol, 89%)

wurde als farbloses Ol erhalten.

TH NMR (500 MHz, CDCls): 6 [ppm] = 1.35 (t, /=8.5 Hz, 1H, SH), 2.01 (s, 3H, CH3), 2.67
(dt, /=8.5, 6.3 Hz, 2H, SCH>), 3.43 (q, /= 6.3 Hz, 2H, NCH>), 5.97 (bs, 1H, NH).

Re+-Wert: 0.24 (EE).

UPLC-MS(+): m/z [M+H]*120.04 (berechnet 120.05).

Die spektroskopischen Daten stimmen mit denen in der Literatur {iberein.!'”?

6.10.2 2-Methyl-3-oxobutansaure(N-acetylcysteamin)thioester (34)

o o /@ O O H
AN
A, ~ Ay
90 34
CoH1sNOsS, M = 217.28 g/mol

DIPEA (820 pL, 621 mg, 4.80 mmol, 4.9 Aq.) wurde zu 2-Methyl-3-oxobutansiurethio-
phenolester (90) (205 mg, 0.98 mmol, 1.0 Aq.) in absolutem Acetonitril (9.2 mL) gegeben.
Die Lésung wurde mit HSNAC 58 (1.02 g, 8.58 mmol, 8.9 Aq.) versetzt und fiir 35 min

gerithrt. Die Reaktion wurde durch die Zugabe von gesittigter Natriumchlorid-Losung
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(20 mL) und Wasser (20 mL) beendet. Die Extraktion erfolgte mit Dichlormethan
(4x 15 mL) und die vereinigten organischen Phasen wurden iiber Kupfersulfat-impragnier-
tem Silika filtriert (22.0 g zur Losung, 22.0 g als Filtersdule, 2x 8.80 mmol; 2.1-fache der
freien Thiole). Das Filtermaterial wurde mit Dichlormethan (15 mL) und mit Ethylacetat
(3x 15 mL) gewaschen. Die Produkt-enthaltenden Fraktionen wurden vereinigt, das
Losungsmittel im Vakuum entfernt und der Riickstands mittels Sdulenchromatographie
(Ethylacetat)  gereinigt. = 2-Methyl-3-oxobutansdure(SNAC)thioester (34) (185 mg,
0.85 mmol, 87%) wurde als farbloses Ol erhalten.

'H NMR (500 MHz, CDCls): 6 [ppm] = 1.39 (d, /=7.1 Hz, 3H, CHCHs), 1.97 (s, 3H,
CHsCON), 2.24 (s, 3H, CHsCOCH), 3.02-3.14 (m, 2H, SCH>), 3.38-3.51 (m, 2H, NCH>), 3.77
(g, /=7.1 Hz, 1H, CHCHs), 5.87 (bs, 1H, NH), 13.54 (d, /= 0.7 Hz, 1H, Enol, OHA).
BCNMR (126 MHz, CDCls): § [ppm] = 13.6 (+, CHCHs), 23.3 (+, CHsCON), 28.7 (+,
CH3COCH), 29.0 (-, SCH>), 39.4 (-, NCH>), 62.0 (+, CHCHS3s), 170.7 (Cq, CH3CO), 197.1 (Cq,
COS), 202.8 (Cq, CH200).

Re-Wert: 0.24 (EE).

HRMS (ESI+): m/z [M+H]*218.0842 (berechnet 218.0845).

Die spektroskopischen Daten stimmen mit denen in der Literatur iiberein.5”!

6.10.3 2-Methyl-3-oxopentansaure(N-acetylcysteamin)thioester (35)

A) Transesterifizierung

A0 H
N
(o)
59
CioH1703S, M = 231.31 g/mol

2-Methyl-3-oxopentansiurethiophenolester (59) (1.01 g, 4.53 mmol, 1.0 Aq.) wurde in
absolutem Acetonitril (48 mL) gelést, DIPEA (3.90 mL, 2.95 g, 22.8 mmol, 5.0 Aq.) und
HSNAC (58) (5.05 g, 42.4 mmol, 9.4 Aq.) hinzugegeben und die Reaktion {iber Nacht
gerithrt. Die Reaktion wurde durch die Zugabe von gesittigter Natriumchlorid-Losung
(180 mL) und Wasser (90 mL) beendet. Die Losung wurde mit Dichlormethan (3x 270 mL)

extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden im Vakuum auf 500 mL eingeengt
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und iiber Kupfersulfat-impragniertem Silika filtriert (104 g zur Lésung, 104 g als Filterséule,
2x 41.7 mmol; 2.0-fache der freien Thiole). Das Filtermaterial wurde mit einer Mischung
aus Ethylacetat und Methanol (2x 500 mL, 9:1) gespiilt. Das Losungsmittel wurde im Vaku-
um entfernt und der farblose Feststoff (Silika) mehrfach mit Ethylacetat gewaschen. Die
vereinigten organischen Phasen wurden im Vakuum vom Lésungsmittel befreit. Der Riick-
stand wurde mittels Sdulenchromatographie (Ethylacetat) gereinigt. 2-Methyl-3-oxo-
pentansiure(SNAC)thioester (35) (973 mg, 4.21 mmol, 93%) wurde als farbloses Ol

erhalten.

B) Decarboxylative CLAISEN-Kondensation

O O O O H

HO)H/U\S/\/H\H/ . \J\HJ\S/\/N\g/

(o]
50 35

C1oH17OsS, M = 231.31 g/mol

Propionsiure 57 (88.3 pL, 87.4 mg, 1.14 mmol, 1.3 Aq.) wurde in absolutem Tetrahydro-
furan (7.0 mL) gelést und CDI (217 mg, 1.34 mmol, 1.5 Aq.) hinzugegeben. Die Lésung A
wurde fiir 2 h geriihrt, das Losungsmittel im Vakuum entfernt und der Riickstand in abso-
lutem Acetonitril (11.7 mL) aufgenommen. Fiir Reaktion B wurde Methylmalonséure-
(SNAC)halbthioester (50) (200 mg, 0.91 mmol, 1.0 Aq.) in absolutem Acetonitril (5.0 mL)
gelost und Magnesiumbromiddiethyletherat (280 mg, 1.08 mmol, 1.2 Aq.) zugegeben. Die
Suspension B wurde 1 h bei 35 °C geriihrt. Die Reaktionslosung A wurde zur Reaktion B
iberfithrt und der vereinigte Ansatz 18 h bei 35 °C kriftig geriihrt. Das Loésungsmittel
wurde im Vakuum entfernt und der Riickstand in 0.5 M Salzsdure (10 mL) und Ethylacetat
(10 mL) aufgenommen. Die wissrige Phase wurde mit Ethylacetat (3x 10 mL) extrahiert.
Die vereinigten organischen Phasen wurden tiber Magnesiumsulfat getrocknet, filtriert und
das Losungsmittel im Vakuum entfernt. 2-Methyl-3-oxopentansidure(SNAC)thioester (35)
(115 mg, 0.50 mmol, 55%) wurde mittels Sdulenchromatographie (PE/EE 1:9) als farbloses

Ol isoliert.
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H NMR (500 MHz, CDCls): § [ppm] = 1.06 (t, /= 7.2 Hz, 3H, CH.CH3), 1.38 (d, /=7.1 Hz,
3H, CHCHj3), 1.96 (s, 3H, CHsCO), 2.47-2.65 (m, 2H, CH=CO), 3.00-3.13 (m, 2H, SCH>),
3.37-3.51 (m, 2H, NCH>), 3.79 (q, /=7.1 Hz, 1H, CHCHs), 5.92 (bs, 1H, NH), 13.64 (t,
J=0.9 Hz, 1H, Enol, OA).

BC NMR (126 MHz, CDCls): § [ppm] = 7.8 (+, CH2CH3), 13.8 (+, CHCHs), 23.3 (+, CH3CO),
29.0 (-, SCH2), 35.1 (-, CH2CO), 39.4 (-, NCH»), 61.1 (+, CHCH3), 170.5 (Cq, CH3CO), 197.2
(Cq, COS), 205.6 (Cq, CH200).

Re-Wert: 0.24 (Ethylacetat).

HRMS (ESI+): m/z [M+Na]*254.0831 (berechnet 254.0827).

Die spektroskopischen Daten stimmen mit denen in der Literatur iiberein.5”!

6.10.4 2-Methyl-3-oxooctansaure(N-acetylcysteamin)thioester (101)

A) Transesterifizierung

0o o @ o o H
/\/\)H/ls e /\/\)J\l/u\s/\/N\n/
(o)
91 101

CisH23NOsS, M = 273.39 g/mol

2-Methyl-3-oxooctansiurethiophenolester (91) (80.0 mg, 0.30 mmol, 1.0 Aq.) wurde in
absolutem Acetonitril (5.0 mL) gelést. DIPEA (260 pL, 197 mg, 1.52 mmol, 5.0 Aq.) und
HSNAC (58) (325 mg, 2.73 mmol, 9.0 Aq.) wurden hinzugegeben und fiir 30 min geriihrt.
Die Reaktion wurde durch die Zugabe von gesittigter Natriumchlorid-Losung (9.0 mL) und
Wasser (6.0 mL) beendet. Die Losung wurde mit Dichlormethan (4x 10 mL) extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen wurden iiber Kupfersulfat-impréigniertem Silika filtriert
(6.50 g zur Losung, 6.50 g als Filtersdule, 2x 2.61 mmol; 1.9-fache der freien Thiole). Das
Filtermaterial wurde mit Dichlormethan (10 mL) und mit Ethylacetat (3x 10 mL)
gewaschen. Die Produkt-enthaltenden Fraktionen wurden vereinigt, das Losungsmittel
entfernt und mittels Sdulenchromatographie (H/EE 1:9) gereinigt. 2-Methyl-3-oxooctan-

siure(SNAC)thioester (101) (68.0 mg, 0.25 mmol, 82%) wurde als farbloses Ol erhalten.
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B) Decarboxylative CLAISEN-Kondensation

O O o o

H H
HO)H/U\S/\/N\H/ . /\/\)H)(S/\/N\n/
(o] (o)
50 101
C13H23NOsS, M = 273.39 g/mol

Hexansiure (153 pL, 141 mg, 1.18 mmol, 1.3 Aq.) wurde in absolutem Tetrahydrofuran
(7.0 mL) vorgelegt und CDI (217 mg, 1.34 mmol, 1.5 Aq.) hinzugegeben. Die Lésung A
rithrte fiir 2 h. Das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt und der Riickstand in abso-
lutem Acetonitril (12 mL) aufgenommen. Methylmalonsdure(SNAC)halbthioester (50)
(200 mg, 0.91 mmol, 1.0 Aq.) wurde fiir Reaktion B in absolutem Acetonitril (5.0 mL)
gelost. Magnesiumbromiddiethyletherat (280 mg, 1.08 mmol, 1.2 Aq.) wurde zugegeben
und 1 h bei 35 °C geriihrt. Die Reaktionslosung A wurde zur Reaktion B iiberfithrt und 18 h
bei 35 °C kriftig geriihrt. Das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt und der Riickstand
in 0.5 M Salzsdure (10 mL) und Ethylacetat (10 mL) aufgenommen. Die wissrige Phase
wurde mit Ethylacetat (3x 10 mL) extrahiert, die vereinigten organischen Phasen iiber
Magnesiumsulfat getrocknet, filtriert und das Losungsmittel im Vakuum entfernt.
2-Methyl-3-oxooctansdure(SNAC)thioester (101) (135 mg, 0.49 mmol, 54%) wurde mittels

Saulenchromatographie (PE/EE 1:9) als farbloses Ol isoliert.

'H NMR (500 MHz, CDCLs): 8 [ppm] = 0.83 (t, /= 7.1 Hz, 3H, CH:CZ), 1.15-1.29 (m, 4H,
CHALHCHs), 1.32 (d, /= 7.1 Hz, 3H, CHCZHj), 1.47-1.56 (m, 2H, CHCH.CO), 1.92 (s, 3H,
CH:CO), 2.40-2.55 (m, 2H, CH:CO), 2.96-3.08 (m, 2H, SCH?), 3.30-3.46 (m, 2H, NCI2), 3.74
(q, /=7.1 Hz, 1H, CHCH3), 6.28 (bs, 1H, NH), 13.59 (t, /= 0.9 Hz, 1H, Enol, OH).

13C NMR (126 MHz, CDCL): 6 [ppm] = 13.7 (+, CHCH:), 14.0 (+, CH2CHs), 22.5 (-, CHa),
23.3 (+, CH:CO), 23.3 (-, CH), 29.0 (-, SCH:), 31.3 (-, CHa), 39.5 (-, NCHy), 41.7 (-,
CH2CO), 61.4 (+, CHCHs), 170.6 (Cq, CH3C0), 197.2 (Cq, COS), 205.2 (Cq, CH200).

Re Wert: 0.28 (H/EE 1:9).

HRMS (ESI+): m/z [M+Nal*296.1296 (berechnet 296.1296).

Die spektroskopischen Daten stimmen mit denen in der Literatur tiberein.!?”
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6.10.5 2-Methyl-3-oxo-7-octinsaure(N-acetylcysteamin)thioester (102)

A) Transesterifizierung

o) fo) 0 0 H
L0 T
WS . \/\)H)LS/\/ \n/

(0]

81 102

CisH1NOsS, M = 269.36 g/mol

Thiophenolester 81 (410 mg, 1.57 mmol, 1.0 Aq.) wurde in absolutem Acetonitril
(16 mL) gelést. DIPEA (1.20 mL, 908 mg, 7.03 mmol, 4.5 Aq.) und HSNAC (58) (1.65 g,
13.9 mmol, 8.8 Aq.) wurden hinzugegeben und fiir 30 min geriihrt. Die Reaktion wurde
durch die Zugabe von gesittigter Natriumchlorid-Losung (60 mL) und Wasser (30 mL)
beendet. Die wissrige Losung wurde mit Dichlormethan (3x 90 mL) extrahiert. Die verei-
nigten organischen Phasen wurden iiber Kupfersulfat-imprigniertem Silika filtriert (32.0 g
zur Losung, 32.0 g als Filtersdule, 2x 12.8 mmol; 1.8-fache der freien Thiole). Das Filter-
material wurde mit Dichlormethan (90 mL) und mit Ethylacetat (3x 90 mL) gewaschen. Die
Produktfraktionen wurden vereinigt, das Lésungsmittel im Vakuum entfernt und der Riick-
stand mittels Sdulenchromatographie (Ethylacetat) gereinigt. 2-Methyl-3-oxo7-octinséure-
(SNAC)thioester (102) (339 mg, 1.26 mmol, 80%) wurde als farbloses bis rotliches Ol

isoliert.

B) Decarboxylative CLAISEN-Kondensation

O O O O H
H \\ ~N
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Cis8H19NOsS, M = 269.36 g/mol

5-Hexinsdure 79 (132 pL, 137 mg, 1.18 mmol, 1.3 Aq.) wurde in absolutem Tetrahydro-
furan (7.0 mL) geldst. Unter Rithren wurde CDI (217 mg, 1.34 mmol, 1.5 Aq.) hinzugege-
ben und die Losung A fiir 2 h geriihrt. Das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt und

der Riickstand in absolutem Acetonitril (12 mL) aufgenommen. Fiir Reaktion B wurde
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Methylmalonsiure(SNAC)halbthioester (50) (200 mg, 0.91 mmol, 1.0 Aq.) in absolutem
Acetonitril (5.0 mL) gelost und Magnesiumbromiddiethyletherat (280 mg, 1.08 mmol,
1.2 Aq.) zugegeben und 1 h bei 35 °C geriihrt. Die Reaktionslésung A wurde zur Reaktion B
iiberfithrt und 18 h bei 35 °C kriftig geriihrt. Das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt
und der Riickstand in 0.5 M Salzsdure (10 mL) und Ethylacetat (10 mL) aufgenommen. Die
wissrige Phase wurde mit Ethylacetat (3x 10 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen
Phasen wurden iiber Magnesiumsulfat getrocknet, filtriert und das Losungsmittel im Vaku-
um entfernt. 2-Methyl-3-oxo-7-octinsdure(SNAC)thioester (102) (150 mg, 0.56 mmol,

61%) wurde mittels Siulenchromatographie (PE/EE 1:9) als farbloses Ol erhalten.

TH NMR (500 MHz, CDCls): 6 [ppm] = 1.40 (d, /=7.1 Hz, 3H, CHCH3), 1.80 (dt, /=6.9,
6.9 Hz, 2H, CH.CHCH->), 1.97 (t, /= 2.6 Hz, 1H, CCH), 1.98 (s, 3H, CHCO), 2.20-2.26 (m,
2H, CHLCCH), 2.70 (qt, /= 18.1, 7.1 Hz, 2H, CHCO), 3.01-3.15 (m, 2H, SCH>), 3.38-3.53
(m, 2H, NCH>), 3.80 (q, /=7.1 Hz, 1H, CHCHs), 5.87 (bs, 1H, NH), 13.62 (t, /= 0.9 Hz, 1H,
Enol, OH).

13CNMR (126 MHz, CDCls): 6 [ppm] = 13.7 (+, CHCHs), 17.7 (-, CH.CCH), 22.1 (-,
CH2CH:CH>), 23.3 (+, CH3CO), 29.1 (-, SCH>), 39.5 (-, NCH>), 40.0 (-, CH2CO), 61.5 (+,
CHCHs), 69.5 (+, CCH), 83.5 (Cq, CCH), 170.6 (Cq, CH3CO), 197.1 (Cq, COS), 204.5 (Cq,
CH:C0).

Re-Wert: 0.26 (Ethylacetat).

HRMS (ESI+): m/z [M+Na]*292.0970 (berechnet 292.0978).

6.10.6 3-Cyclopentyl-2-methyl-3-oxopropansaure(N-acetylcysteamin)-
thioester (103)

o o /@ O O H
oy —~— gy
92 103

C1sBH21NOsS, M = 271.38 g/mol

DIPEA (150 mL, 1.14 g, 8.79 mmol, 4.9 Aq.) wurde zu einer Lésung von 2-Methyl-
3-oxobutansiurethiophenolester (92) (470 mg, 1.79 mmol, 1.0 Aq.) in absolutem Aceto-
nitril (9.2 mL) gegeben. Im Anschluss erfolgte die Zugabe von HSNACS58 (1.98 g,

16.6 mmol, 9.3 Aq.). Die Reaktionslésung wurde fiir 12 h geriihrt. Die Reaktion wurde
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durch die Zugabe von gesittigter Natriumchlorid-Losung (70 mL) und Wasser (35 mL)
beendet. Die Extraktion erfolgte mit Dichlormethan (4x 105 mL) und die vereinigten orga-
nischen Phasen wurden iiber Kupfersulfat-impragniertem Silika filtriert (40.0 g zur Lésung,
40.0 g als Filtersdule, 2x 16.0 mmol; 1.9-fache der freien Thiole). Das Filtermaterial wurde
mit Dichlormethan (105 mL) und mit Ethylacetat (3x 105 mL) gewaschen. Die Produkt-
enthaltenden Fraktionen wurden vereinigt, das Losungsmittel im Vakuum entfernt und der
Riickstands mittels Sdulenchromatographie (Ethylacetat) gereinigt. 3-Cyclopentyl-
2-methyl-3-oxopropansiure(SNAC)thioester (103) (361 mg, 1.33 mmol, 74%) wurde als

farbloses Ol erhalten.

!H NMR (500 MHz, CDCls): 6§ [ppm] = 1.38 (d, /=7.0 Hz, 3H, CHCH3). 1.53-1.93 (m, 8H,
CH>), 1.97 (s, 3H, CHCO), 3.01-3.14 (m, 3H, CHCH>, SCH?>), 3.37-3.52 (m, 2H, NCH>), 3.91
(g, /=7.0 Hz, 1H, CHCHs), 5.90 (bs, 1H, NH), 13.86 (d, /= 1.4 Hz, 1H, Enol, OHA).
13CNMR (126 MHz, CDCls): 6 [ppm] = 14.0 (+, CHCH3), 23.3 (+, CH3CO), 26.2 (-, CH2),
26.2 (-, CH2), 29.0 (-, SCH2), 29.4 (-, CH2), 29.9 (-, CH>), 39.6 (-, NCH>), 50.8 (+, CHCH>),
60.7 (+, CHCH3), 170.6 (Cq, CH3CO), 197.1 (Cq, COS), 207.8 (Cq, CH2C0).

Re-Wert: 0.36 (Ethylacetat).

HRMS (ESI+): m/z [M+Na]*294.1131 (berechnet 294.1134).

6.10.7 3-Cyclohexyl-2-methyl-3-oxopropansaure(N-acetylcysteamin)thio-

ester (104)
0o o /@ o o .
oY - grY
o
93 104

C1sH23NOsS, M = 285.40 g/mol

3-Cyclohexyl-2-methyl-3-oxopropansédurethiophenolester (93) (107 mg, 0.39 mmol,
1.0 Aq.)) wurde in absolutem Acetonitril (4.0 mL) gelést. DIPEA (320 pL, 242 mg,
1.87 mmol, 4.8 Aq.) und HSNAC (58) (435 mg, 3.65 mmol, 9.4 Aq.) wurden hinzugegeben
und fiir 30 min geriihrt. Die Reaktion wurde durch die Zugabe von gesittigter Natrium-
chlorid-Losung (20 mL) und Wasser (10 mL) beendet. Die wissrige Losung wurde mit

Dichlormethan (4x 30 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden iiber
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Kupfersulfat-impriagniertem Silika filtriert (8.00 g zur Losung, 8.00 g als Filtersdule,
2x 3.20 mmol; 1.8-fache der freien Thiole). Das Filtermaterial wurde mit Dichlormethan
(30 mL) und mit Ethylacetat (3x 30 mL) gewaschen. Die Produkt-enthaltenden Fraktionen
wurden vereinigt, das Losungsmittel entfernt und mittels Sdulenchromatographie (Ethyl-
acetat) gereinigt. 3-Cyclohexyl-2-methyl-3-oxopropansdure(SNAC)thioester (104)
(95.0 mg, 0.33 mmol, 86%) wurde als farbloses Ol isoliert.

TH NMR (500 MHz, CDCls): § [ppm] = 1.15-1.44 (m, 5H, CH>), 1.35 (d, /=7.0 Hz, 3H,
CHCH:3), 1.62-1.86 (m, 5H, CH?z), 1.96 (s, 3H, CH3CO), 2.50-2.59 (m, 1H, CHCH>,), 2.99-3.14
(m, 2H, SCH5), 3.34-3.52 (m, 2H, NCH?>), 3.96 (q, /= 7.0 Hz, 1H, CHCHs), 5.91 (bs, 1H, NA),
13.83 (d, /= 1.3 Hz, 1H, Enol, O H).

BCNMR (126 MHz, CDCls): 6 [ppm] = 14.0 (+, CHCH3), 23.3 (+, CH3CO), 25.5 (-, CH2),
25.7 (-, CHy), 25.8 (-, CH2), 28.5 (-, CH2), 28.9 (-, CH>), 28.9 (-, SCH>), 39.5 (-, NCH>2), 50.5
(+, CHCH2), 59.3 (+, CHCH3), 170.6 (Cq, CH3CO), 196.9 (Cq, COS), 208.2 (Cq, CH2€0).
Re-Wert: 0.35 (Ethylacetat).

HRMS (ESI+): m/z [M+H]*286.1471 (berechnet 286.1471).

6.10.8 5-((4-Methoxybenzyl)oxy)-2-methyl-3-oxopentansaure(N-acetyl-

cysteamin)thioester (105)

A) Transesterifizierung

: 2 ) LN
N
/©/\0/\)I\I/U\S /©/\O/\)J\I)LS/\/ \n/
o o 0
94 105

CisH2sNOsS, M = 367.46 g/mol

Thiophenolester 94 (55.0 mg, 0.15 mmol, 1.0 Aq.) wurde in absolutem Acetonitril
(5.0 mL) gelést. DIPEA (130 pL, 98.4 mg, 0.76 mmol, 5.0 Aq.) und HSNAC (58) (160 mg,
1.34 mmol, 8.7 Aq.) wurden hinzugegeben und die Lésung fiir 15 min geriihrt. Die Reak-
tion wurde durch die Zugabe von gesittigter Natriumchlorid-Lésung (10 mL) und Wasser
(5.0 mL) beendet. Die wissrige Losung wurde mit Dichlormethan (3x 15 mL) extrahiert.

Die vereinigten organischen Phasen wurden iiber Kupfersulfat-imprigniertem Silika
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filtriert (3.40 g zur Losung, 3.40 g als Filtersdule, 2x 1.36 mmol; 2.0-fache der freien Thiole).
Das Filtermaterial wurde mit Dichlormethan (90 mL) und mit Ethylacetat (3x 15 mL)
gewaschen. Die Produktfraktionen wurden vereinigt, das Losungsmittel im Vakuum ent-
fernt und der Riickstand mittels Sdulenchromatographie (Ethylacetat) gereinigt.
5-((4-Methoxybenzyl)oxy)-2-methyl-3-oxopentansidure(SNAC)thioester (105)  (46.0 mg,

0.13 mmol, 82%) wurde als farbloses Ol isoliert.

B) Decarboxylative CLAISEN-Kondensation

o o

11 H /\/n\n/

AN o/\)H)Ls

s SN o o
50 105

CisH2sNOsS, M = 367.46 g/mol

3-((4-Methoxybenzyl)oxy)propansiure (67) (254 mg, 1.17 mmol, 1.3 Aq.) wurde in ab-
solutem Tetrahydrofuran (7.0 mL) vorgelegt und unter Rithren CDI (217 mg, 1.34 mmol,
1.5 Aq.) hinzugegeben. Die Losung A riihrte fiir 2 h. Das Lésungsmittel wurde im Vakuum
entfernt und der Riickstand in absolutem Acetonitril (12 mL) aufgenommen. Fiir Reak-
tion B wurde Methylmalonsiure(SNAC)halbthioester (50) (200 mg, 0.91 mmol, 1.0 Aq.) in
absolutem Acetonitril (5.0 mL) gelést und Magnesiumbromiddiethyletherat (280 mg,
1.08 mmol, 1.2 Aq.) zugegeben und 1 h bei 35 °C geriihrt. Die Reaktionslésung A wurde zur
Reaktion B iiberfithrt und 18 h bei 35 °C kriftig geriihrt. Das Losungsmittel wurde im
Vakuum entfernt und der Riickstand in 0.5 M Salzsdure (10 mL) und Ethylacetat (10 mL)
aufgenommen. Die wissrige Phase wurde mit Ethylacetat (3x 10 mL) extrahiert. Die verei-
nigten organischen Phasen wurden {iber Magnesiumsulfat getrocknet, filtriert und das
Losungsmittel im Vakuum entfernt. 5-((4-Methoxybenzyl)oxy)-2-methyl-3-oxopentan-
sdure(SNAC)thioester (105) (144 mg, 0.39 mmol, 43%) wurde mittels Sdulenchromato-
graphie (PE/EE 1:9) als farbloses Ol erhalten.

1H NMR (500 MHz, CDCly): & [ppm] = 1.38 (d, /=7.0Hz, 3H, CHCH;), 1.94 (s, 3H,
CHCO), 2.74-2.87 (m, 2H, CHAO), 2.98-3.11 (m, 2H, SCH?), 3.30-3.43 (m, 2H, NCH5), 3.72
(t, /= 6.1 Hz, 2H, OCH«CH:), 3.80 (s, 3H, OCH5), 3.83 (q, /= 7.1 Hz, 1H, CHCHs), 4.42 (s,
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2H OCH=LC), 5.93 (bs, 1H, NH), 6.85-6.88 (m, 2H, Arm-H), 7.20-7.24 (m, 2H, Ar.-H), 13.59
(t, /=1.0 Hz, 1H, Enol, OFA).

BCNMR (126 MHz, CDCls): 6 [ppm] = 13.4 (+, CHCH3), 23.2 (+, CH3CO), 29.0 (-, SCH2),
39.4 (-, NCH>), 41.6 (-, CH2CO), 55.4 (+, OCH3), 62.0 (+, CHCHs), 64.9 (-, OCHCH>), 73.2
(-, OCHL), 114.0 (+, C-Arm), 129.6 (+, C-Aro), 130.0 (Cq, C-Ar1), 159.4 (Cq, C-Arp), 170.6
(Cq, CH3C0), 196.8 (Cq, COS), 203.3 (Cq, CH2€0).

Re-Wert: 0.23 (Ethylacetat).

HRMS (ESI+): m/z [M+Na]*390.1346 (berechnet 390.1351).
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6.11 Synthesen fiir f-Alkohol-SNAC-thioester

6.11.1 3-Hydroxy-2-methylbutansaure(N-acetylcysteamin)thioester (107)

O O OH O

)KRLS/\/H\H/ . /%)J\S/\/ﬂ\n/

o 0
34 107

CoH17NOsS, M = 219.30 g/mol

Natriumborhydrid (3.70 mg, 98.7 umol, 1.3 Aq.) wurde in absolutem Methanol (5.0 mL)
vorgelegt und auf 0 °C gekiihlt. B-Ketosubstrat 34 (17.0 mg, 78.2 umol, 1.0 Aq.) wurde in
absolutem Methanol (2.5 mL) gelost und tropfenweise hinzugegeben. Die Reaktionslosung
wurde fiir 1.5 h bei 0 °C geriihrt. Gesittigte Ammoniumchlorid-Losung (1.0 mL) und Was-
ser (4.0 mL) wurden zugegeben. Die Extraktion erfolgte mit Ethylacetat (3x 5.0 mL). Die
vereinigten organischen Phasen wurden iiber Magnesiumsulfat getrocknet und filtriert. Das
Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt und eine erste Reinigung erfolgte mittels Séulen-
chromatographie (H/EE 1:9). Die zweite Reinigung erfolgte mittels priparativer HPLC,
wodurch 3-Hydroxy-2-methylbutansdure(SNAC)thioester (107) (8.00 mg, 36.5 pmol, 47%,
dr (a:b) 64:36) als farbloses Ol isoliert werden konnte.

H NMR (500 MHz, CDCls): § [ppm] = 1.18-1.21 (m, 3H, CHA:CHOH), 1.23 (d, /=7.1 Hz,
3H, b-COCHCH3), 1.24 (d, /= 6.3 Hz, 3H, a-COCHCHj3), 1.80 (s, 1H, OH), 1.96 (s, 3H,
a-CHxCO), 1.97 (s, 3H, b-CHxCO), 2.65-2.73 (m, 1H, CHCHs), 2.97-3.10 (m, 2H, SCHo>),
3.39-3.54 (m, 2H, NCH>), 3.94 (qd, /= 6.4, 6.4 Hz, 1H, a-CHOH), 4.11 (qd, /= 6.4, 4.0 Hz,
1H, b-CHOH), 5.83 (bs, 1H, b-NH), 5.85 (bs, 1H, a-NH).

BCNMR (126 MHz, CDCls): § [ppm] = 11.6 (+, b-CHCHs), 15.1 (+, a-CHCHs), 20.3 (+,
b-CHsCHOH), 21.3 (+, a-CHsCHOH)), 22.8 (+, a-CH3CO), 23.4 (+, b-CH3CO), 28.8 (-, SCH>),
39.5 (-, NCH>), 54.6 (+, b-COCHCHs), 56.0 (+, a-COCHCH3s), 68.5 (-, b-CHOH), 70.2 (-,
a-CHOH), 170.7 (Cq, CH3CO), 204.2 (Cq, COS).

Re+-Wert: 0.10 (H/EE 1:9).

HRMS (ESI+): m/z [M+Na]*242.0819 (berechnet 242.0821).

Die spektroskopischen Daten stimmen mit denen in der Literatur iiberein.!!8
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6.11.2 3-Hydroxy-2-methylpentansaure(N-acetylcysteamin)thioester (108)

(o) (o) H OH O H
\)J\‘)J\s/\/N\n/ NSNN\H/
(o) (o)
35 108

C1oH19NOsS, M = 233.33 g/mol

Natriumborhydrid (3.70 mg, 98.7 umol, 1.9 Aq.) wurde in absolutem Ethanol (10 mL)
gelost und auf 0 °C gekiihlt. 2-Methyl-3-oxopentansidure(SNAC)thioester (35) (48.6 mg,
0.21 mmol, 1.0 Aq.) in absolutem Ethanol (5 mL) wurde zugetropft und fiir 5 h bei 0 °C
geriihrt. Gesittigte Ammoniumchlorid-Lésung (1.0 mL) wurde hinzugegeben und Losungs-
mittel wurde im Vakuum eingeengt. Der Riickstand wurde in Wasser (15 mL) aufgenom-
men und mit Ethylacetat (3x 15 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen
wurden iiber Magnesiumsulfat getrocknet, filtriert und das Losungsmittel im Vakuum ent-
fernt. Der Riickstand wurde mittels Sdulenchromatographie (PE/EE 1:9) gereinigt.
3-Hydroxy-2-methylpentansdure(SNAC)thioester (108) (18.2 mg, 78.0 pmol, 37%, dr (a:b)
64:36) wurde als farbloses Ol erhalten.

'H NMR (500 MHz, CDCLs): 8 [ppm] = 0.96 (t, / = 7.6 Hz, 3H, b-CH:CZf3), 0.98 (t, / = 7.6 Hz,
3H, a-CH:CH3), 1.21 (d, /=7.1 Hz, 3H, b-CHCZHS), 1.21 (d, /=7.1 Hz, 3H, a-CHCHj), 1.24
(bs, 1H, OH), 1.39-1.54 (m, 2H, a-CHCHs), 1.55-1.65 (m, 2H, b-CH:CHz), 1.96 (s, 3H,
a-CH{CO), 1.96 (s, 3H, b-CHCO), 2.73 (qd, /=7.1, 3.7 Hz, 1H, b-CHCH), 2.76 (qd, / =7.1,
7.0 Hz, 1H, a-C HCHs), 2.98-3.08 (m, 2H, SCL2), 3.38-3.51 (m, 2H, NC), 3.62-3.68 (m, 1H,
a-CHOH), 3.84 (ddd, /=8.4, 4.8, 3.7 Hz, 1H, b-CHOH), 5.93 (bs, 1H, NH).

Re Wert: 0.16 (PE/EE 1:9).

HRMS (ESI+): m/z [M+Nal*256.0974 (berechnet 256.0978).

Die spektroskopischen Daten stimmen mit denen in der Literatur iiberein.!?”171]
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6.11.3 3-Hydroxy-2-methyloctansaure(N-acetylcysteamin)thioester (109)

(o] (o] H OH O H
/\/\)‘\‘/u\s/\/N\n/ MSNNY
(0] (o]
101 109

CisH2»sNOsS, M = 275.41 g/mol

Eine Lésung aus Natriumborhydrid (8.30 mg, 0.22 mmol, 1.9 Aq.) in absolutem Ethanol
(10mL) wurde auf 0°C gekiihlt. 2-Methyl-3-oxooctansidure(SNAC)thioester (101)
(31.6 mg, 0.12 mmol, 1.0 Aq.) wurde in absolutem Ethanol (5 mL) gelést und tropfenweise
zugegeben. Die Losung wurde iiber Nacht bei 0°C gerithrt und auf Raumtemperatur
erwarmt. Gesdttigte Ammoniumchlorid-Losung (1.0 mL) wurde zur die Reaktionslosung
gegeben und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Der Riickstand wurde in Wasser
(15 mL) gelost und mit Ethylacetat (5x 15 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen
Phasen wurden iiber Magnesiumsulfat getrocknet, filtriert und im Vakuum vom Loésungs-
mittel befreit. Die Reinigung des Riickstands erfolgte mittels préparativer HPLC.
3-Hydroxy-2-methyloctansdure(SNAC)thioester (109) (7.50 mg, 27.2 pmol, 24%, dr(a:b)
41:59) wurde als farbloses Ol isoliert.

H NMR (500 MHz, CDCls): 6 [ppm] = 0.89 (t, /= 6.7 Hz, 3H, CH2CH5), 1.21 (d, /=7.1 Hz,
3H, b-CHCH3), 1.22 (d, /=7.1 Hz, 3H, a-CHCHj3), 1.26-1.54 (m, 8H, CHz), 1.96 (s, 3H,
a-CHxCO), 1.96 (s, 3H, b-CH5CO), 2.30 (bs, 1H, a-OH), 2.38 (bs, 1H, b-OH), 2.72 (qd, /= 7.0,
3.6 Hz, 1H, b-CHCHs), 2.75 (qd, /=7.1, 7.0 Hz, 1H, a-CHCHs), 2.98-3.08 (m, 2H, SCH>),
3.38-3.52 (m, 2H, NCH>), 3.68-3.74 (m, 1H, a-CHOH), 3.88-3.96 (m, 1H, b-CHOH), 5.81
(bs, 1H, NAH).

BCNMR (126 MHz, CDCls): § [ppm] = 11.2 (+, b-CHCHs), 14.2 (+, CH3), 15.3 (+, a-CHCH3),
22.7 (-, CH2), 23.4 (+, CH3CO), 25.2 (-, a-CH.CH2CH), 25.8 (-, b-CH:CH2CH), 28.7 (-,
SCH»), 31.8 (-, CH2), 34.3 (-, b-CH2CH), 34.9 (-, a-CH:CH), 39.5 (-, NCH2), 53.4 (+,
b-CHCH3), 54.3 (+, a-CHCHs), 72.3 (+, b-CHOH), 74.0 (+, a-CHOH), 170.6 (Cq, CH3CO),
204.5 (Cq, COS).

HRMS (ESI+): m/z [M+Na]*298.1443 (berechnet 298.1447).

Die spektroskopischen Daten stimmen mit denen in der Literatur iiberein.!'?”)
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6.11.4 3-Hydroxy-2-methyl-7-octinsaure(N-acetylcysteamin)thio-

ester (110)
O O OH O H
X H X N
A
(o)
102 110

C1sBH21NOsS, M = 271.38 g/mol

Natriumborhydrid (7.20 mg, 0.19 mmol, 1.4 Aq.) wurde in absolutem Methanol (10 mL)
vorgelegt. Die Losung wurde auf 0 °C gekiihlt und B-Ketosubstrat 102 (37.0 mg, 0.14 mmol,
1.0 Aq.) in absolutem Methanol (4.5 mL) hinzugetropft. Die Reaktionslésung wurde fiir 1 h
bei 0 °C geriihrt. Gesdttigte Ammoniumchlorid-Losung (2.0 mL) wurde hinzugegeben und
das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Der Riickstand wurde in Wasser (16 mL) aufge-
nommen und mit Ethylacetat (3x 18 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen
wurden tiber Magnesiumsulfat getrocknet, filtriert und das Losungsmittel im Vakuum ent-
fernt. Der Riickstand wurde mittels priparativer HPLC gereinigt. 3-Hydroxy-2-methyl-
7-octinsdure(SNAC)thioester (110) (10.3 mg, 38.0 pmol, 28%, dr (a:b) 71:29) wurde als farb-

loses Ol erhalten.

IH NMR (500 MHz, CDCL): & [ppm] = 1.23 (d, /=7.1Hz, 3H, b-CHCH;), 124 (d,
J=7.1Hz, 3H, a-CHCH;), 1.47-1.80 (m, 4H, CHCH:CHOH), 1.96 (t, /= 2.6 Hz, 1H, CCH),
1.97 (s, 3H, a-CH:CO), 1.98 (s, 3H, b-CH:CO), 2.24 (td, /= 6.6, 2.7 Hz, 2H, CHLCH),
2.70-2.80 (m, 1H, CHCHs), 2.98-3.10 (m, 2H, SCZZ2), 3.39-3.54 (m, 2H, NCH3), 3.71-3.78 (m,
1H, a-CHOH), 3.92-3.98 (m, 1H, b-CHOH), 5.84 (bs, 1H, NA).

13C NMR (126 MHz, CDCL): & [ppm] = 11.3 (+, b-CHCHz), 15.3 (+, a-CHCHs), 18.3 (-,
a-CH:CCH), 18.4 (-, b-CH:CCH), 23.4 (+, CHsCO), 24.4 (-, a-CH2CH2CHy), 25.0 (-,
b-CH:CH:CH), 28.8 (-, SCH2), 33.2 (-, b-CH:CHOH), 33.8 (-, a-CH.CHOH), 39.5 (-,
NCHa), 53.5 (+, b-CHCHs), 54.4 (+, a- CHCHs), 68.9 (+, b-CCH), 68.9 (+, a-CCH), 71.8 (+,
b-CHOH), 73.5 (+, a- CHOH), 84.2 (Cq, CCH), 170.7 (Cq, CH3CO), 204.3 (Cq, COS).

HRMS (ESI+): m/z [M+Nal*294.1134 (berechnet 294.1134).

Die spektroskopischen Daten stimmen mit denen in der Literatur tiberein.!30
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6.11.5 3-Cyclopentyl-3-hydroxy-2-methylpropansaure(N-acetylcyste-
amin)thioester (111)
0O o H OH O H
WSNN\H/ WSNN\H/
0 0
103 111
Ci3H23NOsS, M = 273.39 g/mol

Natriumborhydrid (7.00 mg, 0.19 mmol, 4.0 Aq.) wurde in absolutem Methanol (9.3 mL)
auf 0 °C gekiihlt. B-Ketosubstrat 103 (50.0 mg, 0.18 mmol, 1.0 Aq.) in absolutem Methanol
(6.0 mL) wurde zugetropft und fiir 30 min bei 0 °C geriihrt. Gesittigte Ammoniumchlorid-
Losung (2.0 mL) wurde zugegeben und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Der Riick-
stand wurde in Wasser (17 mL) gelost und mit Ethylacetat (3x 19 mL) extrahiert. Die ver-
einigten organischen Phasen wurden {iber Magnesiumsulfat getrocknet, filtriert und das
Losungsmittel im Vakuum entfernt. Der 3-Alkohol 111 (26.0 mg, 95.1 umol, 52%) wurde

mittels priparativer HPLC als farbloses Ol isoliert.

1H NMR (500 MHz, CDCls): & [ppm] = 1.27 (d, /= 7.1 Hz, 3H, CHCHj), 1.34-1.48 (m, 1H,
CH), 1.48-1.68 (m, 5H, CHy), 1.69-1.79 (m, 2H, CZ), 1.89-1.99 (m, 1H, CHCHy), 1.97 (s,
3H, CH:CO), 2.29 (s, 1H, OH), 2.84 (qd, /= 7.1, 5.6 Hz, 1H, CHCHs), 2.99-3.09 (m, 2H,
SCH), 3.43-3.51 (m, 2H, NCH?), 3.39-3.52 (m, 1H, a-CHOH), 3.68-3.76 (m, 1H, b-CHOH),
5.87 (bs, 1H, NA).

13C NMR (126 MHz, CDCL): 8 [ppm] = 16.0 (+, CHCHs), 23.3 (+, CH3CO), 25.7 (-, CHa),
25.9 (-, CHa), 28.0 (—, CH2), 28.6 (=, SCH2), 29.6 (-, CH), 39.7 (—, NCHa), 44.1 (+, CHCHb),
52.6 (+, CHCHs), 77.9 (+, CHOH), 170.6 (Cq, CH3CO), 204.9 (Cq, COS).

HRMS (ESI+): m/z [M+Nal-296.1292 (berechnet 296.1291).
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6.11.6 3-Cyclohexyl-3-hydroxy-2-methylpropansaure(N-acetylcysteamin)-
thioester (112)

o O OH O

H H
N N
O)‘\‘/u\s/\/ \n/ W\SN \n/
(o] (o]
104 112
Cu1sH2sNOsS, M = 287.42 g/mol

Natriumborhydrid (8.00 mg, 0.211 mmol, 4.6 Aq.) wurde in absolutem Methanol
(10 mL) gel6st und auf 0 °C gekiihlt. Das in absolutem Methanol (6.0 mL) geloste B-Keto-
substrat 104 (53.0 mg, 0.186 mmol, 1.0 Aq.) wurde tropfenweise hinzugegeben und fiir
30 min bei 0°C geriihrt. Gesittigte Ammoniumchlorid-Losung (2.0 mL) wurde z. Das
Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt und der Riickstand in Wasser (19 mL)
aufgenommen. Die Extraktion erfolgte mit Ethylacetat (3x 21 mL). Die vereinigten orga-
nischen Phasen wurden tiber Magnesiumsulfat getrocknet, filtriert und das Losungsmittel
im Vakuum entfernt. 3-Cyclohexyl-3-hydroxy-2-methylpropansidure(SNAC)thioester
(112) (27.0 mg, 93.9 pmol, 51%) wurde mittels praparativer HPLC gereinigt und als farb-

loses Ol erhalten.

H NMR (500 MHz, CDCls): § [ppm] = 1.02-1.29 (m, 5H, CH2), 1.21 (d, /=7.1 Hz, 3H,
CHCH3), 1.34-1.43 (m, 1H, CHCHz2), 1.57-1.69 (m, 2H, CH>), 1.72-1.80 (m, 3H, CH>), 1.96
(s, 3H, CHxCO), 2.24 (s, 1H, OH), 291 (qd, /=7.1, 7.1 Hz, 1H, CHCHs), 2.98-3.09 (m, 2H,
SCH>), 3.38-3.51 (m, 2H, NCHz), 3.42-3.47 (m, 1H, a-CHOH), 3.74-3.78 (m, 1H, b-CHOH),
6.01 (bs, 1H, NH).

13C NMR (126 MHz, CDCls): 6 [ppm] = 15.7 (+, CHCHs), 23.3 (+, CHsCO), 26.1 (-, CH>),
26.4 (-, CH2), 26.4 (-, CH»), 26.6 (-, CH2), 28.6 (-, SCH>), 30.2 (-, CH>), 39.6 (-, NCH>), 40.9
(+, CHCH>), 51.0 (+, CHCHs), 78.3 (+, CHOH), 170.7 (Cq, CH3CO), 204.8 (Cq, COS).

HRMS (ESI+): m/z [M+Na]*310.1445 (berechnet 310.1447).

Die spektroskopischen Daten stimmen mit denen in der Literatur iiberein.!'”?
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6.11.7 3-Hydroxy-5-((4-methoxybenzyl)oxy)-2-methyl-pentansaure-
(N-acetylcysteamin)thioester (113)

o o ! OH O !
N A
Y YT
~o o o
105 113

CisH27NOsS, M = 369.48 g/mol

Natriumborhydrid (6.80 mg, 0.180 mmol, 4.1 Aq.) wurde in absolutem Methanol
(9.0 mL) geldst und auf 0 °C gekiihlt. B-Ketosubstrat 105 (62.3 mg, 0.176 mmol, 1.0 Aq.) in
absolutem Methanol (5.6 mL) wurde zugetropft. Die Reaktionslosung wurde fiir 1 h bei 0 °C
geriihrt. Gesdttigte Ammoniumchlorid-Losung (2.0 mL) wurd zugegeben und das Losungs-
mittel im Vakuum entfernt. Der Riickstand wurde in Wasser (16 mL) aufgenommen und
mit Ethylacetat (3x 18 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden {iiber
Magnesiumsulfat getrocknet, filtriert und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Die
Reinigung des Riickstands erfolgte mittels praparativer HPLC. Der 8-Alkohol 113 (45.0 mg,
0.122 mmol, 69%, dr (a:b) 75:25) wurde als farbloses Ol erhalten.

H NMR (500 MHz, CDCls): 6 [ppm] =1.15(d, /= 7.0 Hz, 3H, a-CHCH5), 1.22 (d, /= 7.0 Hz,
3H, b-CHCH;), 1.65-1.86 (m, 2H, CHCHOH), 1.91 (s, 3H, a-CHCO), 1.93 (s, 3H,
b-CHxCO), 2.73 (dq, /=7.1,5.6 Hz, 1H, b-CHCHs), 2.76 (dq, /= 7.4, 7.1 Hz, 1H, a-C HCH3),
2.96-3.11 (m, 2H, SCH>), 3.34-3.52 (m, 2H, NCH>), 3.58-3.74 (m, 2H, OCH«CH>), 3.79 (s,
3H, CH30), 3.97 (ddd, /=9.8,7.4, 2.6 Hz, 1H, a-CHOH), 4.08 (ddd, /=9.3, 5.6, 2.6 Hz, 1H,
b-CHOH), 4.44 (s, 2H, OCH=C), 5.93 (bs, 1H, b-NH), 6.02 (bs, 1H, a-NH), 6.85-6.88 (m, 2H,
Arm-H), 7.20-7.25 (m, 2H, Ar.-H).

BCNMR (126 MHz, CDCls): 6 [ppm] = 12.4 (+, b-CHCHs), 14.4 (+, a-CHCHs), 23.3 (4,
CHsCO), 28.6 (-, SCH2), 33.6 (-, b-CH2CH), 33.8 (-, a-CH2CH), 39.5 (-, NCH>2), 54.0 (+,
b-CHOH), 54.4 (+, a-CHOH), 55.4 (+, OCHj), 68.6 (-, b-OCH2CH2), 68.6 (-, a-O CH2CHo>),
72.1 (+, b-CHCH3), 73.2 (-, b-OCH:C), 73.3 (-, a-OCH:C), 73.7 (+, a-CHCHs), 114.0 (+,
C-Arm), 129.5 (+, b-C-Aro), 129.5 (+, a- C-Aro), 129.8 (Cq, a- C-Ar1), 129.9 (Cq, b-C-Ar), 159.5
(Cq, C-Aryp), 170.6 (Cq, CH3CO), 203.4 (Cq, COS).

HRMS (ESI+): m/z [M+Na]*392.1501 (berechnet 392.1502).
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6.12 Synthesen fiir VCD-Referenzsubstanzen

6.12.1 (S)-2-Amino-3-phenyl-1-propanol (171)

(o]

NH
HO 2 HO NH,

170 171
CoHisNO, M = 151.21 g/mol

L-Phenylalanin (170) (15.0 g, 90.8 mmol, 1.0 Aq.) wurde zusammen mit Natriumbor-
hydrid (7.5 g, 198 mmol, 2.2 Aq.) unter Argon-Atmosphire in absolutem Tetrahydrofuran
(250 mL) suspendiert und auf 0 °C gekiihlt. Iod (23.0 g, 90.6 mmol, 1.0 Aq., in 75 mL abso-
lutem Tetrahydrofuran) wurde iiber 45 min zur Suspension getropft. Nach Ende der Gas-
entwicklung wurde die Suspension unter Reflux tiber Nacht geriihrt. Die Suspension wurde
auf Raumtemperatur gekiihlt und mit Methanol (50 mL) versetzt. Die Losung wurde im
Vakuum vom Loésungsmittel befreit, der farblose Riickstand in 2 M Natronlauge (300 mL,
600 mmol, 6.6 Aq.) gelést und fiir 8 h geriihrt. Die Extraktion erfolgte mit Dichlormethan
(3x 200 mL). Die vereinigten organischen Phasen wurden iiber Natriumsulfat getrocknet,
filtriert und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. (S5)-2-Amino-3-phenyl-1-pro-

panol (171) (13.7 g, 90.3 mmol, quantitativ/Rohausbeute) wurde als farbloses Ol erhalten.

IH NMR (500 MHz, CDCLs): & [ppm] = 1.72 (s, 3H, OH, N), 2.54 (dd, /= 13.5, 8.6 Hz, 1H,
CH:H,OH), 2.80 (dd, /= 13.5, 5.3 Hz, 1H, CH./s0H), 3.09-3.17 (m, 1H, CHNH>), 3.39 (dd,
J=10.6, 7.2 Hz, 1H, CCH:Hy), 3.65 (dd, /= 10.6, 3.9 Hz, 1H, CCH.H3), 7.17-7.25 (m, 3H,
Ato-H, Arp-H), 7.29-7.34 (m, 2H, Arn-H).

13C NMR (126 MHz, CDCL): § [ppm] = 41.1 (-, CH20H), 54.3 (+, CHNH>), 66.6 (-, CCH),
126.6 (+, C-Arp), 128.7 (+, C-Arn), 129.4 (+, C-Aro), 138.8 (Cq, C-Ar1).

Die spektroskopischen Daten stimmen mit denen in der Literatur {iberein.!'”?)
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6.12.2 (S)-4-Benzyl-2-oxazolidinon (173)

(0]
HO NH, OJLNH
—_—
171 173

C1oH11NO2, M = 177.20 g/mol

Der Aminoalkohol 171 (13.6 g, 90.0 mmol, 1.0 Aq.) wurde mit Kaliumcarbonat (1.30 g,
9.41 mmol, 10 mol%) und Diethylcarbonat (172) (23.4 mL, 22.8 g, 193 mmol, 2.2 Aq.) ver-
setzt. Das Reaktionsgemisch wurde auf 140 °C erhitzt und fiir 1 h geriihrt. Nach Abkiihlen
auf Raumtemperatur wurde Dichlormethan (100 mL) hinzugegeben und die Lésung
filtriert. Die organische Phase wurde mit 1 M Natriumhydrogencarbonat-Loésung (1x 40 mL,
1x 20 mL) gewaschen, iiber Magnesiumsulfat getrocknet, filtriert und das Losungsmittel im
Vakuum entfernt. Der Riickstand wurde umkristallisiert (H/EE: 1:1, Kristallisation bei
-20°C), der Feststoff abfiltriert und im Vakuum getrocknet. (5)-4-Benzyl-2-oxazolid-
inon (173) (8.07 g, 45.6 mmol, 51%) wurde als farbloser Feststoff erhalten.

H NMR (500 MHz, CDCls): § [ppm] = 2.88 (d, /=6.9 Hz, 2H, CCH:), 4.05-4.13 (m, 1H,
NCH), 4.15 (dd, /=8.5,5.6 Hz, 1H, OCH.Hv), 4.42-4.49 (m, 1H, OCH.H}), 5.43-5.67 (m, 1H,
NH), 7.15-7.20 (m, 2H, Ar.-H), 7.25-7.30 (m, 1H, Ar,-H), 7.31-7.37 (m, 2H, Arn-H).

3C NMR (126 MHz, CDCls): § [ppm] =41.6 (-, CCH2), 53.9 (+, NCH), 69.8 (-, OCH>), 127 .4
(+, C-Arp), 129.1 (+, C-Arm), 129.2 (+, C-Aro), 136.1 (Cq, C-Ar1), 159.3 (Cq, CO).

Drehwert: [a]3! = -62.5 (c = 1.0, CHCl3).

UPLC-MS (ESI+): m/z [M+Na]+*200.24 (berechnet 200.19).

Die spektroskopischen Daten stimmen mit denen in der Literatur iiberein.!'74
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6.12.3 (S)-4-Benzyl-3-propionyl-2-oxazolidinon (114)

0 )OL 0
OJLNH o} NJI\/
8
173 114

CisHisNOs, M = 233.27 g/mol

Das Oxazolidinon 173 (4.00 g, 22.6 mmol, 1.0 Aq.) wurde in absolutem Tetrahydrofuran
(15 mL) gelost und auf 0°C gekiihlt. Unter Rithren wurden Propionsdureanhydrid
(4.50 mL, 4.59 g, 35.3 mmol, 1.6 Aq.), Triethylamin (3.75 mL, 2.72 g, 26.9 mmol, 1.2 Aq.)
und DMAP (150 mg, 1.23 mmol, 5 mol%) hinzugegeben. Die Reaktionslosung wurde iiber
20 h bei Raumtemperatur geriihrt. Durch die Zugabe von 1 M Natronlauge (25 mL) und
halbgesittigter Natriumhydrogencarbonat-Losung (25 mL) wurde die Reaktion beendet.
Die Extraktion erfolgte mit Dichlormethan (3x 25 mL). Die vereinigten organischen Phasen
wurden iiber Magnesiumsulfat getrocknet, filtriert und das Losungsmittel im Vakuum ent-
fernt. (5)-4-Benzyl-3-propionyl-2-oxazolidinon (114) (4.90 g, 21.0 mmol, 93%) wurde als

leicht gelbes Ol erhalten.

IH NMR (500 MHz, CDCls): § [ppm] = 1.21 (t, /= 7.3 Hz, 3H, CHj), 2.77 (dd, /= 13.4,
10.2 Hz, 1H, CCH.Hbv), 2.87-3.04 (m, 2H, CHCHs), 3.31 (dd, /= 13.4, 3.3 Hz, 1H, CCH.H5),
417 (dd, /=135, 3.1 Hz, 1H, OCH:Hs), 4.20 (dd, /= 13.5, 7.5 Hz, 1H, OCH. ), 4.67 (dddd,
J=10.2, 7.5, 3.3, 3.1 Hz, 1H, NCH), 7.19-7.23 (m, 2H, Aro-H), 7.26-7.30 (m, 1H, Arp-H),
7.31-7.36 (m, 2H, Arn-H).

13C NMR (126 MHz, CDCL): 6 [ppm] = 8.4 (+,), 29.4 (-, CH:CHs), 38.1 (-, CCHa), 55.3 (+,
NCH), 66.4 (—, OCHa), 127.5 (+, C-Arp), 129.1 (+, C-Arm), 129.6 (+, C-Aro), 135.5 (Cq, C-Ar1),
153.7 (Cq, CO), 174.2 (Co, COCHy).

ReWert: 0.60 (H/EE: 2:1).

Drehwert: [a]3! = +6.7 (c = 1.0, CHCl3).

HRMS (ESL+): m/z [M+H]*234.1119 (berechnet 234.1130).

Die spektroskopischen Daten stimmen mit denen in der Literatur {iberein.!'””)
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6.12.4 (S)-4-Benzyl-3-((2S,3R)-3-hydroxy-2-methylalkanoyl)-

2-oxazolidinon (115)

0O o 0O o C:)H
=
114 115

Das propionylierte Oxazolidinon 114 (500 mg, 2.15 mmol, 1.0 Aq.) wurde in absolutem
Dichlormethan (12.5 mL) gel6st und auf 0 °C gekiihlt. Dibutylboranyltriflat (1 Min Dichlor-
methan, 2.40 mL, 2.40 mmol, 1.1 Aq.) wurde iiber 15 min langsam zugetropft, gefolgt von.
DIPEA (520 pL, 394 mg, 3.05 mmol, 1.4 Aq.). Die Lésung wurde 15 min bei 0 °C geriihrt,
bevor auf -78 °C gekiihlt wurde. Der jeweilige Aldehyd (4.3-6.4 mmol, 2.0-3.0 Aq.) wurde
tropfenweise zugegeben und die Reaktion fiir 4 h bei -78 °C geriihrt. Die Losung wurde auf
0 °C erwdrmt und mit 1 M Phosphatpuffer (12.5 mL, pH 7) und Methanol (4.20 mL) ver-
setzt. Zusatzlich erfolgte die tropfenweise Zugabe von einer Losung aus Methanol und 30%
Wasserstoffperoxid-Losung (12.5 mL, 2:1) iiber 15 min. Die Mischung wurde iiber Nacht
unter Rithren auf Raumtemperatur erwarmt. Dichlormethan (30 mL) und Wasser (20 mL)
wurden zugesetzt und die wissrige Phase mit Dichlormethan (3x 30 mL) extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen wurden mit gesdttigter Natriumhydrogencarbonat-Losung
(50 mL) und gesittigter Natriumchlorid-Losung (50 mL) gewaschen, iiber Magnesiumsulfat
getrocknet, filtriert und das Losungsmittels im Vakuum entfernt. Der jeweilige Riickstand
wurde mittels Sdulenchromatographie gereinigt. Im Folgenden sind molekiilspezifische

Details und die jeweiligen analytischen Daten aufgefiihrt.

199



6. Experimenteller Teil

(S)-4-Benzyl-3-((2S,3R)-3-hydroxy-2-methylbutanoyl)-2-oxazolidinon (115a)

0O o 0O o (=)H
OJLNJI\/ OJLNJI\E/-\
—
114 115a

CisHi1sNOs, M = 277.32 g/mol

(5)-4-Benzyl-3-((253 R)-3-hydroxy-2-methylbutanoyl)-2-oxazolidinon (115a)  wurde
als leicht gelbes Ol erhalten (463 mg, 1.67 mmol, 99:1, 78%).

'H NMR (500 MHz, CDCL): 6 [ppm] = 121 (d, /- 6.4 Hz, 3H, CHOHCH), 127 (d,
7=7.1 Hz, 3H, COCHCH), 2.79 (dd, /= 13.4, 9.4 Hz, 1H, CCHiH), 2.90 (s, 1H, OH), 3.25
(dd, /= 13.4, 3.3 Hz, 1H, CCH. ), 3.74 (qd, /= 7.1, 2.9 Hz, 1H, COCH), 4.14-4.26 (m, 3H,
CHOH, OCH>),4.72 (ddt, /=9.4,7.6,3.3 Hz, 1H, NCH), 7.19-7.22 (m, 2H, Ar.-H), 7.26-7.31
(m, 1H, Ary-H), 7.32-7.36 (m, 2H, Arn-FH).

13C NMR (126 MHz, CDCls): 8 [ppm] = 10.6 (+, COCHCHs), 19.7 (+, CHCHs), 37.9 (=,
CCH), 43.2 (+, COCH), 55.2 (+, NCH), 66.3 (=, OCHa), 67.8 (+, CHOH), 127.6 (+, G-Ary),
129.1 (+, C-Arm), 129.6 (+, C-Aro), 135.1 (Co, C-Ar), 153.3 (Co, COO), 177.5 (Co, COCH).
R+~Wert: 0.39 (H/EE: 1:1).

Drehwert: [a]3! = +54.0 (c = 1.0, CHCls).

HRMS (ESL+): m/z [M-H:0+H] 260.1280 (berechnet 260.1281).

Die spektroskopischen Daten stimmen mit denen in der Literatur tiberein.!”®

(S)-4-Benzyl-3-((2S,3R)-3-hydroxy-2-methyloctanoyl)-2-oxazolidinon (115b)

0O o O o (:)H
OJLNJI\/ OJLNJ\E/\/\/\
—
114 115b

C19H27NOs4, M = 333.43 g/mol

(5)-4-Benzyl-3-((253 R)-3-hydroxy-2-methyloctanoyl)-2-oxazolidinon (115b) wurde als
leicht gelbes Ol isoliert (483 mg, 1.45 mmol, 99:1, 67%).
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'H NMR (500 MHz, CDCl): § [ppm] = 0.88 (t, /= 6.8 Hz, 3H, CH.CHj3), 1.25 (d, /=7.1 Hz,
3H, CHCH), 1.27-1.36 (m, 5H, CH:CH), 1.36-1.67 (m, 3H, CH.CHY), 2.78 (dd, /= 13.4,
9.5 Hz, 1H, CCHiHs), 3.24 (dd, /= 13.4, 3.3 Hz, 1H, CCH.H3), 3.76 (qd, /= 7.1, 2.7 Hz, 1H,
COCH), 3.91-3.97 (m, 1H, CHOH), 4.25-4.15 (m, 2H, OCEH?), 4.70 (ddt, /= 9.5, 7.6, 3.3 Hz,
1H, NCH), 7.17-7.22 (m, 2H, Aro-H), 7.25-7.29 (m, 1H, Ary-F), 7.30-7.35 (m, 2H, Arn-F).
15C NMR (126 MHz, CDCL): 8 [ppm] = 10.5 (+, COCH CHs), 14.2 (C+, CHxCHs), 22.7 (=,
CH:CHs), 25.8 (-, CH:CHa), 31.9 (=, CH:CHa), 33.9 (=, CH.CHOH), 37.9 (=, CCHa), 42.2 (+,
COCH), 55.2 (+, NCH), 66.3 (-, OCH2), 71.6 (+, CHOH), 127.6 (+, G-Ary), 129.1 (+, C-Arw),
129.6 (+, G-Ars), 135.2 (Co, C-Ar1), 153.2 (Co, COO), 177.8 (Cy, COCH).

Re-Wert: 0.32 (H/EE: 3:1).

Drehwert: [a]3! = +61.0 (c = 1.0, CHCl3).

HRMS (ESL+): m/z [M-H:0+H] 316.1902 (berechnet 316.1907).

Die spektroskopischen Daten stimmen mit denen in der Literatur iiberein.!'””!

(S)-4-Benzyl-3-((2S,3R)-3-hydroxy-2-methyldodecanoyl)-2-oxazolidinon (115c)

0 o O o oH
OJLNJ\/ OJLNJI\E/-\/\/\/\/\
—
114 115¢

C23H3sNO4, M = 389.54 g/mol

(5)-4-Benzyl-3-((253 R)-3-hydroxy-2-methyldodecanoyl)-2-oxazolidinon (115¢) wurde
als leicht gelbes Ol erhalten (365 mg, 1.70 mmol, 99:1, 78%).

H NMR (500 MHz, CDCls): § [ppm] = 0.88 (t, /= 7.0 Hz, 3H, CH2CH3), 1.26 (d, /= 7.1 Hz,
3H, CHCH;), 1.21-1.36 (m, 14H, CH2CH?), 1.36-1.59 (m, 3H, CH:CH), 2.79 (dd, /= 13.4,
9.5 Hz, 1H, CCH:Hy), 3.25 (dd, /= 13.4, 3.3 Hz, 1H, CCH.H}), 3.76 (qd, /= 7.1, 2.6 Hz, 1H,
COCH), 3.92-3.97 (m, 1H, CHOH), 4.17-4.25 (m, 2H, OCH>), 4.71 (ddt, /= 9.5, 7.6, 3.3 Hz,
1H, NCH), 7.19-7.22 (m, 2H, Aro-H), 7.26-7.30 (m, 1H, Ar,-H), 7.31-7.36 (m, 2H, Arn-H).
13C NMR (126 MHz, CDCL): 8 [ppm] = 10.5 (+, COCHCHz), 14.3 (+, CH:2CHs), 22.8 (-,
CH:CHs), 26.2 (-, CH2CHa), 29.5 (-, CH2CHy), 29.71 (-, CH2CHa), 29.72 (-, CH2CHb), 32.0
(-, CH2CH2), 34.0 (-, CH:CHOH), 37.9 (-, CCHy), 42.2 (+, COCH), 55.2 (+, NCH), 66.3 (-,
OCHy), 71.6 (+, CHOH), 127.6 (+, C-Ary), 129.1 (+, C-Arm), 129.6 (+, C-Aro), 135.2 (C-Ar1),
153.2 (CO0), 177.8 (COCH).
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R+Wert: 0.20 (H/EE: 4:1).
Drehwert: [a]3! = +39.4 (c = 1.0, CHCl3).
HRMS (ESL+): m/z [M-H:0+H] 372.2526 (berechnet 372.2533).

Die spektroskopischen Daten stimmen mit denen in der Literatur {iberein.!'”8

6.12.5 (2R,3R)-2-Methylalkyl-1,3-diol (116)

OH OH

115 116

Der Alkohol 115 (1 Aq.) wurde in Diethylether und absolutem Methanol (20:1, 8.5 mL
je mmol 115) gelést. Lithiumborhydrid (1.5 Ag.) wurde bei 0 °C in kleinen Portionen unter
Rithren hinzugegeben. Die Reaktionslosung wurde bei 0 °C iiber mehrere Stunden geriihrt
und mittels DC tiberwacht. Die Reaktion wurde durch die Zugabe von 1M Salzsidure
(4.0-4.5 mL je mmol 115) beendet. Die wissrige Phase wurde mit Dichlormethan
(4x 4.0-4.5 mL je mmol 115) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden iiber
Magnesiumsulfat getrocknet, filtriert und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Der
Riickstand mit dem Diol 116 wurde ohne weitere Reinigung in die nichste Reaktion
eingesetzt. Im Folgenden sind molekiilspezifische Details und die jeweiligen analytischen
Daten aufgefiihrt, die durch die separate Synthese des Diols und Isolierung mittels Sdulen-

chromatographie erhalten wurden.
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(2R,3R)-2-Methylbutan-1,3-diol (116a)

O o (:)H
: OH OH
— H
115a 116a

CsHi202, M = 104.15 g/mol

(2R,3R)-2-Methylbutan-1,3-diol (116a) wurde als farbloses Ol erhalten (102 mg,
0.98 mmol, 92%).

'H NMR (500 MHz, CDCl): § [ppm] = 0.89 (d, /=7.1 Hz, 3H, CH:CHCHjs), 1.17 (d,
J- 6.6 Hz, 3H, CHOHCH;), 1.24 (s, 2H, O H), 1.99-2.11 (m, 1H, CH:2CH), 3.78 (dd, /= 10.9,
7.4Hz, 1H, CHy), 3.94 (dd, /=109, 40 Hz, 1H, CZ), 420 (qd, /= 6.6, 4.1 Hz, 1H,
CHOHCH3).

13C NMR (126 MHz, CDCL): 8 [ppm] = 10.9 (+, CH2CHCHs), 17.6 (+, CHCH CHs), 29.8, 34.3
(+, CH>CHCHs), 66.5 (=, CH:OH), 71.5 (+, CHOH).

Re-Wert: 0.23 (H/EE: 1:1).

Drehwert: [a]3! = +11.8 (c = 1.0, CHCl3).

HRMS (ESI+): m/z [M-H20+H]*87.0809 (berechnet 87.0804).

Die spektroskopischen Daten stimmen mit denen in der Literatur {iberein.!!7%180]

(2R,3R)-2-Methyloctan-1,3-diol (116b)

O O OH
OJLNJI\E/-\/\/\
- OH OH
— B
115b 116b

CoH2002, M = 160.26 g/mol

(2R3 R)-2-Methyloctan-1,3-diol (116b) wurde als farbloses Ol isoliert (156 mg,
0.97 mmol, 83%).
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'H NMR (500 MHz, CDCLs): 6 [ppm] = 0.89 (t, /= 6.9 Hz, 3H, CHCZ), 0.91-0.93 (m, 3H,
CH:CHs), 1.25-1.36 (m, 5H, CH:CH>2), 1.37-1.54 (m, 3H, CH:CH>), 1.74-1.84 (m, 1H,
CHCHs), 2.07 (s, 2H, O H), 3.69-3.76 (m, 2H, CFOH), 3.80-3.85 (m, 1H, CHOH).

13C NMR (126 MHz, CDCL): § [ppm] = 10.2 (+, CHCHs), 142 (+, CH:2CHs), 22.8 (=,
CH2CH3), 26.0 (-, CH2CH32), 32.0 (-, CH2CH2), 34.2 (-, CHOH CH2), 39.2 (+, CHCH3s), 67.5
(—, CHhOH), 74.9 (+, CHOH),

R+Wert: 0.20 (H/EE: 3:1).

Drehwert: [a]3! = +1.7 (c = 1.0, CHCl3).

HRMS (ESL+): m/z [M-H:0+H] 143.1431 (berechnet 143.1430).

Die spektroskopischen Daten stimmen mit denen in der Literatur {iberein.!8!

6.12.6 (4R,5R)-2,2,5-Trimethyl-4-alkyl-1,3-dioxan (117)

X

OH OH 0”0
K:/z\R — k:/-\R
116 117

Der Riickstand mit dem Diol 116 wurden in Dimethoxypropan (6.3 mL, 5.3 g, 50.0 mmol
je mmol Aldolprodukt 115) und Aceton (6.3 mL, 4.9 g je mmol Aldolprodukt 115) gelost.
Molekularsieb (3 A) und p-Toluolsulfonsiure (10 — 20 mol%) wurden zugegeben und die
Reaktionslosung fiir 20 h geriihrt. Die Reaktion wurde durch die Zugabe von gesittigter
Natriumhydrogencarbonat-Losung (20 ml je mmol Aldolprodukt 115) beendet. Die Extrak-
tion erfolgte mit Diethylether (4x 20 ml je mmol Aldolprodukt 115). Die vereinigten organ-
ischen Phasen wurden mit gesittigter Natriumchlorid-Lésung (20 ml je mmol Aldol-
produkt 115) gewaschen. Die organische Phase wurden iiber Magnesiumsulfat getrocknet,
filtriert und das Lésungsmittel im Vakuum entfernt. Der Riickstand wurde mittels Séulen-
chromatographie (z-Pentan/Diethylether) gereinigt. Im Folgenden sind molekiilspezifische

Details und die jeweiligen analytischen Daten aufgefiihrt.
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(4R,5R)-2,2,5-Trimethyl-4-pentyl-1,3-dioxan (117b)

O 0o OH
: X
= 0 9
- k/:\/\/\
115b 117b

C12H2402, M = 200.32 g/mol

(4R5R)-2,2,5-Trimethyl-4-pentyl-1,3-dioxan (117b) wurde als farbloses Ol isoliert
(129 mg, 0.64 mmol, 21% iiber zwei Stufen).

'H NMR (500 MHz, CDCls): § [ppm] = 0.89 (t, /= 7.0 Hz, 3H, CH2CH5), 1.05 (d, /= 6.9 Hz,
3H, CHCHj), 1.19-1.36 (m, 8H, CH2CH>), 1.39 (s, 3H, CHsCCH3), 1.43 (s, 3H, CH>CCHzs),
1.44-1.50 (m, /= 8.0 Hz, 1H, CHCHs), 3.58 (dd, /= 11.4, 1.7 Hz, 1H, OC H:Hb»), 3.87-3.93 (m,
1H, OCH), 4.10 (dd, /=11.5, 2.9 Hz, 1H, OCH.H5).

BCNMR (126 MHz, CDCls): § [ppm] = 10.6 (+, CHCHs), 14.2 (+, CH2CHs), 19.2 (4,
CHsCCHs), 22.8 (-, CH2CHs), 25.0 (-, CH2CH>), 29.9 (+, CHsCCHs), 31.7 (+, CHCHz), 32.0
(-, CH2CH>), 33.0 (-, CH2.CHO), 67.2 (-, CH:20), 71.2 (+, CHO), 98.6 (Cq, CH3CCHs).
Re+Wert: (P/OEt).

Drehwert: [a]3! = -6.2 (c = 1.0, CHCl3).

HRMS (APCI+): m/z [M+H]*201.1851 (berechnet 201.1849).

Die spektroskopischen Daten stimmen mit denen in der Literatur iiberein.!82

(4R,5R)-2,2,5-Trimethyl-4-nonyl-1,3-dioxan (117c)

O o OH
OJLNJI\/:\/\/\/\/\
: X
= 0 9
115¢c 117c

CisH3202, M = 256.43 g/mol

(4R5R)-2,2,5-Trimethyl-4-nonyl-1,3-dioxan (117c) wurde als farbloses Ol erhalten
(36 mg, 0.14 mmol, 29% iiber zwei Stufen).
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IH NMR (500 MHz, CDCls): § [ppm] = 0.88 (t, /= 7.0 Hz, 3H, CH:CH3), 1.05 (d, /= 6.9 Hz,
3H, CHCH;), 1.18-1.36 (m, 16H, CH2CH5), 1.39 (s, 3H, CHsCCH3), 1.43 (s, 3H, CHCCHs),
1.44-1.49 (m, 1H, CHCHs), 3.58 (dd, /=115, 1.7 Hz, 1H, OCH:Hs), 3.87-3.93 (m, 1H,
OCH), 4.10 (dd, /= 11.5, 2.9 Hz, 1H, OCH. Hj).

13C NMR (126 MHz, CDCL): 8 [ppm] = 10.6 (+, CHCHs), 143 (+, CH:CHs), 192 (+,
CHsCCHs), 22.8 (-, CHuCH), 25.4 (=, CHaCH3), 29.5 (=, CH2CH?), 29.7 (=, CH2CHb), 29.7 (-,
CH:CHa), 29.8 (-, CH>CHb), 29.9 (+, CHsCCHs), 31.7 (+, CHCH), 32.0 (-, CH:CH>), 33.0 (~,
CH:CHO), 67.2 (-, CH:0), 71.7 (+, CHO), 98.6 (Cq, CHs CCHs).

ReWert: (P/OEt).

Drehwert: [a]3! = -1.5 (c = 1.0, CHCl3).

HRMS (APCI+): m/z [M+H]257.2477 (berechnet 257.2475).
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6.13 ldentifizierte Nebenprodukte

6.13.1 N,N-(Disulfiddiylbis(ethan-2,1-diyl))diacetamid (99)

a H
)LN/\/S\S/\/N\H/
H 0

99

CsH1sN202S2, M = 236,35 g/mol

Das Dimer 99 des HSNAC (58) wird bei der Synthese von HSNACS58 und bei den

meisten darauf aufbauenden Synthesen gefunden.

'H NMR (500 MHz, CDCL): 8 [ppm] = 2.02 (s, 6H, CH:CO), 2.83 (t, /= 6.4 Hz, 4H, SCH)),
3.57 (dt, /= 6.3 Hz, 4H, NCH?), 6.42 (bs, 2H, NH).

13C NMR (126 MHz, CDCl): & [ppm] = 23.4 (+, CHsCO), 37.9 (-, SCH), 38.7 (-, NCH)),
170.9 (Cq, CH3CO).

HRMS (ESI+): m/z [M+H]*237.0722 (berechnet 237.0726).

6.13.2 N-(2-(Phenyldisulfid)ethyl)acetamid (100)

H
S\S/\/N
O T

100
C10H13NOS2, M = 227.34 g/mol

Das gemischte Dimer 100 aus Thiophenol und HSNAC (58) ist nach der Transesterifi-
zierung von Thiophenol-Estern zu SNAC-Estern nachweisbar. Es liegt kein isoliertes

Spektrum des Disulfids 100 vor.

H NMR (500 MHz, CDCls): 6 [ppm] = 1.91 (s, 3H, CH5CO), 2.86 (t, /= 6.0 Hz, 2H, SCH>),
3.53 (dt, /= 6.0 Hz, 2H), 5.92 (bs, 1H, NH), 7.23-7.27 (m, 1H, Arp- H), 7.31-7.36 (m, 2H, Aro-
H),7.52-7.56 (m, 2H, Arm- H).

BCNMR (126 MHz, CDCls): § [ppm] = 23.3 (+, CH3CO), 37.9 (-, SCH2), 38.0 (-, NCH>),
127.5 (Cq, C-Arp), 128.3 (C-Arm), 129.3 (C-Ar,), 137.1 (Cq, C-Ar1), 170.4 (Cq, CH3CO).
HRMS (ESI+): m/z [M+H]*228.0512 (berechnet 228.0511).
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6. Experimenteller Teil

6.13.3 (4-Bromobutyl)-2-methyl-3-oxo-3-(thiophenyl)propionat (88)

HO)H/ILS S Br\/\/\o)kHLs

53 88
C1sH17BrOsS, M = 345.25 g/mol

Die bromierte Methylmalonyl-Spezies 88, Nebenprodukt der in Tetrahydrofuran de-
carboxylativen durchgefiihrten CLAISEN-Kondensation, wurde mittels Sdulenchromato-

graphie (H/EE 19:1) als farbloses Ol isoliert.

'H NMR (500 MHz, CDCls): § [ppm] = 1.51 (d, /=7.2 Hz, 3H, CH3), 1.80-1.89 (m, 2H,
OCH:CH:), 1.92-2.01 (m, 2H, BrCH2CH>), 3.44 (t, /= 6.6 Hz, 2H, BrCH>), 3.76 (q, /= 7.2 Hz,
1H, CH), 4.13-4.28 (m, 2H, OCH>), 7.43 (s, 5H, Ar-H).

13CNMR (126 MHz, CDCls): 6 [ppm] = 14.3 (+, CHs), 27.3 (-, BrCH:2CH»), 293 (-,
OCH:CH>), 33.2 (-, BrCH>), 53.8 (+, CH), 64.8 (-, OCHz2), 126.9 (Cq, C-Ar1), 129.5 (+, C-Arm),
129.9 (+, C-Arp), 134.6 (+, C-Aro), 169.3 (Cq, COO0), 194.2 (Cq, COS).

R+-Wert: 0.10 (H/EE 19:1).

HRMS (ESI+): m/z [M+H]*345.0156 (berechnet 345.0155).
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8. Anhang

8.1 Auswahl der Ketoreduktase-Domanen

8.1.1 In papyro-Studien

O

m

H

0 Chivalozol A (176)
OH

N OH
— = o
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0—\0
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Abbildung 8-1: Strukturformeln der in papyro untersuchten, zuvor nicht gezeigten 22 Polyketid-Naturstoffe.
Mit farbiger Hervorhebung aller Konfigurationsmotive, die durch eine KR-Doméane erzeugt und im vollstandig

prozessierten Naturstoff erhalten bleiben. Die Strukturformeln der elf anderen Naturstoffe befinden sich in
Kapitel 3.1.1 , Abbildung 3-1 (S. 17)_ [10-14,21,28,29,31,56,71,80—-90,149,183,184]
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Tabelle 8-1: In papyro untersuchte Polyketid-Naturstoffe.

Naturstoff A B C D E
Ambruticint2! 9(1) 8 4|1  4|0|0 AmbKR1(B2)2(B1)/6(B0)9(A0)
Amphotericin B B 18 9j0  3]0]0 /::Eglg;? é?;ggZ(M)HO(AO)H 1(A2)[12(B0)|14(B0)|15(B0)|
Ascomycin( 10 10 7|0 5[1]0 AscKR2(B1)[3(B0)[10(A0)
Avermectin!®l 12 10 6|0 5|0]|0 AveKR1(B1)[4(B0)|5)A0)[7(B1)
Borrelidin® 6(1) 6 3|0 5[0|0 BorkKR1(B0)4(A1)|8(BO)
Candicidin D747 21 17 11]0  3]0|0 CanKR12(A0)13(A2)|14(B0)16(B0)|17(B0)[18(BO)
Chivosazol AlE"#2 16 15 9|5 5|0|0 ChiKR1(B0)|2(A0)3(B0)|7(A0)8(BO)|12(A0)|13(BO)
Concanamycin AP 13 12 7]/0 6]1]0 ConKR2(B1)[3(B0)|5(A2)10(A2)|11(A2)
Discodermolide27#** 11 11 6|0  8|0|0 DisKR3(A1)[7(B1)|9(B0)[10(A2)|11(A1)
Elaiophylini! 7 7 2|0 3]|1]0 ElakR1(B1)2(A0)[3(C1)4(A2)[5(B1)
Epothilon AlE&4l 9 8 5|1 4]0|1 EpiKR3(B0)|7(A1)|9(BO)
Erythomycin Al622 6 5 110 6]0]0 EryKR1(B2)[2(A1)[3(C2)5(A1)|6(A1)
Geldanamycin!®3! 7 7 5|0 4]0]0 GelKR3(A1)5(A0)
Jerangolid®! 7 7 5|0 4]0]0 JerkR1(B2)6(BO)
Lankacidin C'# 3(1) 3 1|4  4|0]0 LanKR1(B0)2(B0)3(B0)
Monensin Al 12 10 6]0 7[1]0 MonKR10(AT)[11(A1)[12(A2)
Mycolacton (MLSAY®@ 9 9 5|0 5|0]|0 MyckRA 5(A0); MyckKRB 1(B0)|2(B2)| 3* | 4* | 6* | 7* |8(BO)| 9*
Mycolacton (MLSB)®® 7 7 5|0  3|0|0 MyckRA 1(A0)2(A0); MycKRB 1* | 2* | 3* | 4* | 6* | 7*
Myxalamid(1" 8 7 6|0 4]0]0 MyxKR2(A2)
Natamycin(121! 12 11 7|0 1]0]0 NatkR1(B0)6(A0)|8(BO)10(BO)
Niddamycin(® 7 7 3]0 1]1]0 NidKR1(B0)4(C2)|6(A0)[7(A0)
Nystatint®®) 18 17 810  3[0]0 r1\17y(s/:<0F)<|11 (e?(/l )(|§(A1)|10(A0)|11(B1)|12(BO)|14(A0)|15(A0)|
Oleandomycin®77 6 6 1|0 6]0]0 OleKR1(B2)]2(A1)|3(C2)|5(A1)|6(A1)
Oligomycin A1+ 16 16 5[0 9[1]0 ﬂi(*gj;|(155ﬂi()%\1)l4(01)|5(A2)|6(BO)|11(A2)|12(C1)I13(A1)|
Onnamid A%l 14 11 8|2 2|0|1 OnnKR1(B0)|5(B0)8(A0)
Pederinf®e! 8 6 3|2 2]0|1 PedKR1(B0)5(BO)8(AD)
Phoslactomycin(®! 7 7 3]0 0]2]0 PImMKR3(A0)4(B1)6(A1)[7(A0)
Pikromycin(767°! 6 5 2|0 5]0]0 PikkR1(B2)[3(C2)5(A1)
Psymberin(e” 11 6 113 3|01 PsyKR2(A0)4(B0)[5(B0)|7(A0)8(A0)
Rapamycin!'4 14 13 8|0 7|0|0 RapKR2(B0)3(C2)|5(B0)11(B0)|12(BO)
Rifamycin BC'! 10 10 5|0 8|0]|0 RifKR5(A1)6(B2)|7(A2)[8(B1)10(A2)
Soraphen Al 8 7 3]0 3]0]0 SorkR1(A0)/4(B0)6(A1)[7(BO)
Spinosyn Al* 10 10 8|0 1]0]|0 SpnKR1(A0)|3(A1)
Tylosin/?! 7 7 410 4]1]0 TylKR1(B1)|6(A1)[7(BO)

A) Modulanzahl (iterativ); B) Modulanzahl mit KR-Doméne; C) Modulanzahl mit weiterfihrender reduktiver Schleife
| mit Methyltransferase-Doméane; D) Modulprodukte mit a-Methylverzweigung | a-Ethylverzweigung | doppelte
a-Methylierung; E) KR-Doménen mit bekannter Produktkonfiguration (KR-Typ). * Die zuvor genannte KR ist auch
im Modul (Ziffer) enthalten, aber die Konfiguration bleibt nicht erhalten. ** keine Sequenzdaten des Clusters vor-
handen, Stand 2019.
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8. Anhang

8.1.2 In silico-Studien

cov . 100
1 MycKRA (A0) 100.0% ~SGIWLLIVP
2 EryKR6 (Al) 83.6% --GGFLVHGS
3 AmpKR2 (Al) 88.6% -~AGRLLAVIS
4 AmpKR1 (A2) 90.8% DGTWLLVSA
5 RifKR7 (A2) 84.6% AGRAEVL--—
6 AmbKR6 (BO) 91.3% STATQHLYGVEWKAVALAEPPRS-----AGEQVVLG
7 MycKRB (B0/2) 93.1% - ~THATRLRVRLTRTGADA----ITVHTSDTTGAPVAIIDSLITRPLTTATGSAP---ATTAAGLLHLSWPPHPDTTTDTDTDTDALRYQVIAE
8 TylKR1l (B1) 88.8% - SPTDAWRYRVTWKALTESSPVRPHS--IGRCLLVAP
9 AveKR7 (Bl) 83.4% - ~VGDEAGVPVASVDRLELRPVDMGQLRAVSVSAGRRGSLYAVQWAEVGPVPVCGQ----A--WAWHED
10 EryKRl (B2) 90.2% - - ~DGTWLVAKY
11 RifKR6 (B2) 77. —--PPWVRIDT
1 MycKRA (A0) 100.
2 EryKR6 (Al) 83. --TGAATHLALHQS-LGEAGV
3 AmpKR2 (Al) 88. DEGEFHAVVSLLAAAEALHTDHGSVPLGLAQTLLLAQA-LGDAGL
4 AmpKR1 (A2) 90. ~TDTDGLTGIVSVLADAEEGCVRHPGLTLGLALSVSLAQA-LGEADV
5 RifKR7 (A2) 84.6% - ~=FGEEPLDLT-----—————=——=——————| GRVLAALQAWLSDAAE
6 AmbKR6 (BO) 91.3% PDGELATRLGARRAGNLDELFADGEAARPAPRRLVVDARTRRD
7 MycKRB (B0/2) 93.1% PTQQLPRYLHDLHT------ STDLHTSTTEADVVVWPVPVPSNEELOAHQASDTAVSSRIHTLT - - --RQTLTVVQDWLTHPDT
8 TylKR1 (B1) 88.8% ~TDGELLDGLTTVLSERGASVARLEVPIGARRAEVAELLKPSMESAGEENTTVVSLLGLVPST - DAVRTSIALLQA-VSDIGV
9 AveKR7 (Bl) 83.4% B SGGGPVPGVVVLRCPDAGA ---GGVLGVVQGWLGLERF
10 EryKR1l (B2) 90.2% ~SVGEVAGVLSLLAVDEAEPEEAPLALASLADTLSLVQA-MVSAEL
11 RifKR6 (B2) 77.5% ~=GGDPALAVS-~--——————=-——=——————— SRVLEIMQAWLAAPAF
cov 201 . . . . H . . . . 300
1 MycKRA (A0) 100.0% D-VPLWCLTQGAVSISADDLIRCSSAALVWGLGRVVALEHPGSWGGLVDLPESPD -~ -~~~ —————=————————] DAAWERLCALLAQPTDEDQFAIR
2 EryKR6 (Al) 83.6% R-APLWLVTSRAVALGESEPV-DPEQAMVWGLGRVMGLETPERWGGLVDLPAEPA-— —--PGDGEAFVACLGADGHEDQVAIR
3 AmpKR2 (Al) 88.6% T-APLWCLTRGGVAAGRGDVLSSPVQGALWGLGRVIGLEHPDRWGGLIDLPETVD-— --TRAAARLTGLLADAGGEDQLAIR
4 AmpKR1 (A2) 90.8% T-APLWFLTCGAFSTGPSDTVTRPLQSQIAGLGWTVAVEH DLPEALDA-- RAAQRLVAALAGALGDDDQLAVR
5 RifKR7 (A2) 84.6% ~EARLVVVTRGAVPAG-DGVVSDPAGAAVWGLVRAAQAENPDRFVLLDTDGEVPLE -~ ~AVLATGEPQLALR
6 AmbKR6 (BO) 91.3% TDTELVVLTREAVSTGPDVGVED LGHAALWGFLRAVRSEHPDRGVRLIDLGPDASAAELLDR: ALETVAEPELALR
7 MycKRB (B0/2) 93.1% TGTRLVIVTRHGVSTSAHDPVPD LAHAAVWGLIRSAQNEHPGRFTLLDTDDNTNSDTLTTA- -LTLPTRENQLAIR
8 TylKR1l (B1) 88.8% PAARVWALTRRAVAVVPGETP-QODAGAQLWGFGRVAALELPDIWGGLIDLPETAELTRTPETSQPPQTPERLPQTPNRRALELAAAVLAGRDGEDQVAVR
9 AveKR7 (Bl) 83.4% AGSRLVVVTRGAVVAGQEDGPVDVVGAAVWGLVRSAQAEHPDRFVLLDLDTDTDTGTDLDTGAG— AGAGAGWGVDGGH---VAAVVACGEPQLAVR
10 EryKR1l (B2) 90.2% G-CPLWTVTESAVATGPFERVRNAAHGALWGVGRVIALENPAVWGGLVDVPAGSV: AELARHLAAVVSGGAGEDQLALR
11 RifKR6 (B2) 77.5% EEARLVVTTRGAVPAGGDHTLTDPAAAAVWGLVRSAQAEHPDRVVLLDTDGEVPLG -~ ——————— === ———————————————— oo AVLASGEPQLAVR
cov 301 . . . B : . . . B 400
1 MycKRA (A0) 100.0% PSGVFLRRLIHJAPATTTSKSS-— NIGMAADGATELVDDLRTAGA-SVTVHACSE
2 EryKR6 (Al) 83.6% DHARYGRRLVREAPLG--T-RE-- NIGVDAPGAAELEAELVALGA-KTTITACSY
3 AmpKR2 (Al) 88.6% GSGVLARRLAHJAAPAVPG-SG-— NIGADAPGAAELRAELEQLGV-RVTIAACSE
4 AmpKR1 (A2) 90.8% PAGVLARRIVR] A NIGADAPGAAELAAELQAAGT -EVRFAACSE
5 RifKR7 (A2) 84.6% GTTFSVPRLAR] A NIGRAAEGIDDLVAELTGHGA-EVTVAACSE
6 AmbKR6 (BO) 91.3% OGIALAPRLGV|PRDRAGAPAP-— AIGMDAPDAAALVDELRAAGAATVDVAACSE
7 MycKRB (B0/2) 93.1% RDTIHIPRLTRIHSSDGALTAP-— NIGPOAHGATDLOQRLTDLGA-HVTITACSE
8 TylKR1 (B1) 88.8% ASGIYGRRVSREAAAA----GA-— A NIGPEAPGAAELAEELRGHGC-EVVHAACSE
9 AveKR7 (Bl) 83.4% GERVLAARLTR) NIGPDAPGAEGLRAELAALGA-EVRIVACSE
10 EryKR1l (B2) 90.2% ADGVYGRRWVRSAAAP--A-TD-- IGPDADGAGELVAELEALGA-RTTVAACH
11 RifKR6 (B2) 77.5% GTTFFVPRLARJATRLSDAP---— (®GRDAEGAQDLITELTGEGA-DVSEVACH
cov 401 . . . . . 500
1 MycKRA (A0) 100.0% (TDRTSVEAAIAGK----— SLDAVFHLXe}3 'AGI GGKSQGAMAAANAFLDSL
2 EryKR6 (Al) 83.6% (ADREQLSKLLEELRGQGRPVRTVVHT AGV GSANLGAMSAANAYLDAL
3 AmpKR2 (Al) 88.6% AAV| GSGGQPGMAAANAYLDAL
4 AmpKR1 (A2) 90.8% 'AGM GSGVHAAMVAGNAYLSAL
5 RifKR7 (A2) 84.6% SSI MGAGSGGMAAANAYLDGL
6 AmbKR6 (BO) 91.3% GTLGSPGQANMAAANTFLDAL
7 MycKRB (B0/2) 93.1% GMIGSPGQGNMAAANTALDAL
8 TylKR1 (B1) 88.8% 'GTWGNAGQGAMAAANAATLDAL
9 AveKR7 (Bl) 83.4% (GERREVVRLLEGVPA-GCPLTGVV] GILGSAGQGNMAAANAALDAL
10 EryKR1l (B2) 90.2% (TDRESVRELLGGIGD-DVPLSAVF] [FASAFGAPGLGGMAPGNAYLDGL
11 RifKR6 (B2) 77.5% (SDRDQVAALLAGLP----DLTGVVH 'AGVMGGGGQGPEAAANAFLDAA
cov 501 . . B . : B . . B 600
1 MycKRA (A0) 100.0% AEKRRTLGL LWAG--GGMGDRP---SASGLN- LIGLKSMSADLAVQALSDAIDRPOATLTVASVNWDRFYPTFALARPRP-FLHEITEV
2 EryKR6 (Al) 83.6% AHRRRAEGRAATSVAWGAWAG--EGMATGD----LEGLT- RRGLRPMAPERAIRALHQALDNGDTCVSIADVDWERFAVGFTAARPRP-LLDELVTP
3 AmpKR2 (Al) 88.6% AEHRRSLGLTASSVAWGTWGE - -VGMATDPE --VHDRLV - - - ~RQGVLAME PEHALGALDQMLENDDTAAAT TLMDWEMFAPAFTANRPSA-LLSTVPEA
4 AmpKR1 (A2) 90.8% AEQRRARGARATSIHWGKWPD--DLERELA---DPHQIR----RSGLEYLDPELAMTALTRVMEDDETIG- LMD IDWGTYHDVFTAGRPSH-LFDRIPEV
5 RifKR7 (A2) 84.6% MAARRAAGLPGLSLAWGPWEQ-LTGMADTIDDLTLARMSRREGRGGVRALGSADGMELFDAALAAGQALLVPIELDLREVRADAAGGGTVPHLLRGLVRA
6 AmbKR6 (BO) 91.3% ASHLRARGVPAMSLAWGFWAQAGLGMTAHLGAADIARMK----RLGVVIMSPQEGLELLDASLOQRPDPLLVPAPLDLAALERAAREGAPASPMLRELVRG
7 MycKRB (B0/2) 93.1% ADYRHRLGLPATSLAWGYWQT-HTGLTAHLTDVDLARMT - - --RLGLMPIATSHGLALFDAALATGQPVSIPAPINTHTLARHARDNTLAP-ILSALITT
8 TylKR1l (B1) 88.8% AERRRAAGLPATSVAWGLWGG--GGMAAGA---GEESLS----RRGLRAMDPDAAVDALLGAMGRNDVCVTVVDVDWERFAPATNAIRPGR-LFDTVPEA
9 AveKR7 (Bl) 83.4% AYRRRAAGLPGVSLAWGLWEE-ASGMTGHLAGTDHRRII - RSGLHPMSTPDALALFDAALALDRPVLLPADLRPA-—————————————————————
10 EryKR1l (B2) 90.2% AQQORRSDGLPATAVAWGTWAG- - SGMAEGP---VADRFR— RHGVIEMPPETACRALONALDRAEVCPIVIDVRWDRFLLAYTAQRPTR-LFDEIDDA
11 RifKR6 (B2) 77.5% MASRQAAGLPGLSLAWGLWER-SSGMAAHLSEVDHARAS - - - -RNGVLELTRAEGLALFDLGLRMAESLLVPIKLDLAA-————————————————————
cov 601 . . . . :] 651
1 MycKRA (A0) 100.0%
2 EryKR6 (Al) 83.6%
3 AmpKR2 (Al) 88.6%
4 AmpKR1 (A2) 90.8%
5 RifKR7 (A2) 84.6% -
6 AmbKR6 (BO) 91.3% APARRAAAGDGASGKASALRALLARRPQSERFAAVLELVRAEAARVLRLP!
7 MycKRB (B0/2) 93.1% -
8 TylKR1 (B1) 88.8%
9 AveKR7 (Bl) 83.4%
10 EryKR1l (B2) 90.2%
11 RifKR6 (B2) 77.5%

Abbildung 8-2: Sequenz(AS)-Vergleich von elf KR-Domanen, fiinf A-Typ und sechs B-Typ.

Der rote Strich zeigt den Beginn der katalytischen Doméane an. Weil3/Schwarz: Kofaktor NADPH bindende AS.
Rot/Schwarz: AS des aktiven Zentrums. Grin/Grau: konservierte AS, die im A-Typ die Orientierung des ACP-Arms
dirigieren. Gelb/Grau: A-Typ konservierte Tryptophan (W) und im B-Typ LDD-Motiv.[102.103]
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————  MycKRA-_AQ_0.32272
L TylKR1-_B1_0.27165
——  EryKR6-_A1_0.26315
L AmpKR1-_A2_0.31447
AmpKR2-_A1_0.2638
(e RifKR7-_A2_0.18678
RifKR6-_B2_ 0.19244
AveKR7-_B1_0.24843
(————  AmbKR6-_BO_0.27593
L MycKRB-_B0/2_0.31041
EryKR1-_B2_0.29036

Abbildung 8-3: Phylogenetische Verwandtschaft der in papyro ausgewahiten KR-Domanen.

Gezeigt in Skala-unabhangiger Darstellung. Angegeben sind der KR-Name, der KR-Typ und die Verwandtschafts-
distanz, welche als Grad der Substitution mit Bezug auf die Gesamtlange des Sequenzvergleichs (ohne Licken)
angegeben ist.[102103]
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8. Anhang

8.2 Vektrokarten, Gen- und Aminosauresequenzen

Darstellung der Vektorkarten

Die gezeigten Vektorkarten wurden mit SERIEALCLONER 2.6.1 und SNAPGENE
VIEWER 4.3.10 erstellt. Bezeichnung, Grofle, entscheidende Sequenzbereiche und
verwendete Restriktionsenzymschnittstellen sind in jeder Vektorkarte angezeigt.

Die KR Gene sind innerhalb der Vektorkarten in Orange dargestellt; Resistenzgene in
Dunkelrot; das Gen des /ac Repressors in Blau; Hise- und Pros-zags in Rot. Dariiber hinaus
sind in den Vektorkarten der ,leeren“ Vektoren pMK und pET28a+ die Replikations-
urspriinge in Gelb und weitere Bereiche in Weifd hervorgehoben, die in den Vektorkarten
der KR Gene-enthaltenden Vektoren nicht mehr dargestellt werden, obwohl diese
weiterhin vorhanden sind.

Der fiir die Expression der rekombinanten Ketoreduktase Doméne zu Grunde liegende
ORF1 wird durch einen dem Gen nebenstehenden schmalen, schwarzen Pfeil angezeigt.

Die Darstellungsgrofie der Vektorkarten steht in keinem Zusammenhang mit der Grof3e

der Plasmide. 5’-Hiss, 3’-Pros

Genetische Sequenzdaten

Die dokumentierten Sequenzen basieren auf den Sequenzierungsdaten, welche unter

Verwendung der Sequenzierungsprimer pET28a+_fwd und pET28a+_rev durch

Tabelle 8-2: Spezifische Sequenzen mit Eigenschaften innerhalb der Sequenzdaten.

DNA-Sequenz Eigenschaften
ATG Startcodon
TAA, TAG, TAC Stoppcodon
CATATG Ndel Erkennungssequenz
GAATTC EcoRI Erkennungssequenz

CATCATCATCATCATCAC N-terminale Histidin8-Sequenz in pET28a+, 5'-Hiss-tag
CACCACCACCACCACCAC C-terminale Histidin®-Sequenz in pET28a+, 3'-Hiss-tag, CH
CCACCACCACCACCA C-terminale Prolin®>-Sequenz in pET28a+, 3’-Pros-tag, CP

228



8.2.1 Vektoren pUC57, pMK und pET28a+

(2440) Ndel

{1969) EcoRI

(1927} EcoRI

pucs7 ilem‘}
P

PMK (leer)
2626 2393 by

(s173) EcoRI [His8l
(5129) Ndel
Thrombin Bindestelle
[His6|
Ribesom Bindestelle
T7 Promoter

I e
} r T7 termjn. e
09 ™ Mato,

o

2

&

&

&

3
g

pET28a+ (leer)
5369 bp

Abbildung 8-4 Vektorkarte der Plasmide pUC57, pMK und pET28a+ mit den prominentesten Eigenschaften.
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8. Anhang

8.2.2 Rekombinante AmpKR1-Domanen

Expressionsvektoren mit ampKR1

(6585) EcoRI (e585) EcoRI

(5117) Ndel pET2Ba+_ampKR1_CS (5117) Ndel . pET28a+_ampKR1_CH
- €734 bp - 793 bp

(5117) Ndel ot pET28a+_ampKR1_CP
6791 bp

Abbildung 8-5 Vektorkarten der Plasmide pET28a+_ampKR1_CS/CH /CP.

Gensequenzen von ampKR1-Derivaten in pET28a+

Sequenz von ampKR1_CS

1 ATGGGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAGCCAT 60
61 ATGCCGGGCCTGGCCAGCTGGCGTCGCACACGTGGTGAACGCAGCACCGTGGATAGCTGG 120
121 CGTTACCGCGTGGTTTGGGAACCGTTAGCCCAAATTCCGCGCGCCACCCTGGATGGCACA 180
181 TGGTTACTGGTGAGTGCAGGCGGTGTTGACGATGATGTGGCAGAAGTGCTGGAAGCAGGT 240
241 GGTGCAGAAGTGCGCCGTCTGGTGCTGGATGAAACCTGTACCGATCCTGCAGTGCTGCGC 300
301 GAACATCTGACAGACACCGACGGCCTGACCGGCATTGTGAGCGTTCTGGCCGATGCAGAA 360
361 GAAGGTTGTGTGCGTCATCCGGGCCTGACCTTAGGTCTGGCCCTGAGTGTGAGCCTGGCA 420
421 CAGGCCCTGGGCGAAGCAGATGTTACAGCCCCGCTGTGGTTCCTGACCTGTGGTGCCTTC 480
481 AGCACCGGTCCGAGCGATACCGTTACCCGCCCTCTGCAGAGTCAGATCGCCGGCCTGGGL 540
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541 TGGACCGTTGCAGTGGAACATCCGCATCGTTGGGGTGGCGGCGTGGATCTGCCTGAAGCC 600

601 CTGGATGCACGTGCAGCACAGCGCTTAGTTGCCGCACTGGCAGGCGCCCTGGGTGATGAT 660
661 GATCAGCTGGCCGTTCGTCCGGCAGGCGTTCTGGCACGTCGCATTGTTCGTGCCAGTGGC 720
721 GATACCCGCCGTAAAGCCCGTAGTTGGAAACCGCGCGGCACCACCCTGGTTACCGGCGGC 780
781 AGTGGTACCTTAGCACCGGGTCTGGCCCGCCATCTGGCAGCACAAGGCGCAGAACACCTG 840
841 GTTCTGCTGAGCCGTCGTGGTGCAGATGCCCCTGGTGCAGCAGAACTGGCAGCCGAGCTG 900
901 CAGGCCGCAGGTACAGAGGTTCGTTTCGCCGCCTGCGATATCACCGATCCGGATGCAGTG 960
961 GCAGCACTGCTGGCAGATCTGAAGGCAGAAGGTCGCACAGTGCGTACCGTGGTTCATACC 1020

1021 GCCGCCGTTATCGAATTAGCCGCCCTGGCCGATACCACCGTTGATGCCTTTGCCGACGTG 1080
1081 GTTCATGCCAAAGTGACCGGTGCACGCATTCTGGACGAACTGCTGGATGACGAAGAACTG 1140
1141 GACGATTTCGTGCTGTACAGCAGCACCGCCGGTATGTGGGGTAGCGGCGTTCACGCCGCT 1200
1201 TATGTTGCAGGCAATGCCTATCTGAGCGCCCTGGCAGAACAGCGTCGTGCCCGTGGTGCA 1260
1261 CGTGCCACCAGCATTCATTGGGGTAAGTGGCCGGACGATCTGGAACGTGAGTTAGCAGAT 1320
1321 CCGCACCAGATTCGCCGCAGCGGCCTGGAATATCTGGATCCGGAGCTGGCCATGACCGCA 1380
1381 CTGACCCGCGTTATGGAGGATGATGAGACCATTGGCCTGATGGACATCGACTGGGGCACA 1440
1441 TACCACGATGTGTTCACCGCCGGTCGCCCGAGCCACCTGTTTGATCGCATTCCGGAAGTT 1500
1501 GCCCGCCTGCTGGCCGATCGTGCCTAAGAATTC 1533

Sequenz von ampKR1_CH

Die Nukleotidsequenz von Position 0 bis 1524 ist identisch mit der von ampKR1-CS.
1501  GCCCGCCTGCTGGCCGATCGTGCCGCGAATTCGAGCTCCGTCGACAAGCTTGCGGCCGCA 1560
1561 CTCGAGCACCACCACCACCACCACTGA 1587

Sequenz von ampKR1_CP

Die Nukleotidsequenz von Position 0 bis 1524 ist identisch mit der von ampKR1-CS.
1501  GCCCGCCTGCTGGCCGATCGTGCCGAATTCGAGCTCCGTCGACAAGCTTGCGGCCGCACT 1560
1511  CGAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCGGCTGCTAA 1599

Aminosauresequenz von AmpKR1-Derivaten

Aminosauresequenz von AmpKR1

1 MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMPGLASWRRTRGERSTVDSWRYRVVWEPLAQTPRATLDGT 60
61 WLLVSAGGVDDDVAEVLEAGGAEVRRLVLDETCTDPAVLREHLTDTDGLTGIVSVLADAE 120
121 EGCVRHPGLTLGLALSVSLAQALGEADVTAPLWEFLTCGAFSTGPSDTVTRPLOSQIAGLG 180
181 WIVAVEHPHRWGGGVDLPEALDARAAQRLVAALAGALGDDDQLAVRPAGVLARRIVRASG 240
241 DTRRKARSWKPRGTTLVTGGSGTLAPGLARHLAAQGAEHLVLLSRRGADAPGAAELAAEL 300
301 QAAGTEVRFAACDITDPDAVAALLADLKAEGRTVRTVVHTAAVIELAALADTTVDAFADV 360
361 VHAKVTGARILDELLDDEELDDEVLYSSTAGMWGSGVHAAYVAGNAYLSALAEQRRARGA 420

231



8. Anhang

421 RATSTHWGKWPDDLERELADPHQIRRSGLEYLDPELAMTALTRVMEDDETIGLMDIDWGT 480
481 YHDVFTAGRPSHLFDRIPEVARLLADRA 508

Aminosauresequenz von AmpKR1-CH
Die Aminosduresequenz von Position 0 bis 508 ist identisch mit der von AmpKRI1.

481 YHDVFTAGRPSHLFDRIPEVARLLADRAANSSSVDKLAAALEHHHHHH 528

Aminosauresequenz von AmpKR1-CP
Die Aminosduresequenz von Position 0 bis 508 ist identisch mit der von AmpKRI.

481 YHDVFTAGRPSHLFDRIPEVARLLADRAEFELRRQACGRTRAPPPPPLRSGC 532

8.2.3 Rekombinante AmpKR2-Domane

Expressionsvektor mit ampKR2

(&562) EcoRI

(s129) Ndel
S pET28a+ ampKR2
6758 bp

Abbildung 8-6 Vektorkarte des Plasmids pET28a+_ampKR2.

Gensequenzen von ampKR2 in pET28a+

1 ATGGGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAGCCAT 60
61 ATGGATGCACTGCGCTATCATATTGAATGGAATCGTGTTGCAGAACCGGGTACAGCACGT 120
121 CCGGCAGGTCGTCTGCTGGCAGTTATTAGTCCGGATCATGCGGGTGCACCGTGGGTTACC 180
181 GCAGTTCTGGATGCCCTGGGTCCGGATACCGTTCGTTTTGAAGCAAAAGGCACCGATCGT 240
241 GCAGCATGGGCAGCACAGCTGGCTCAGCTGCGTGAAGATGAAGGTGAATTTCATGCAGTT 300
301 GTTAGCCTGCTGGCTGCAGCAGAAGCACTGCATACCGATCATGGTAGCGTTCCGCTGGGT 360
361 CTGGCACAGACACTGCTGCTGGCACAGGCCCTGGGTGATGCAGGTCTGACCGCACCGCTG 420
421 TGGTGTCTGACCCGTGGTGGTGTTGCAGCAGGTCGTGGTGATGTTCTGAGCAGTCCGGTT 480
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481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441

CAGGGTGCCCTGTGGGGTCTGGGTCGTGTTATTGGTCTGGAACATCCGGATCGTTGGGGT
GGTCTGATTGATCTGCCGGAAACCGTTGATACCCGTGCAGCAGCACGTCTGACAGGACTG
CTGGCCGATGCCGGTGGTGAAGATCAGCTGGCAATTCGTGGTAGCGGTGTTCTGGCACGT
CGTCTGGCCCATGCAGCACCGGCAGTTCCGGGTAGCGGTAAACGTCCGCCTGTTCATGGT
TCAGTTCTGGTTACCGGTGGTACAGGTGGTATTGGTGGTCGTGTTGCCCGTCGCCTGGCA
GAACAGGGTGCAGCCCATCTGGTTCTGACCAGCCGTCGTGGTGCAGATGCACCGGGTGCA
GCGGAACTGCGTGCAGAACTGGAACAGCTGGGTGTTCGTGTTACCATTGCAGCATGTGAT
GCAGCGGATCGTGAAGCACTGGCTGCCCTGCTGGCGGAGCTGCCGGAAGATGCTCCGCTG
ACCGCAGTTTTTCATAGTGCCGGTGTTGCCCATGATGATGCTCCGGTTGCAGATCTGACC
CTGGGCCAGCTGGATGCGCTGATGCGTGCCAAACTGACAGCAGCCCGTCATCTGCATGAA
CTGACGGCAGATCTGGATCTGGATGCATTTGTTCTGTTTAGCAGCGGTGCAGCAGTTTGG
GGTAGTGGTGGTCAGCCTGGTTATGCAGCAGCCAATGCATATCTGGACGCACTGGCCGAA
CATCGTCGTAGCCTGGGCCTGACCGCAAGCAGCGTTGCATGGGGCACCTGGGGTGAAGTT
GGTATGGCAACCGATCCGGAAGTGCATGATCGTCTGGTTCGTCAGGGTGTGCTGGCAATG
GAACCGGAACATGCACTGGGTGCGCTGGATCAGATGCTGGAAAATGATGATACCGCAGCA
GCAATTACCCTGATGGATTGGGAAATGTTTGCACCGGCATTTACCGCAAATCGTCCGAGC
GCACTGCTGAGCACCGTTCCGGAAGCAGTTAGCGCACTGAGTGATGAATAAGAATTC

Aminosduresequenz von AmpKR2

61

121
181
241
301
361
421
481

MGSSHHHHHHS SGLVPRGSHMDALRYHIEWNRVAEPGTARPAGRLLAVISPDHAGAPWVT
AVLDALGPDTVRFEAKGTDRAAWAAQLAQLREDEGEFHAVVSLLAAAEALHTDHGSVPLG
LAQTLLLAQALGDAGLTAPLWCLTRGGVAAGRGDVLSSPVQGALWGLGRVIGLEHPDRWG
GLIDLPETVDTRAAARLTGLLADAGGEDQLATRGSGVLARRLAHAAPAVPGSGKRPPVHG
SVLVTGGTGGIGGRVARRLAEQGAAHLVLTSRRGADAPGAAELRAELEQLGVRVTIAACD
AADREALAALLAELPEDAPLTAVFHSAGVAHDDAPVADLTLGQLDALMRAKLTAARHLHE
LTADLDLDAFVLESSGAAVWGSGGQPGYAAANAYLDALAEHRRSLGLTASSVAWGTWGEV
GMATDPEVHDRLVRQGVLAMEPEHALGALDOMLENDDTAAATITLMDWEMEFAPAFTANRPS
ALLSTVPEAVSALSDE
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600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1497

60
120
180
240
300
360
420
480
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8. Anhang

8.2.4 Rekombinante EryKR1-Domanen

Expressionsvektoren mit eryKR1-Derivaten

jesas) EcoRI (e5s4) EcoRI

(5129) Ndel : pET28a+_eryKR1_CS | (5229) NdeI | PET28a+_eryKR1_CH
6751 bp 6720 bp

(s552) EcoRI

(5129) Ndel s pET28a+_eryKR1_CP
6788 bp

Abbildung 8-7 Vektorkarten der Plasmide pET28a+_eryKR1_CS/CH/CP.

Gensequenzen von eryKR1-Derivaten in pET28a+

Sequenz von eryKR1_CS

1 ATGGGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAGCCAT 60
61 ATGGGTAGCCACATGAGCACCGAAGTTGATGAAGTTAGCGCACTGCGTTATCGTATTGAA 120
121 TGGCGTCCGACCGGTGCCGGTGAACCTGCACGTCTGGATGGCACCTGGCTGGTTGCAAAA 180
181 TATGCAGGCACCGCAGATGAAACCAGCACCGCAGCACGTGAAGCACTGGAAAGTGCCGGT 240
241 GCACGTGTTCGTGAACTGGTTGTTGATGCACGTTGTGGTCGTGATGAACTGGCAGAACGT 300
301 CTGCGTAGCGTTGGTGAAGTTGCCGGTGTTCTGAGCCTGCTGGCAGTGGATGAAGCAGAA 360
361 CCGGAAGAAGCACCGCTGGCACTGGCAAGCCTGGCAGATACCCTGAGCCTGGTTCAGGCA 420
421 ATGGTTAGCGCAGAACTGGGTTGTCCGCTGTGGACCGTTACCGAAAGCGCAGTTGCAACC 480
481 GGTCCGTTTGAACGTGTGCGTAATGCAGCACATGGTGCACTGTGGGGTGTTGGTCGTGTT 540
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541 ATTGCCCTGGAAAATCCGGCAGTTTGGGGTGGTCTGGTTGATGTTCCGGCAGGTAGCGTT 600

601 GCCGAACTGGCACGTCATCTGGCAGCAGTTGTTAGCGGTGGTGCGGGTGAAGATCAGCTG 660
661 GCCCTGCGTGCAGATGGTGTTTATGGTCGTCGTTGGGTTCGTGCAGCAGCTCCGGCAACC 720
721 GATGATGAATGGAAACCGACCGGTACAGTTCTGGTTACCGGTGGTACAGGTGGTGTTGGT 780
781 GGTCAGATTGCACGGTGGCTGGCACGCCGTGGTGCACCGCATCTGCTGCTGGTTAGCCGT 840
841 AGCGGTCCGGATGCCGATGGTGCAGGCGAACTGGTGGCGGAACTGGAAGCCCTGGGTGCA 900
901 CGTACCACCGTTGCAGCATGTGATGTTACCGATCGTGAAAGCGTGCGTGAACTGCTGGGT 960
961 GGTATTGGTGATGATGTGCCGCTGAGCGCAGTTTTTCATGCAGCAGCAACCCTGGATGAT 1020

1021 GGCACCGTTGATACACTGACCGGTGAACGTATTGAACGTGCAAGCCGTGCAAAAGTTCTG 1080
1081 GGTGCCCGTAATCTGCATGAACTGACACGCGAACTGGATCTGACCGCATTTGTTCTGTTT 1140
1141 AGCAGCTTTGCAAGCGCATTTGGCGCACCGGGTCTGGGTGGTTATGCACCGGGTAATGCA 1200
1201 TATCTGGATGGTCTGGCACAGCAGCGTCGTAGTGATGGTCTGCCTGCAACCGCAGTTGCC 1260
1261 TGGGGCACCTGGGCAGGTAGTGGTATGGCAGAAGGTCCGGTTGCAGATCGTTTTCGTCGT 1320
1321 CATGGTGTTATTGAAATGCCTCCGGAAACCGCATGTCGTGCACTGCAGAATGCACTGGAT 1380
1381 CGTGCAGAAGTTTGTCCGATTGTTATTGATGTTCGTTGGGATCGCTTTCTGCTGGCATAT 1440
1441 ACCGCACAGCGTCCGACACGTCTGTTTGATGAAATTGATGATGCCCGTCGTGCCGCACCG 1500
1501 CAGGCAGCTGCAGAACCTCGTTAAGAATTC 1530

Sequenz von eryKR1_CH
Die Nukleotidsequenz von Position 0 bis 1521 ist identisch mit der von eryKR1-CS.

1501 CAGGCAGCTGCAGAACCTCGTGCGAATTCGAGCTCCGTCGACAAGCTTGCGGCCGCACTC 1560
1561 GAGCACCACCACCACCAcCCACTGA 1584

Sequenz von eryKR1_CP
Die Nukleotidsequenz von Position 0 bis 1521 ist identisch mit der von eryKR1-CS.

1501 CAGGCAGCTGCAGAACCTCGTGAATTCGAGCTCCGTCGACAAGCTTGCGGCCGCACTCGA 1560
1561 GCACCACCACCACCACCACTGAGATCCGGCTGCTAA 1596

Aminosauresequenz von EryKR1-Derivaten

Aminoséauresequenz von EryKR1

1 MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMGSHMSTEVDEVSALRYRIEWRPTGAGEPARLDGTWLVAK 60
61 YAGTADETSTAAREALESAGARVRELVVDARCGRDELAERLRSVGEVAGVLSLLAVDEAE 120
121 PEEAPLALASLADTLSLVQAMVSAELGCPLWTVTESAVATGPFERVRNAAHGALWGVGRV 180
181 IALENPAVWGGLVDVPAGSVAELARHLAAVVSGGAGEDQLALRADGVYGRRWVRAAAPAT 240
241 DDEWKPTGTVLVTGGTGGVGGQIARWLARRGAPHLLLVSRSGPDADGAGELVAELEALGA 300
301 RTTVAACDVTDRESVRELLGGIGDDVPLSAVFHAAATLDDGTVDTLTGERIERASRAKVL 360
361 GARNLHELTRELDLTAFVLEFSSFASAFGAPGLGGYAPGNAYLDGLAQQRRSDGLPATAVA 420
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8. Anhang

421 WGTWAGSGMAEGPVADRFRRHGVIEMPPETACRALONALDRAEVCPIVIDVRWDRFLLAY 480
481 TAQRPTRLEFDEIDDARRAAPQAAAEPR 507
Aminosauresequenz von EryKR1-CH

Die Aminosduresequenz von Position 0 bis 507 ist identisch mit der von EryKR1.

481 TAQRPTRLFDEIDDARRAAPQAAAEPRANSSSVDKLAAALEHHHHHH 527

Aminosauresequenz von EryKR1-CP
Die Aminosduresequenz von Position 0 bis 507 ist identisch mit der von EryKR1.

481 TAQRPTRLFDEIDDARRAAPQAAAEPREFELRRQACGRTRAPPPPPLRSGC 531

8.2.5 Rekombinante EryKR6-Domane

Expressionsvektor mit eryKR6

(6493) EcoRI

// ¥ guris

(5129 Ndel
pET2Ba+_eryKR6
668 bp

Abbildung 8-8 Vektorkarte des Plasmids pET28a+_eryKR6.

Gensequenzen von eryKR6 in pET28a+

1 ATGGGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAGCCAT 60
61 ATGGCCGATAGCCGCTATCGCGTGGATTGGCGTCCGCTGGCCACAACCCCGGTGGATCTG 120
121 GAGGGCGGTTTCCTGGTTCATGGTAGCGCCCCGGAAAGCCTGACCAGCGCAGTGGAAAAA 180
181 GCAGGCGGTCGTGTGGTTCCGGTTGCAAGCGCCGATCGCGAGGCCTTAGCAGCCGCACTG 240
241 CGTGAAGTGCCGGGTGAAGTTGCAGGTGTGCTGAGCGTGCACACAGGTGCCGCCACCCAT 300
301 CTGGCCCTGCATCAGAGTCTGGGTGAAGCCGGCGTTCGCGCACCTCTGTGGTTAGTGACA 360
361 AGCCGTGCCGTGGCACTGGGCGAAAGCGAACCGGTGGACCCGGAACAGGCCATGGTTTGG 420
421 GGTCTGGGTCGTGTGATGGGCCTGGAAACCCCTGAACGCTGGGGCGGTCTGGTTGATCTG 480
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481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381

CCGGCAGAACCTGCCCCTGGCGATGGTGAAGCCTTTGTTGCATGCCTGGGCGCCGATGGC
CATGAGGATCAGGTGGCAATTCGCGACCACGCCCGTTATGGCCGTCGTCTGGTTCGTGCC
CCGCTGGGTACCCGCGAAAGTAGCTGGGAACCGGCAGGTACCGCCTTAGTTACCGGCGGC
ACCGGTGCATTAGGCGGTCATGTTGCCCGCCATCTGGCACGTTGTGGCGTTGAAGATCTG
GTGCTGGTGAGTCGCCGTGGTGTGGATGCACCTGGTGCAGCCGAACTGGAGGCCGAACTG
GTTGCCCTGGGTGCCAAAACAACCATTACCGCCTGCGACGTTGCAGATCGCGAACAGCTG
AGCAAACTGCTGGAGGAACTGCGTGGTCAAGGCCGTCCGGTGCGTACAGTGGTGCATACC
GCCGGTGTGCCGGAAAGCCGCCCTCTGCACGAGATTGGCGAGCTGGAAAGCGTTTGTGCC
GCAAAAGTGACCGGTGCCCGTCTGCTGGATGAGCTGTGCCCGGACGCCGAAACCTTTGTT
CTGTTTAGCAGCGGTGCCGGCGTTTGGGGTAGTGCCAATCTGGGTGCATATAGCGCCGCA
AACGCATATCTGGATGCCCTGGCACATCGTCGTCGTGCAGAAGGTCGTGCAGCCACCAGC
GTTGCATGGGGTGCATGGGCCGGTGAAGGCATGGCAACAGGTGATCTGGAAGGCTTAACC
CGTCGTGGCTTACGCCCGATGGCACCTGAACGCGCAATTCGCGCCCTGCACCAGGCACTG
GATAATGGCGACACCTGTGTTAGCATCGCAGACGTGGATTGGGAACGCTTTGCAGTGGGT
TTCACAGCAGCACGTCCGCGTCCGCTGCTGGATGAACTGGTGACACCGGCAGTTGGTGCA
GTTCCGGCAGTTCAGGCCGCACCTGCACGTGAAATGACCTAGGAATTC

Aminosduresequenz von EryKR6

61

121
181
241
301
361
421

MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMADSRYRVDWRPLATTPVDLEGGFLVHGSAPESLTSAVEK
AGGRVVPVASADREALAAALREVPGEVAGVLSVHTGAATHLALHQSLGEAGVRAPLWLVT
SRAVALGESEPVDPEQAMVWGLGRVMGLETPERWGGLVDLPAEPAPGDGEAFVACLGADG
HEDQVAIRDHARYGRRLVRAPLGTRESSWEPAGTALVTGGTGALGGHVARHLARCGVEDL
VLVSRRGVDAPGAAELEAELVALGAKTTITACDVADREQLSKLLEELRGQGRPVRTVVHT
AGVPESRPLHEIGELESVCAAKVTGARLLDELCPDAETEFVLESSGAGVWGSANLGAYSAA
NAYLDALAHRRRAEGRAATSVAWGAWAGEGMATGDLEGLTRRGLRPMAPERATIRALHQAL
DNGDTCVSIADVDWERFAVGFTAARPRPLLDELVTPAVGAVPAVQAAPAREMT
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540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1428

60
120
180
240
300
360
420
473



8. Anhang

8.2.6 Rekombinante MycKRA-Domane

Expressionsvektor mit mycKRA

(s434) EcoRI

PET28a+_ mycKRA
(5129) Ndel 6090 bp

Abbildung 8-9 Vektorkarte des Plasmids pET28a+_mycKRA.

Gensequenz von mycKRA in pET28a+

1 ATGGGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAGCCAT 60
61 ATGGCCCAGAACGTGGAGAGTCGTTTCTGGGAAGCCGTTGAGCGTGAGGACGTTGATGGT 120
121 CTGGCAGACAGTATCGGCGTTACCGCCAGCGCAATGCAGACCGTTTTACCTGCCCTGAGT 180
181 AGCTGGCGTCGTGCAGAGCGTACACAGAGCGAACTGGACAGTTGGCGCTACCAGGTTACC 240
241 TGGCTGAGTAGTCCGGCCACACCGAGTAGTATCACACTGAGCGGCATTTGGCTGCTGATC 300
301 GTGCCTAGCGAACTGGCCAAGACAGATCCGGTTATCGGTTGTGCAGCCGCATTAGAGGCC 360
361 CACGGTGCCCTGGTGACAATCATCACCATCTTCGAGCCGGACTTCAACCGTAGTCTGATG 420
421 GGTGCCAGCCTGAAGGACATTGGCAGCCACATCAGCGGCGTTATCAGTTTCCTGGGCATC 480
481 CACGGCAGTGAGTTCAGTGACAGCGGCGCCGTGAAAACCCTGAATCTGGTGCAAGCCATG 540
541 GGTGACGTTCATCTGGACGTTCCGCTGTGGTGTCTGACCCAGGGTGCCGTGAGCATCAGC 600
601 GCCGATGACCTGATCCGCTGCAGCAGCGCCGCATTAGTGTGGGGTTTAGGTCGCGTTGTG 660
661 GCCTTAGAACACCCTGGCAGCTGGGGCGGTTTAGTGGACCTGCCGGAAAGCCCTGACGAT 720
721 GCCGCCTGGGAACGTTTATGCGCCTTACTGGCACAACCGACAGACGAGGATCAGTTCGCA 780
781 ATTCGCCCGAGCGGCGTGTTTCTGCGCCGTTTAATTCACGCCCCGGCAACCACAACCAGT 840
841 AAGAGCAGTACCGCATGGGCCCCGCGTGGTACCGTGTTAATCACAGGTGGCACAGGCGCA 900
901 TTAGGTGCACACGTGGCCCGCTGGTTAGCCCACAAGTACGAGAGTGTGGACCTGCTGCTG 960
961 ACAAGCCGTCGTGGTATGGCCGCAGACGGTGCCACCGAACTGGTTGACGATCTGCGCACC 1020

1021 GCAGGTGCAAGTGTGACCGTTCACGCATGCGACGTTACCGATCGCACAAGCGTGGAGGCC 1080
1081 GCAATTGCCGGCAAAAGCCTGGATGCCGTTTTCCATCTGGCAGGTCGTCACCAGCCGACC 1140
1141 CTGCTGACCGAGCTGGAAGATGAGAGCTTCAGTGACGAGCTGGCACCTAAGGTTCACGGT 1200
1201 GCACAGGTGCTGAGCGACATCACAAGTAACCTGACCCTGAGCGCCTTCGTTATGTTCAGT 1260
1261 AGCGTGGCAGGTATCTGGGGCGGCAAAAGCCAAGGTGCCTACGCCGCCGCCAATGCCTTT 1320
1321 CTGGATAGCCTGGCCGAAAAGCGCCGCACATTAGGCCTGCCGGCAACAAGCGTTGCATGG 1380
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1381
1441
1501
1561
1621

GGCCTGTGGGCCGGTGGTGGTATGGGTGACCGTCCGAGCGCAAGTGGCCTGAACCTGATC
GGCCTGAAGAGTATGAGCGCAGACCTGGCAGTTCAGGCACTGAGCGACGCAATCGATCGT
CCGCAGGCAACCTTAACCGTGGCAAGTGTGAACTGGGACCGCTTTTACCCGACCTTCGCC
TTAGCCCGTCCTCGTCCGTTCCTGCATGAGATCACAGAGGTTATGGCCTATCGCGAAAGT
TAGGAATTC

Aminosauresequenz von MycKRA

61

121
181
241
301
361
421
481

MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMAQNVESRFWEAVEREDVDGLADSIGVTASAMQTVLPALS
SWRRAERTQSELDSWRYQVTWLSSPATPSSITLSGIWLLIVPSELAKTDPVIGCAAALEA
HGALVTIITIFEPDFNRSLMGASLKDIGSHISGVISFLGIHGSEFSDSGAVKTLNLVQAM
GDVHLDVPLWCLTQGAVSISADDLIRCSSAALVWGLGRVVALEHPGSWGGLVDLPESPDD
AAWERLCALLAQPTDEDQFAIRPSGVFLRRLIHAPATTTSKSSTAWAPRGTVLITGGTGA
LGAHVARWLAHKYESVDLLLTSRRGMAADGATELVDDLRTAGASVTVHACDVTDRTSVEA
ATAGKSLDAVFHLAGRHQPTLLTELEDESEFSDELAPKVHGAQVLSDITSNLTLSAFVME'S
SVAGIWGGKSQGAYAAANAFLDSLAEKRRTLGLPATSVAWGLWAGGGMGDRPSASGLNLI
GLKSMSADLAVQALSDAIDRPQATLTVASVNWDREYPTFALARPRPFLHEITEVMAYRES

8.2.7 Rekombinante MycKRB-Domane

Expressionsvektor mit mycKRB

Abbildung 8-10 Vektorkarte des Plasmids pET28a+_mycKRB.

{ee54) EcoRI

PET28a+_mycKRB
(5129) Ndel 6890 bp

Gensequenz von mycKRB in pET28a+

61
121
181

ATGGGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAGCCAT
ATGACCCATGCAACCCGCCTGCGTGTGCGTTTAACCCGCACAGGCGCAGACGCAATTACC
GTGCATACCAGCGACACCACCGGTGCCCCGGTGGCCATTATCGATAGTCTGATCACCCGT
CCTCTGACCACCGCCACAGGTAGCGCACCGGCAACAACCGCAGCCGGTCTGTTACATCTG
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1440
1500
1560
1620
1629

60
120
180
240
300
360
420
480
540

60
120
180
240



8. Anhang

241 AGCTGGCCGCCGCATCCTGATACCACAACAGACACCGATACCGACACCGACGCCCTGLGT 300
301 TATCAGGTGATTGCCGAACCGACCCAGCAGCTGCCGCGTTACCTGCATGACCTGCACACC 360
361 AGCACCGATCTGCATACCAGCACAACAGAAGCCGATGTGGTGGTGTGGCCGGTTCCGGTT 420
421 CCGAGTAATGAGGAACTGCAGGCACACCAAGCCAGTGATACAGCCGTGAGCAGCCGTATT 480
481 CACACACTGACCCGCCAGACCCTGACAGTGGTGCAGGATTGGCTGACACATCCGGATACC 540
541 ACCGGTACACGTCTGGTGATTGTTACCCGCCATGGCGTTAGCACCAGCGCCCATGATCCG 600
601 GTGCCGGACTTAGCCCATGCAGCCGTTTGGGGCCTGATCCGCAGCGCACAGAACGAACAC 660
661 CCGGGTCGTTTCACCCTGCTGGACACCGATGACAACACCAATAGCGATACCCTGACCACC 720
721 GCCCTGACCTTACCGACCCGCGAGAATCAGCTGGCCATTCGTCGTGACACCATCCATATT 780
781 CCGCGCCTGACCCGCCATAGCAGTGATGGCGCCCTGACAGCACCTGTGGTGGTGGATCCG 840
841 GAGGGTACAGTTCTGATTACCGGCGGTACCGGTACCCTGGGTGCCCTGTTTGCCGAACAT 900
901 CTGGTGAGCGCCCACGGTGTGCGTCATCTGCTGCTGACCAGCCGTCGTGGTCCGCAAGCA 960
961 CATGGTGCCACCGATTTACAGCAGCGTCTGACCGATCTGGGCGCCCATGTGACCATCACC 1020

1021  GCATGCGATATTAGCGACCCGGAAGCACTGGCCGCACTGGTGAACAGTGTTCCGACACAG 1080
1081  CATCGCCTGACCGCAGTTGTTCATACCGCAGCAGTTCTGGCAGACACCCCGGTTACAGAA 1140
1141  CTGACCGGTGATCAGCTGGATCAGGTGCTGGCCCCGAAAATCGATGCCGCCTGGCAGCTG 1200
1201  CATCAGCTGACCTACGAGCACAACCTGAGTGCCTTCATCATGTTCAGCAGTATGGCCGGT 1260
1261  ATGATTGGCAGCCCGGGCCAAGGCAATTACGCCGCAGCCAACACAGCCCTGGATGCCCTG 1320
1321  GCCGATTATCGTCATCGTCTGGGCCTGCCTGCCACAAGCCTGGCATGGGGCTATTGGCAG 1380
1381  ACCCACACCGGCCTGACAGCACATCTGACCGATGTTGACCTGGCCCGTATGACCCGCCTG 1440
1441  GGCCTGATGCCGATCGCAACCAGCCATGGTCTGGCCCTGTTCGACGCAGCACTGGCAACC 1500
1501  GGTCAGCCGGTGAGTATTCCGGCCCCGATCAATACACACACCCTGGCACGCCATGCCCGC 1560
1561  GATAACACCCTGGCCCCGATTCTGAGTGCACTGATTACCACCCCTCGTCGTCGCGCAGCC — 1620
1621  TAGGAATTC 1629

Aminosauresequenz von MycKRB

1 MGSSHHHHHHS SGLVPRGSHMTHATRLRVRLTRTGADAITVHTSDTTGAPVAIIDSLITR 60
61 PLTTATGSAPATTAAGLLHLSWPPHPDTTTDTDTDTDALRYQVIAEPTQQLPRYLHDLHT 120
121 STDLHTSTTEADVVVWPVPVPSNEELQAHQASDTAVSSRIHTLTROQTLTVVQDWLTHPDT 180
181 TGTRLVIVTRHGVSTSAHDPVPDLAHAAVWGLIRSAQNEHPGRETLLDTDDNTNSDTLTT 240
241 ALTLPTRENQLAIRRDTIHIPRLTRHSSDGALTAPVVVDPEGTVLITGGTGTLGALFAEH 300
301 LVSAHGVRHLLLTSRRGPQAHGATDLOQRLTDLGAHVTITACDISDPEALAALVNSVPTQ 360
361 HRLTAVVHTAAVLADTPVTELTGDQLDQVLAPKIDAAWQLHQLTYEHNLSAFIMEFSSMAG 420
421 MIGSPGQOGNYAAANTALDALADYRHRLGLPATSLAWGYWQTHTGLTAHLTDVDLARMTRL 480
481 GLMPIATSHGLALFDAALATGQPVSIPAPINTHTLARHARDNTLAPILSALITTPRRRAA 540
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8.2.8

Rekombinante TylKR1-Domanen

Expressionsvektoren mit ty/KR1-Derivaten

(5129) Ndel

(6604) EcoRI (e£03) EcoRI

pET28a+_tylKR1_CS pETZBad-_I.'{lKR 1.CH
6755 bp

6E00 bp

(6601) EcoRI

(5129) Ndel = pET2Ba+_tylKR1_CP
] 6757 bp

Abbildung 8-11 Vektorkarten der Plasmide pET28a+_tylKR1_CS /CH / CP.

Gensequenzen von tyl[KR1-Derivaten in pET28a+

Sequenz von tylKR1_CS

61

121
181
241
301
361
421
481

ATGGGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAGCCAT
ATGAGCCCGACCGATGCATGGCGCTATCGCGTGACCTGGAAGGCCCTGACCGAGAGCAGC
CCGGTTCGTCCTCATAGCATTGGTCGTTGCCTGCTGGTTGCACCTCCGACCACCGATGGT
GAACTGCTGGACGGCCTGACCACAGTTTTAAGCGAGCGTGGTGCCAGCGTGGCCCGTTTA
GAAGTTCCTATTGGCGCACGTCGTGCCGAAGTGGCAGAGCTGCTGAAACCGAGTATGGAA
AGCGCAGGCGAAGAAAACACCACAGTTGTGAGCCTGCTGGGTCTGGTTCCGAGTACCGAT
GCCGTGCGTACAAGCATTGCACTGCTGCAGGCAGTGAGTGATATTGGTGTGCCTGCAGCC
CGCGTTTGGGCACTGACCCGTCGTGCAGTTGCAGTTGTTCCGGGTGAAACCCCTCAGGAT
GCCGGCGCCCAGTTATGGGGCTTTGGCCGTGTTGCAGCCCTGGAACTGCCTGATATTTGG

241

60
120
180
240
300
360
420
480
540



8. Anhang

541 GGCGGTCTGATTGACCTGCCGGAAACCGCAGAACTGACACGCACCCCGGAGACAAGTCAG 600
601 CCGCCGCAAACCCCGGAACGTCTGCCGCAGACCCCGAATCGCCGCGCACTGGAATTAGCC 660
661 GCAGCAGTTCTGGCCGGTCGTGATGGTGAGGACCAGGTGGCCGTTCGTGCCAGTGGTATT 720
721 TATGGTCGCCGTGTTAGTCGTGCAGCCGCCGCAGGTGCAGCAAGTTGGCAGCCGAGCGGC 780
781 ACAGTGCTGATTACCGGCGGTATGGGCGCAATTGGTCGCCGTCTGGCACGTCGTCTGGCC 840
841 GCAGAAGGTGCCGAGCGCTTAGTTTTAACCAGCCGCCGCGGCCCGGAAGCACCGGGLGLL 900
901 GCAGAACTGGCAGAAGAACTGCGCGGTCATGGTTGCGAGGTTGTGCATGCCGCATGTGAT 960
961 GTGGCCGAACGCGATGCCTTAGCCGCACTGGTTACCGCATACCCGCCTAACGCCGTGTTC 1020

1021 CATACCGCCGGCATTCTGGATGACGCCGTTATTGACACCCTGAGCCCTGAAAGCTTCGAA 1080
1081 ACCGTGCGCGGCGCCAAAGTTTGCGGTGCAGAACTGCTGCACCAGTTAACCGCCGACATC 1140
1141 AAAGGCTTAGACGCCTTCGTGCTGTTTAGCAGCGTGACCGGCACCTGGGGTAACGCAGGT 1200
1201 CAGGGTGCCTATGCAGCAGCCAATGCCGCACTGGACGCACTGGCCGAGCGTCGTCGTGCC 1260
1261 GCAGGTTTACCGGCAACAAGCGTTGCCTGGGGTCTGTGGGGTGGTGGCGGTATGGCAGCA 1320
1321 GGCGCAGGTGAAGAAAGTCTGAGCCGTCGTGGCCTGCGTGCCATGGATCCGGACGCAGCA 1380
1381 GTTGATGCATTACTGGGCGCAATGGGTCGCAATGATGTGTGCGTTACCGTGGTGGACGTG 1440
1441 GACTGGGAACGTTTCGCCCCGGCAACCAATGCAATTCGTCCGGGTCGCCTGTTTGACACC 1500
1501 GTTCCTGAAGCACGCGAAGCCCTGACCGCATAAGAATTC 1560

Sequenz von tylIKR1_CH

Die Nukleotidsequenz von Position 0 bis 1530 ist identisch mit der von zy/KR1-CS.
1501  GTTCCTGAAGCACGCGAAGCCCTGACCGCAGCGAATTCGAGCTCCGTCGACAAGCTTGCG 1560
1561 GCCGCACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGA 1593

Sequenz von tyl[KR1_CP

Die Nukleotidsequenz von Position 0 bis 1530 ist identisch mit der von ¢y/KR1-CS.
1501  GTTCCTGAAGCACGCGAAGCCCTGACCGCAGAATTCGAGCTCCGTCGACAAGCTTGCGGC — 1560
1561  CGCACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCGGCTGCTAA 1605

Aminosauresequenz von TylKR1-Derivaten

Aminosauresequenz von TylKR1

1 MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMSPTDAWRYRVTWKALTESSPVRPHSIGRCLLVAPPTTDG 60
61 ELLDGLTTVLSERGASVARLEVPIGARRAEVAELLKPSMESAGEENTTVVSLLGLVPSTD 120
121 AVRTSIALLQAVSDIGVPAARVWALTRRAVAVVPGETPQDAGAQLWGEFGRVAALELPDIW 180
181 GGLIDLPETAELTRTPETSQPPQTPERLPQTPNRRALELAAAVLAGRDGEDQVAVRASGI 240
241 YGRRVSRAAAAGAASWQPSGTVLITGGMGAIGRRLARRLAAEGAERLVLTSRRGPEAPGA 300
301 AELAEELRGHGCEVVHAACDVAERDALAALVTAYPPNAVFHTAGILDDAVIDTLSPESFE 360
361 TVRGAKVCGAELLHQLTADIKGLDAFVLESSVTGTWGNAGQGAYAAANAALDALAERRRA 420
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421
481

AGLPATSVAWGLWGGGGMAAGAGEESLSRRGLRAMDPDAAVDALLGAMGRNDVCVTVVDV
DWERFAPATNAIRPGRLFDTVPEAREALTA

Aminosduresequenz von TylKR1-CH

Die Aminosduresequenz von Position 0 bis 510 ist identisch mit der von TylKR1.

481

DWERFAPATNAIRPGRLFDTVPEAREALTAANSSSVDKLAAALEHHHHHH

Aminosauresequenz von TylKR1-CP

Die Aminosduresequenz von Position 0 bis 510 ist identisch mit der von TylKR1.

481

DWERFAPATNAIRPGRLFDTVPEAREALTAEFELRRQACGRTRAPPPPPLRSGC
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8.3 Molekularbiologische und Proteinbiochemische Arbeiten

8.3.1 Agarosegele der SDM-PCR-Produkte

HI HIIL M HII HImm si sl st M sl

750-

Abbildung 8-12: 1%-igen Agarosegel der linearen SDM-PCR-Amplifikate ausgehend von
pET28a(+)_eryKR1_CP.

M: Marker. H: pET28a(+)_eryKR1_CH, 6790+32 bp. S: pET28a(+)_eryKR1, 6791+33 bp. Annealingtemperatur I:
45 °C; II: 50 °C; Ill: 55 °C; Illl: 60 °C.
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HI HIIL M HILHINI sI sl M Sii sl

2000-

750-

Abbildung 8-13: 1%-igen Agarosegel der linearen SDM-PCR-Amplifikate ausgehend von
pET28a(+)_ampKR1_CP.

M: Marker. H: pET28a(+)_ampKR1_CH, 6793+28 bp. S: pET28a(+)_ampKR1, 6794+29 bp. Annealingtemperatur
I: 45 °C; 11: 50 °C; IlI: 55 °C; 111I: 60 °C.

HI HIIL M HIWI HIL sI  si M Sl sl

Abbildung 8-14: 1%-igen Agarosegel der linearen SDM-PCR-Amplifikate ausgehend von
pET28a(+)_tylIKR1_CP.

M: Marker. H: pET28a(+)_tylIKR1_CH, 6799+30 bp. S: pET28a(+)_tylKR1, 6800+31 bp. Annealingtemperatur
I: 45 °C; 1I: 50 °C; IlI: 55 °C; 111I: 60 °C.
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8.3.2 SDS-Gele der Proteinentfaltung, -riickfaltung, -isolierung

_Lysat =~ WI __WI = _ Denat. = _Ruckf.

kDa

Abbildung 8-15: 12%-ige SDS-Gel fiir die Proteinentfaltung und -riickfaltung der rekombinanten Doméne
AmpKR1 (54 kDa). o

M: Marker; W: Waschschritt; Denat.: Denaturierung; Ruckf.: Rickfaltung; P: Pellet (nicht I6slich); U: Uberstand
(I6slich).

DF Wi M Wi FI Fml M FVI NL

Abbildung 8-16: 12%-ige SDS-Gel der Proteinreinigung mittels Ni-NTA-Affinitdtschromatographie der riick-
gefalteten, rekombinanten Domane AmpKR1 (54 kDa).
M: Marker; DF: Durchfluss; W: Waschschritt; F: Proteinfraktion; NL: Nachlauf.
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8.3.3 LCMS/MS-Proteinidentifizierung

SDS-Gele fiir LCMS/MS-Proben

Abbildung 8-17: 12%-ige SDS-Gel fiir die LCMS/MS-Proteinidentifizierung.

Rekombinanten KR-Doméanen EryKR1 (E1S, 53 kDa), EryKR1-CP (E1P, 55 kDa), EryKR1-CH (E1H, 56 kDa),
TylKR1 (T1S, 53 kDa), TylKR1-CP (T1P, 55 kDa), TylKR1-CH (T1H, 56 kDa). M: Marker. Linke Seite: SDS-Gel
nach Coomassie-Farbung; Rechte Seite: SDS-Gel nach Entnahme von Gelstilicken fir die LCMS/MS-Analyse.

15—‘ :
10 gE—————

Abbildung 8-18: 12%-ige SDS-Gel fiir die LCMS/MS-Proteinidentifizierung.

Rekombinanten KR-Doméanen AmpKR1 (A1, 54 kDa), AmpKR2 (A2, 51 kDa), EryKR6 (E6, 49 kDa), MycKRA (MA,
57 kDa) und MyckRB (MB, 58 kDa). M: Marker. Linke Seite: SDS-Gel nach Coomassie-Farbung; Rechte Seite:
SDS-Gel nach Entnahme von Gelstulcken fir die LCMS/MS-Analyse.
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LCMS/MS-Peptidanalysen

Die mittels LCMS/MS-Untersuchung identifizierten Peptide sind in griin hervor-

gehoben.

10 20 30 40 50 -sl"- 70 80 90 100
MCSSHHHHHHS SGLVPRGSHMPGLASWRRTRGERS TVD SWRYRVVIWE PLAQI PRATLDGTWLLVSAGGVDDDVAEVLEAGGAEVRRLVLDETCTDPAVLR
110 120 130 140 150 160 170 180 190 200

EBLTDTDGLEGIvSVLnDAExGCVRHpGLELGLALsvsLEQALGBADVTEPLH?LTCGAESTGDSDTVTEPLQSQIAGLEWTVAVEHPHEHGGGVDLPEK

210 220 230 240 250 260 270 280 29 300
LDARAAQRLVAALMALGDDDQLAVRPAGVLARRIVRABGDTRR]@RSHKPRGTTLVTGGSGTLAPGLARHLMQGREPH.VLLSRRGADAPG.\AELAAEL
11-I 0 11|I 14” ﬁf.-'r -i»;l 370 380
QAAGTEV‘RFMCDITDP'DAVAALLADL]{AEGRTV’RTVVHTMVIELAALADTTVDRFADVVHAKVTGARILDELLDDEEIDDFVLYSSTWW
:[-1 4)r 430 \4” am 4»,.- 47 10 480 490 00
mﬂsammmrf SIHWGKWPDDLERELADPHQI RRSGLE YLDPELAMTALTRVMEDDETI GLMD IDWPT YHZDVF"I‘AGRPSHLFDRI PEV

ARLLADRA

Abbildung 8-19: Aminosaduresequenz der rekombinanten KR-Domane AmpKR1.

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

MGSSHHHHHHS SCLVPRGSHMDALRYHIEWNRVAEPGTARPAGRLLAVI S PDHAGAPWVTAVLDALGPDTVRFEAKGTDRAAWAAQLAQLREDEGEFHAV
110 120 130 140 150 160 170 180 1'-|'| zl'-l'l

VSMBLHTDHGSVPIGMQTILLMGLTAPLWGLTRGGVMGRGDVLSSPVQGHLWGLGRVIGLEH PDRHGGLIDLPETVDTRAMRLT GL
210 /z; /1’ ?'ll 250 260 /'?’I 2\'!’\’ ?’!I- 00

LADAGGEDQLAIR.GSGVLHRRLAHBAPAVPGSG}CRPPVHGSVLVTGGTGGIGGRVARRLBEQGHMLVLTSRRGBDAPGRAELRAELEQLGVRVTIMGD
‘;r'l 1?’} 330 :h.ll 350 360 370 380 390 400

AHDREBLABLLAELPEDAPLTAV'FHSRGVMDDAPVADLTLGQIBRLMTMRHLHELTADLDEBFVIFBSGARWGSGGQPGYM!LDALAE
410 '1/< 'tw ‘4r| 450 :‘l-m .t-nl 480 :1‘n

HRRSLGLTAS SVAWGTWGEVGMATD PEV}DRLVRQGVI@HEPEHRIGELDG!LBNDDTM TLMDWEMFAPAFTANRPSALLSTVPEAVSALSDE

Abbildung 8-20: Aminosauresequenz der rekombinanten KR-Domane AmpKR2.

10 20 30 40 50 60 T0 BO 90 100
MGSSHHHHHHS SCLVPRGSHMGSHMSTEVDEVSALRYRIEWRPTGAGEPARLDGTWLVAKYAGTADETSTAAREALE SAGARVRELVVDARCGRDELAER
110 120 30 140 150 160 170 180 190 200
LRSVGEVAGVLSLLR?DEAEPEERPLALESL&DTLSLVMSBEIGCPLHTVTESBVATGPFERVRNRAHGALHGVGRVIALENPAWGGLVDVPBGSV
210 220 230 240 250 260 270 280 290 300
AELARHLMVVSGGBGEDQLALRBDGWGRRHVRMAPATD DEH‘K_E'TGTVLVTGGT GG’VGGQ IARWLARR.G&P HLLLVSR.‘S GPDAD GAGELVAELEALGA
Q/I- 1‘r| -drl 350 360 370 3R0 390 400
RTTVMC.DVTDRESVRELLGGI GDDVP LSAV'FHMAT LDD GTVDTLT GERIERASRAKVI.BARNLH‘Z LT'RELDL']!AFVLFBSFASAFGAPGLGGYAPGMR
410 420 430 440 450 460 470 480 490 500

YLDGLAQQRRSDGLPATAVAWG TWAGSGMAEGPVADRFRREGV I EMPPETACRALONALDRAEVC PIVIDVRWDRFLLAY TAQRPTRLFDE IDDARRAAD
QAAAEPR

Abbildung 8-21: Aminosaduresequenz der rekombinanten KR-Domane EryKR1(-S).

10 20 30 40 50 60 70 B0 30 100
MCSSHHHHHHS SCLVPRGSHMGSHMSTEVDEVSALRYRIEWRPTGAGEPARLD GTWLVAKYAGTADET STAAREALESAGARVRELVVDARCGRDELAER
110 120 130 140 150 160 170 180 190 200
LRSVGEVAGVLSLLAVDEAEPEEAPLALASLADTLSLVQAMVSAELGCPLWTVTESAVATGPFERVRNAAHGALWGVGRV IALENPAVWGGLVDVEAGSV
210 220 230 240 250 260 270 280 290 300
AELA.RHLMVV'SGGBGEDQLBLBBDGVIGERH‘VRMBPATDDEWK_PTGTVLVTGGTGGVGGQLHRMRGRPHLLLVSRSGPDADGAGELVAELEBLGA
310 320 330 340 350 360 370 380 390 400
RTTVA.RCD‘VTDBESVRELLGGIGDDVPLSAVFMTLDDGTVDTLTGERIERBSRMWLGARNLHELTRELDLTAFVLFSSFRSAFGAPGLGGYMGNH
410 420 430 440 450 460 470 480 490 500

YLDGLAQQORRSDGLPATAVAWGTWAGSGMAEGPVADRFRREHGVIEMPPETACRALONALDRAEVCPIVIDVRWDRFLLAY TAQRPTRLFDEIDDARRAAP
510 520
QAAAEPRANSSSVDKLAAALEHHHHHH

Abbildung 8-22: Aminosauresequenz der rekombinanten KR-Doméane EryKR1-H.
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10 20 30 40 50 &0 70 BO 90 100

MGSSHHHHHHS SGLVPRGSHMGSHMSTEVDEVSALRYRI EWRPTGAGE PARLDGTWLVAKYAGTADETS TAAREALE SAGARVRELVVDARCGRDELAER
110 120 130 140 150 160 170 180 190 200

LRSVGEVAGVLSLLAVDEAEPEEAPLALASLADTLS LVQAMVSAELGCPLWTVTESAVATGPFERVRNAAHGALWGVGRYV IALENPAVHGGLVDVPAGSY

210 220 230 240 250 260 270 280 290 300
BELARHLHAVVSGGAGEDQLALREDGVYGRRHVRBABPAEDDEWKPTGTVLVTGGTGGVGGQIABNLEBEEAPHLLLVSBSGPDBDGAGELVAELEBLGA
310 320 330 340 350 360 370 380 390 400
RTTVAACDVTDRESVRELLGGIGDDVPLSAVFHAAATLDDGTVDTLTGERT ERASRAKVLGARNLHELTRELD LTAFVLFSSFASAFGAPGLGGYAPGNA
410 420 430 440 450 460 470 4B0 490 500
YLDGLAQQRRSDGLPATAVAWGTWAGSGMAEGPVADRFRRHGV IEMPPETACRALONALDRAEVCPIVIDVRWDRFLLAY TAQRPTRLFDE IDDARRAAP
510 520 530

QAAAEPREFELRRQACGRTRAPPPPPLRSGC

Abbildung 8-23: Aminoséduresequenz der rekombinanten KR-Doméne EryKR1-P.

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
MGSSHHHHHHS SGLVPRGSHMAD SRYRVDWRPLATTPVD LEGGFLVHGSAPES LT SAVEKAGGRVVPVASADREALAAATLREVPGEVAGVLSVHATGAATH
110 I?u' 130 ’.I|'| 150 Im- 170 IHf" ')I‘ 200
LALHQSLGEAGVRAPLWLVT SRAVALGESEPVD PEQAMVWGLGRVMGLET PERWGGLVD LPAE PAPGDGEAFVACLGADGHEDQVATRDHARY GRRLVRA
210 220 230 240 250 260 270 280, 290 300
PLGTRES SWEPAGTALVTGGTGALGGHVARHLARCGVEDLVLVSRRGVDAPGAAELEAE LVALGAKTTI TACDVADREQLSKLLEE LRGQGREVRTVVHT
310 320 330 340 350 360 370 380 390 400
AGVPESRPLHEIGELESVCAAKVTGARLLDELCPDAETFVLFSSGAGVWGSANLGAY SAANAYLDALAHRRRAEGRAAT SVAWGAWAGEGMATCD LEGLT
410 420 430 440 1‘:\' 460 470

RRGLRPHHPERBIRBLHQBLDNGDTCV SIADVDWERFAVGFTAARPRPLLDELVT P.&VGAVPAVQBRPAREI!T

Abbildung 8-24: Aminosauresequenz der rekombinanten KR-Doméne EryKR6.

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
MGSSHHHHHHS SGLVPRGSHMAQNVE SRFWEAVEREDVDGLADS I GVTASAMOTVLPALS SWRRAERTQSELD SWRYQVTWLS SPATPSSITLSGIWLLT
110 120 130 140 150 160, 170 180 190 200
VPSELAKTDPVIGCAAALEAHGALVTIITIFEPDFNRSLMGASLKDIGSHISGVISFLGIHGSEFSDSGAVKTLNLVQAMGDVHLDVPLWCLTQGAVSIS
210 220 230 240 50 260 270 280 290 300
ADDLIRCBBABLVHGLGRVVRLEHPGSWGGLVDLPESPDDAAHERLCALL&QPTDEDQFBIRPSGVFLRRLIHAPATTTSKSSTAHRPRBTVLITGGTGA
310 320 330 340 350 360 370 380 390 400
LGAHVARWLAHKYESVDLLLTSRRGMAAD GATE LVDDLRTAGASVTVHACDVTDRTSVEAATACKS LDAVFHLAGRHQPTLLTELEDESFSDELAPKVHG
410 420 430 440 450 460 470 A80 450 500
AQVLSDITSNLTLSBFVHFSBVAGIHGGKSQGAXAAANAFLDsLAEKRRTLGLPnTsvaﬂcaﬂmﬁccucnnpsnscLNLIGLngSADLAVQALSDAIDR
510 520 530
PQATLTVASVNWDRFYPTFALARPRPFLHEITEVMAYRES
Abbildung 8-25: Aminosauresequenz der rekombinanten KR-Doméne MycKRA.

10 30 a0 50, 60 70 80 90 100

MCSSHHHHHHS SCLVPRGSHMTHATRLRVRLTRTGADAT TVHTSDTTGAPVAT IDSLITRPLTTATGSAPATTAAGLLHLSWPPHPD TTTDTDTDTDALR

110 120 130 140 150 160 170 180 190 200
YQVIAEPTQOLPRYLHDLHTSTDLHTSTTEADVVVWPVPVPSNEELQAHQASDTAVSSRIHTLTROTL TVVODWLTHPDTTGTRLVIVTREGVSTSAHD P
210 220 230 240 250, 260 270 280 290 300
VPDLAHAAVWGL IRSAQN'EHPGRFTLLD TDDNTNS DTLTTALTLPTRENQLMRRDTI HIPRLTRHSSDGALTAPVVVDPEGTVLITGGTGTLGALFAEH
310 0 330 340 350 360 370 380 390 41
LVmGVRH-LLLTSRRGPQ}\HGATDLQQRI-TDI-WTITmISumwmm'fﬂmTMVLADTWTELTCDQIDQVLAPKID}\AWQL
..'iul 4/r 430 .,4|| q'—u 4:-5. i"ll 480 ge 50 '|
HOLTYEHNLSAFIMFSSMAGMIGSPGOGNYAAANTALDALADYRHRLGLPATS LAWGYWQTHTGLTAHLTDVD LARMTRLGCLMP IAT SHGLALFDAALAT
510 520 530

GOQPVSIPAPINTHTLARHARDNTLAPILSALITTPRRRAA

Abbildung 8-26: Aminosduresequenz der rekombinanten KR-Domé&ne MycKRB.

10 20 30 40 50 60 70 BO 90 100
M.GSSHH.HHHHSSGLVPR.G.‘:H'L\-EPTD}\N'RIRVMALTE55PVRPHS.[C-RCLLVAPPTTDGELLDGLTTVLSERGRSVARLEVPIGHBRAEVBELLKPSLE

110 120 130 140 150 160 170 180 150 200
SA.GEENTTVVS LLGLVPS TDAVRTS IALLQAVSDIGVPAAKMLT’RRAVAWPGE TPQDAGAQLWGFGRVAALELPD IWGGLIDLPET.HELTRT PETSQ

210 220 230 240 250 260 270 280, 290 300
PPQTPERLPQTPNRRALELAAAVLAGRDGEDQVAVRASGI Y GRRVSRAAAAGAASWQPSGTVLITGGMGAT GRRLARRLAAEGAERLVLTSRRGPEAPGA
310 320 330 340 350 360 370 B0 360 400
AELAEELRGHGCEVVHAACDVAERDALAALVTAYPPNAVFHTAGILDDAVIDTLSPESFETVRGAKVCGAELLHQLTAD IKGLDAFVLFSSVTGTHGNAG
410 420 430 440 450 460 470 480 490 500
QGAYAAANAALDALAERRRAAGLPATSVAWGLWGGGGMAAGAGEE SLSRRGLRAMD PDAAVDALLGAMGRNDVCVTVVDVDWERFAPATNATRPGRLFDT
I-\lll
VPEAREALTAANSSSVDKLAAALEHHHHHH

Abbildung 8-27: Aminosaduresequenz der rekombinanten KR-Doméne TylKR1(-S).
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8. Anhang

10 20 30 a0 50 60 70 80 90 100
MGSSHHHHHHS SGLVPRGSHMSPTDAWRYRVTWKALTESSPVRPHSIGRCLLVAPPTTDGELLDGLTTVLSERGASVARLEVPIGARRAEVAELLKPSME
110 120 130 140 150 160 170 180 190 200
SAGEENTTVVSLLGLVPSTDAVRTSIALLOAVSDIGVPAARVHALTRRAVAVVPGET PODAGAQLWGFGRVAALELPDIWGGLIDLPETAELTRTPETSQ
210 220 230 240 250 260 270 280 290 300
PPOQTPERLPOTPNRRALELAAAVLAGRDGEDQVAVRASGIYGRRVSRAAAAGAASWOPSGTVLITGCGMGATGRRLARRLAAFRGAERLVLTSRRGPEAPGA
310 320 330 340 380 360 370 380 390 400
AELAEELRGHGCEVVHAACDVAERDALAALVTAYPPNAVFHTAGILDDAVIDTLS PESFETVRGAKVCGAELLHOLTAD IKGLDAFVLFSSVTGTWGNAG
410 420 430 440 450 460 470 480 490 500
QGAYAAANAALDALAERRRAAGLPAT SVAWGCLWGGGGMAAGAGEE SLSRRGLRAMD PDAAVDALLGAMGRNDVCVTVVDVDWERFAPATNATRPGRLFDT
510 520
VPEAREALTAANSS SVDKLAAALEHHEHHE

Abbildung 8-28: Aminosduresequenz der rekombinanten KR-Doméne TylKR1-H.

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMSPTDAWRYRVTWKALTESSPVRPHS IGRCLLVAPPTTDGELLDGLTTVLSERGASVARLEVP IGARRAEVAELLKPSME
110 120 130 140 150 160 170 180 190 200
SAGEENTTVVSLLGLVPSTDAVRTSIALLQAVSDIGVPAARVWALTREAVAVVPGETPODAGAQLWGFGRVAALELPDIWGGLIDLPETAELTRTPETSQ
210 220 230 240 250 260 270 280 290 300
PPQTPERLPOTPNRRALELAAAVLAGRDGEDQVAVRASCGI YCRRVSRAAAAGAASWOPSGTVLI TGGMGAT GRRLARRLAAEGAERLVLTSRRGPEAPGA
310 320 330 340 350 360 370 380 390 400
AELAEELRGHGCEVVHAACDVAERDALAALVTAYPPNAVFHTAGI LDDAVIDTLS PESFETVRGAKVCGAELLHQLTAD I KGLDAFVLF SSVTGTWGNAG
410 420 430 440 450 4860 470 480 490 500
QGAYAAANAALDALAERRRAAGLPATSVAWGLWGGGGMAAGAGEESL SRRGLRAMD PDAAVDALLGAMGRNDVCVTVVDVDWERFAPATNATRPGRLFDT
510 520 530
VPEAREALTAEFELRRQACGRTRAPPPPPLRSGC

Abbildung 8-29: Aminosauresequenz der rekombinanten KR-Doméne TylKR1-CP.
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8.4 Enzymaktivitatstests und —Kinetiken

Tabelle 8-3: Messdaten fiir die Kalibrierung der NADPH-Absorption in HEPES-Puffer mit 5 um TylKR1.

¢ (NADPH) [mol-L"]  Absorption [AE] A Abs. [AE]
0.00 0.000 0.032
0.51 0.688 0.159
0.61 0.756 0.086
0.71 0.956 0.088
0.81 1.191 0.046
0.91 1.304 0.042
1.02 1.517 0.014
1.12 1.734 0.034
1.52 2.393 0.109
2.03 3.167 0.140
3.05 3.517 0.005
4.06 3.570 0.010

Tabelle 8-4: Messdaten der MiCHAELIS-MENTEN-Kinetik fiir die enzymatische Reduktion von K-EMN durch
EryKR1 mit NADPH.

¢ (K-EMN) [mM] v [mM-s] A v [mM-s]
10 0.2160 0.0048
20 0.3380 0.0014
30 0.4006 0.0017
40 0.4619 0.0054
50 0.4886 0.0031
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8. Anhang

8.5 'H NMR- und *C NMR-Spektren

8.5.1 Malonsaurehalbthioester und Vorlaufer

2,2-Dimethyl-1,3-dioxan-4,6-dion (55a)
'H NMR Spektrum
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2,2,5-Trimethyl-1,3-dioxan-4,6-dion (55b)
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8. Anhang

5-Ethyl-2,2-dimethyl-1,3-dioxan-4,6-dion (55c)
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2-Methyl-3-ox0-3-(phenylthio)propansaure (53)

°
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8. Anhang

3-((5-tert-Butyl-2-methylphenyl)thio)-2-methyl-3-oxopropanséure (62)

'H NMR Spektrum
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2-Methyl-3-oxopropionsaure(SNAC)halbthioester (50)

'H NMR Spektrum CD3CN
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8. Anhang
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2-Methyl-3-ox0-3-((2-(3-(2,2,5,5-tetramethyl-1,3-dioxan-4-carboxamido)propan-

amido)ethyl)thio)propansaure (64)

'H NMR Spektrum CD3CN
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8. Anhang

8.5.2 Keto-Fragmente/Carbonsauren und Vorlaufer

4-Methoxybenzylchlorid (164)

'H NMR Spektrum
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3-((4-Methoxybenzyl)oxy)-1-propanol (74)
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3-((4-Methoxybenzyl)oxy)-1-propanal (167)
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8. Anhang

3-((4-Methoxybenzyl)oxy)propanséaure (67)
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3-((4-Methoxybenzyl)oxy)propylpivalat (75)

'H NMR Spektrum
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8. Anhang

3-Hydroxypropylpivalat (76)
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3-(Pivaloyloxy)propansaure (68)
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8. Anhang

3-((tert-Butyldimethylsilyl)oxy)-1-propanol (72)
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3-((tert-Butyldimethylsilyl)oxy)propansaure (65)
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8. Anhang

3-((tert-Butyldiphenylsilyl)oxy)-1-propanol (73)
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3-((tert-Butyldiphenylsilyl)oxy)propanal (166)
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8. Anhang

3-((tert-Butyldiphenylsilyl)oxy)propansaure (66)

re
o
re
w
re
- < 6T ——-
0T 06 |2 61 ———p
e 0T
92T — - N 897 — —
° Y LE ———d
S0T— _. S0 o
I 70
o0s'T
65z -\ - Lo
19T WT 18T
29T
o .
L2 £6§ ———d
w
re
£6°€ p-w pTLL
S6'€ W.\llll 6T | © —!
96°€ _d N
v/
- ° M
F95
o
rw
w
rw
o
e
w0 621 ————————
Fd 0081 —
TEET— —
P P — |
o
r~
P-u10J01014D 9Z°L ~
A =
W~ Fers |
m sy F e
m 99°L E66'E m
9L -
R L3 =4
v I b=
o 5 & S
o 3 e °
M M s'9LT ——
o
z Uy z Ly
7 7]
. AU . 0 AU
— To —

170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20
[ppm]

180

190



8.5.3 pB-Ketothiophenolester und Vorlaufer

1-(1H-Imidazol-1-yl)-5-hexin-1-on (80)
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8. Anhang

1,3-Di(1H-imidazol-1-yl)-1-butanon (84)
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2-Methyl-3-oxobutansaurethiophenolester (90)
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8. Anhang

2-Methyl-3-oxopentansaurethiophenolester (59)
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2-Methyl-3-oxooctansaurethiophenolester (91)
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8. Anhang

2-Methyl-3-oxo-7-octinsdurethiophenolester (81)
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3-Cyclopentyl-2-methyl-3-oxopropansaurethiophenolester (92)
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8. Anhang

3-Cyclohexyl-2-methyl-3-oxopropansaurethiophenolester (93)
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5-((4-Methoxybenzyl)oxy)-2-methyl-3-oxopentansaurethiophenolester (94)

'H NMR Spektrum
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8. Anhang

5-((tert-Butyldimethylsilyl)oxy)-2-methyl-3-oxopentansaurethiophenolester (95)
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5-((tert-Butyldiphenylsilyl)oxy)-2-methyl-3-oxopentansaurethiophenolester (96)
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8. Anhang

4-Methyl-3,5-dioxo-5-(thiophenyl)pentylpivalat (97)
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8.5.4 B-Keto-SNAC-thioester und N-Acetylcysteamin

2-Methyl-3-oxobutansaure(SNAC)thioester (34)

'H NMR Spektrum

o o

)‘Y'Ls/\/“\g/

7.26 C

ONMO WY
NYST=O
Mmeammm
. RN
wn N
el «©
- " n
| | LU (e
| I
A A L
: g TFEETE
o o o ~N ~N N ™ "
13.5 125 1.5 11.0 105 95 90 85 80 75 7.[0 6].5 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 05 0.0 -05
ppm;

.
13
C NMR Spektrum
o
N
O O H N
)H/u\s/\/N\n/
o
anN®m
AR °
3 i d
©
<
-3
~m
Mg
2
2
g ]
o
o |
~N
| |
@
o
S
| 1 J !
210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0 -10

[ppm]

283



8. Anhang

2-Methyl-3-oxopentansaure(SNAC)thioester (35)

1.96

'H NMR Spektrum

o o

\)l\(”\s/\/n\g/

7.26 CI

s

£
__~259
=253

0.03= r——13.64
5.92
0.97-T  EEE———3
|

7 0o &

T
1.5 11.0 105 95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 05 00 -05
[ppm]

T T
13.5 12,5

13C NMR Spektrum

o o

\)’\('Ls/\/'ﬂl]/

77.2Cl

——61.1
——39.4
——35.1
—29.0
——13.8

——23.3

——205.6
p— ——197.2
————170.5
—— T

T T T T T T T T T T T T
210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 10 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0 -10
[ppm]

284



2-Methyl-3-oxooctansaure(SNAC)thioester (101)
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8. Anhang

2-Methyl-3-oxo-7-octinsdure(SNAC)thioester (102)
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3-Cyclopentyl-2-methyl-3-oxopropansaure(SNAC)thioester (103)
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8. Anhang

3-Cyclopentyl-2-methyl-3-oxopropansaure(SNAC)thioester (104)

'H NMR Spektrum
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5-((4-Methoxybenzyl)oxy)-2-methyl-3-oxopentansadure(SNAC)thioester (105)
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8. Anhang

N-Acetylcysteamin (58)
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8.5.5 fB-Alkohol-SNAC-thioester

3-Hydroxy-2-methylpentansaure(SNAC)thioester (107)
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3-Hydroxy-2-methylbutansaure(SNAC)thioester (108)
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8. Anhang

3-Hydroxy-2-methyloctansaure(SNAC)thioester (109)
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3-Hydroxy-2-methyl-7-octinsaure(SNAC)thioester (110)
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8. Anhang

3-Cyclopentyl-3-hydroxy-2-methylpropansaure(SNAC)thioester (111)
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3-Cyclohexyl-3-hydroxy-2-methylpropansaure(SNAC)thioester (112)
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8. Anhang

3-Hydroxy-5-((4-methoxybenzyl)oxy)-2-methyl-pentansaure(SNAC)thioester (113)
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8.5.6 VCD-Referenzen und Vorlaufer

(S)-2-Amino-3-phenyl-1-propanol (171)
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8. Anhang

(S)-4-Benzyl-2-oxazolidinon (173)
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(S)-4-Benzyl-3-propionyl-2-oxazolidinon (114)
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8. Anhang

(S)-4-Benzyl-3-((2S,3R)-3-hydroxy-2-methylbutanoyl)-2-oxazolidinon (115a)
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(S)-4-Benzyl-3-((2S,3R)-3-hydroxy-2-methyloctanoyl)-2-oxazolidinon (115b)
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8. Anhang

(S)-4-Benzyl-3-((2S,3R)-3-hydroxy-2-methyldodecanoyl)-2-oxazolidinon (115c)
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(2R,3R)-2-Methylbutan-1,3-diol (116a)
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8. Anhang

(2R,3R)-2-Methyloctan-1,3-diol (116b)

68°0
160 A

£6°0

e
8V'E
TLE

e
€T W
T
[ 4 Tg

o1/

——

E€LE
wE-F
€8°E

'H NMR Spektrum,

OH OH

D 9T'L

Rero

o

T T
4.5 4.0
[ppm]

T
5.0

6.5

8.5

TOT — —

YT — ————.

8T — —

097 ——

0ZE—
Tre— —

T76E——

S'L9 ——

6'vL— —

13C NMR Spektrum

OH OH

DTLL

[ppm]
304

T T T T T T T T
160 150 140 130 120 110 100 90

T
170

T
180



(4R,5R)-2,2,5-Trimethyl-4-pentyl-1,3-dioxan (117b)
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8. Anhang

(4R,5R)-2,2,5-Trimethyl-4-nonyl-1,3-dioxan (117c)
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8.5.7 Identifizierte Nebenprodukte

(4-Bromobutyl)-2-methyl-3-oxo0-3-(thiophenyl)propionat (99)
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8. Anhang

N,N’-(Disulfid-diylbis(ethan-2,1-diyl))diacetamid (100)
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8.6 Bestimmung der Produktkonfigurationen

Tabelle 8-5: Ausbeute, Diastereomerenverhiltnisse (dr), Stereoisomerenverteilung und Enantiomerenver-
héltnisse (er) der durch chemische Reduktion erhaltenen B-Hydroxy-Referenzen (H-XMN).

Stereoisomere ® [%] .
er
Produkt Ausbeute drsyn:an:i® A1 B2 B1 A2

2D3L 213D 2p3D  2L3L syn anti

H-MMN 47% 33:67 19 14 35 32 58:42 52:48
H-EMN 37% 14:86 12 12 38 38 50:50 50:50
H-PaMN 24% 56:44 29 31 21 19 48:52 53:48
H-PiMN 28% 37:63 14 15 35 36 48:52  49:51
H-CPMN 52% 3:97 3 3 47 47 50:50 50:50
H-CHMN 51% 4:96 1 1 49 49 50:50 50:50
H-PMBMN 69% 24:76 12 12 39 37 50:50 51:49

@ UPLC/MS; ® chirale HPLC.

Tabelle 8-6: Reihenfolge der B-Hydroxy-Verbindungen (H-XMN) entsprechend der detektierten Retentions-
zeit (trR) wahrend der Messungen mittels chiraler HPLC; beginnend mit der kleinsten Retentionszeit.

Substanz Isomere nach tr
H-MMN 107 B1 (anti) A2 (anti) A1 (syn) B2 (syn)
H-EMN 108 B1 (anti) A2 (anti) A1 (syn) B2 (syn)
H-PaMN 109 B1 (anti) A1 (syn) A2 (anti) B2 (syn)
H-PiMN 110 B1 (anti) A1 (syn) B2 (syn) A2 (anti)
H-CPMN 111 B1 (anti) A1 (syn) A2 (anti) B2 (syn)
H-CHMN 112 B1 (anti) A1 (syn) B2 (syn) A2 (anti)
H-PMBMN 113 A1 (syn) B1 (anti) B2 (syn) A2 (anti)

A1 = 203L bzw. (2R,3S); A2 = 2L3L bzw. (2S,3S); B1 = 203D bzw. (2R,3R); B2 = 2L3D bzw. (2S,3R).
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8. Anhang
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Abbildung 8-30: UPLC/MS-Chromatogramme der in den Enzymaktivitatstests untersuchten p-Keto-
a-methyl-SNAC-Substrate (k-XMN).

Gezeigt im Vergleich (jeweils von unten nach oben) des reinen Puffers, des Puffers inklusive KR-Domane und
NADPH, der Startmaterialien (k-XMN, n m/z), der durch chemische Reduktion erhaltenen B-Hydroxy-a-methyl-
SNAC-Referenzen (H-XMN, n+2m/z) und einem Enzymaktivitdtstests fir jedes Diastereomerenpaare.
A: K-MMN 34, H-MMN 107 (dr 33:67), K-MMN mit EryKR1 (E1), K-MMN mit TylKR1 (T1); B: k-EMN 35, H-EMN 108
(dr 14:86), k-EMN mit EryKR1 (E1), k-EMN mit TylKR1 (T1); C: k-PaMN 101, H-PaMN 109 (dr 56:44), k-PaMN mit
AmpKR2 (A2), k-PaMN mit MycKRB (MB); D: kK-PiMN 102, H-PiMN 110 (dr 37:63), k-PiMN mit AmpKR2 (A2),
K-PiMN mit MycKRB (MB).

310



- 294 miz
- 296 mlz

2.52 min —»
312 min ————»
3.65 min

B-K-CPMN mit MB

B-K-CPMN mit E1

B-H-CPMN

l

l B-K-CPMN

i Enzym+NADPH

_ / Puffer
" ol

3 4
t [min]

- 390 miz
-392mlz

298 min ———»
3.30 mn —»
3.44 min

k B-K-PMBMN mit MB
|/ I\

B-K-PMBMN mit A2

B-H-PMBEMN
LD . | 5
]
I
it B-K-PMBMN
Enzym+NADPH
Il -/ Puffer
)\ oo
o 1 2 3 4 5 & 7

t [min]

1.81 min » - 308 mlz
2.01 min — -310mlz
2.53 min

B-K-CHMN mit MB

B-K-CHMN mit A2

B-H-CHMN
|
|
I B-K-CHMN
I Enzym+NADPH
W / Puffer
W /
- L
0 1 2 3 4 5 6 7
t [min]
2.23min —» - 358 miz
2.58 min ——» - 360 m/z
330 mn ————»
/\f\_[\ B-K-PEGMN mit MA
A PB-K-PEGMN mit T1

B-K-PEGMN mit A2

{l B-K-PEGMN

Enzym+NADPH

",r'\.._) =/ Pj}ﬂer

r

0

1 2 3 4 5 6 4
t [min]

Abbildung 8-31: UPLC/MS-Chromatogramme der in den Enzymaktivitdtstests untersuchten g-Keto-
a-methyl-SNAC-Substrate (k-XMN).

Gezeigt im Vergleich (jeweils von unten nach oben) des reinen Puffers, des Puffers inklusive KR-Domane und
NADPH, der Startmaterialien (Kk-XMN, n m/z), der durch chemische Reduktion erhaltenen B-Hydroxy-a-methyl-
SNAC-Referenzen (H-XMN, n+2m/z) und einem Enzymaktivitatstests fir jedes Diastereomerenpaare.
A: K-CPMN 103, H-CPMN 111 (dr 3:97), K-CPMN mit EryKR1 (E1), K-CPMN mit MycKRB (MB); B: k-CHMN 104,
H-CHMN 112 (dr 4:96), k-CHMN mit AmpKR2 (A2), K-CHMN mit MycKRB (MB); C: k-PMBMN 105, H-PMBMN 113
(dr 24:76), <-PMBMN mit AmpKR2 (A2), kK-PMBMN mit MycKRB (MB); D: k-PEGMN 128, k-PEGMN mit AmpKR2
(A2), K-PEGMN mit TylIKR1 (T1), K-PEGMN mit MycKRA (MA).
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8. Anhang
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Abbildung 8-32: UPLC/MS-Chromatogramme der in den Enzymaktivitiatstests untersuchten g-Keto-

a-methyl-SNAC-Substrate (k-XMN)

Gezeigt im Vergleich (jeweils von unten nach oben) des reinen Puffers, des Puffers inklusive KR-Doméne und
NADPH, der Startmaterialien (n m/z, orange Datenpunkte), der durch chemische Reduktion erhaltenen B-Hydroxy-
a-methyl-SNAC-Referenzen (H-XMN, n+2 m/z, blaue Datenpunkte) und einem Enzymaktivitatstests fir die gefun-
denen Diastereomerenpaare. A: k-MPeMN 130, H-MPeMN 131 (Verhéltnis 16:0:42:42), K-MPeMN mit AmpKR2
(A2), K-MPeMN mit TylKR1 (T1), K-MPeMN mit MycKRA (MA). B: k-MPeDN 132, H-MPeDN 133 (Verhaltnis 51:49),
K-MPeDN mit TylKR1 (T1), k-MPeDN mit MycKRA (MA).
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8.7 Chromatogramme der chiralen HPLC

Tabelle 8-7: Substratangepasste Parameter fiir die chirale Chromatographie.

Substanzen HLeaxu:rTlitltsecla%?-:)npi):gl Flussrate [mL-min-']
K-/H-MMN 9713 1.2
K-/H-EMN 95/5 1.2
K-/H-PaMN 971/3 1.2
K-/H-PiMN 90/10 0.8
K-/H-CPMN 95/5 1.2
K-/H-CHMN 95/5 1.2
K-/H-PMBMN 88/12 1.2

8.7.1 Enzymatische Umsetzung von K-MMN und Referenzen
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Abbildung 8-33: Reduktion von K-MMN durch AmpKR1.

313



8. Anhang

0,020
0104 o =2 é
-1 o
0,000 g ; FI'-.
i SOV BN e LOOSRPRREY L, CRTHEE
00104 I
2 00204
0,030
0,040
-0,050
-0,0604
0070 ————— -
0,00 20,00 40,00 60,00 80,00 100,00 120,00 140,00 160,
Minutes
Start | End 2
Rat. Time (minj | (min) Height| % Height| Area |% Area
1 52,57(51,37| 5527|1868 T.38| 188147 |4.20
2 TE.68|76,92| 81631182 4,59 134418 (3.00
3| 102,45|99,95|107.28|22276| 88,03|4161598|92,81
Abbildung 8-34: Reduktion von K-MMN durch EryKR1.
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Abbildung 8-35: Reduktion von K-MMN durch TylKR1.
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Abbildung 8-36: Reduktion von K-MMN durch AmpKR2.
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Abbildung 8-37: Reduktion von K-MMN durch EryKR®6.
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Abbildung 8-38: Reduktion von K-MMN durch MycKRA.
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Abbildung 8-39: Reduktion von K-MMN durch MycKRB.
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8. Anhang

o.unn—J'. T n A ,ﬁ*@\w
| s S e SO

ome] || \/ 5 &
0020]
0,030 '
opa0
pos0d

0,060

D070

Strt [ End
(minj | {min}
64.30( 62,73 ©6.81 (7897 37,57 (871229 (33,98
T6.74|74,92| 7982|7007 33,34 | 5BB4EZ | 34,85
91.42(89.41| 93,83 |3356 15,97 (492961 (19,23
99.92|98,12|101.70 (2781 13,13[ 311461 (12,15

Ret. Time Height| % Height| Area |% Area

Blw|m]=

Abbildung 8-40: Reduktion von kK-MMN durch NaBH4 (erste Messung).
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Abbildung 8-41: Reduktion von kK-MMN durch NaBH4 (Zweite Messung).
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8.7.2 Enzymatische Umsetzung von K-EMN und Referenzen
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Abbildung 8-42: Reduktion von K-EMN durch AmpKR1.
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Abbildung 8-43: Reduktion von K-EMN durch EryKR1.
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Abbildung 8-44: Reduktion von K-EMN durch TylKR1.
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Abbildung 8-45: Reduktion von K-EMN durch AmpKR2.
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Abbildung 8-46: Reduktion von K-EMN durch EryKR6.
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Abbildung 8-47: Reduktion von K-EMN durch MycKRA.
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Abbildung 8-48: Reduktion von K-EMN durch MycKRB.
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Abbildung 8-49: Reduktion von kK-EMN durch NaBHa.
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Abbildung 8-50: K-EMN.
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8. Anhang
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Abbildung 8-51: Leerlauf mit Laufmittelgemisch Hexan / Isopropanol 95/5 am Tag der K-EMN-Proben.

320



8.7.3

Enzymatische Umsetzung von K-PaMN und Referenzen
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Abbildung 8-52: Reduktion von K-PaMN durch TylKR1.
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Abbildung 8-53: Reduktion von K-PaMN durch AmpKR2.
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Abbildung 8-54: Reduktion von K-PaMN durch EryKR®6.
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Abbildung 8-55: Reduktion von K-PaMN durch MycKRA.
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Abbildung 8-56: Reduktion von kK-PaMN durch MycKRB.
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Abbildung 8-57: Reduktion von k-PaMN durch NaBH4 (erste Messung, Hexan / Isoprpanol 95/5).
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Abbildung 8-58: Reduktion von k-PaMN durch NaBH4 (zweite Messung, Hexan / Isoprpanol 97/3).
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Abbildung 8-59: k-PaMN (Hexan / Isoprpanol 95/5).
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8. Anhang

8.7.4 Enzymatische Umsetzung von K-PiMN und Referenzen
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Abbildung 8-60: Reduktion von K-PiMN durch TylKR1.
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Abbildung 8-61: Reduktion von K-PiMN durch AmpKR2.
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Abbildung 8-62: Reduktion von K-PiMN durch EryKR®6.
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Abbildung 8-63: Reduktion von K-PiMN durch MycKRA.
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Abbildung 8-64: Reduktion von K-PiMN durch MycKRB.
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Abbildung 8-65: Reduktion von k-PiMN durch NaBHa4.
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8. Anhang
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Abbildung 8-66: K-PiMN.
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8.7.5 Enzymatische Umsetzung von K-CPMN und Referenzen
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Abbildung 8-67: Reduktion von K-CPMN durch EryKR1.
0,704
0,60
b
2
0,50 I
A
0.40° Il
<
0,30] (|
|
0,204 | o
o~
/| §
| @ 8 L &
0,104 [ 2 2 § iy
] I\
o000} — k.—.q:.f.-k. S Y . S
000 "spo | 1000 | 1500 | 2000 2600 3000 | 3800 | 4000 | 450
tes
Start | End "
Ret. Time (min) | (min) Height | % Height| Area |% Area
1 16.61| 16,08| 18,14 | 449918 79,12| 16551339 | 68,30
2 19.92| 19,41 20,50 |-7265 1.28| 198126 |0.82
3 21,54 21.01522.25 2635 0.46| 93253 |0.38
4| 26.02|25.47|27.09| 1345 0.24| 72531 [0.30
5| 28.42(27.45[30,19( 79011 13,88| 4429349 18,28
6| 34,73)33.20| 35,75 | 28497 5.01| 2883300 | 11,92

Abbildung 8-68: Reduktion von K-CPMN durch TylKR1.
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8. Anhang
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Abbildung 8-69: Reduktion von K-CPMN durch AmpKR2.
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Abbildung 8-70: Reduktion von K-CPMN durch EryKR®6.
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Abbildung 8-71: Reduktion von K-CPMN durch MycKRA.
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Abbildung 8-72: Reduktion von K-CPMN durch MycKRB.
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Abbildung 8-73: Reduktion von K-CPMN durch NaBHa.
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Abbildung 8-74: K-CPMN.
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8. Anhang
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Abbildung 8-75: Leerlauf mit Laufmittelgemisch Hexan / Isopropanol 95/5 am Tag der k-CPMN-Proben.
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8.7.6

Enzymatische Umsetzung von K-CHMN und Referenzen
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Abbildung 8-76: Reduktion von K-CHMN durch TylKR1.
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Abbildung 8-77: Reduktion von K-CHMN durch AmpKR2.
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Abbildung 8-78: Reduktion von K-CHMN durch EryKR6.
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8. Anhang
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Abbildung 8-79: Reduktion von K-CHMN durch MycKRA.
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Abbildung 8-80: Reduktion von K-CHMN durch MycKRB.
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Abbildung 8-81: Reduktion von K-CHMN durch NaBHa.

332




7.063

0,08
0,06 -
x =
0,04 & @
a [ n" &
2 oz gE | )
L 'II I
e,uu——';L—-JnL—J.——-JI—";_ Y ik i — ==
0,02
0,04
0,0
000 | 1000 | 2000 3000 4000 | Sa00 | 6000 | 7opo | 8000 | 800
Minutes
Start | End
Ret. Time (min) | (min) Height | % Height Aren. % Area
1 7.06| 6.82| 7.55|72337 54.11| 814998 [17.31
2 12.03| 11.78|12.25| 1016 0.76| 14604 (0,31
3 13.01] 12,75 13.37 | 1357 1.01| 23840 [0.51
4 17.76| 17,39 18,15[ 1319 0.98| 30757 (0,65
5 25.47| 24,36 27,18 | 32936 24,64 | 2363293 | 50,20
[ 33.91/32.93|35,38| 24712 18,49 1460230 31,02

Abbildung 8-82: k-CHMN.
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8. Anhang

8.7.7 Enzymatische Umsetzung von K-PMBMN und Referenzen

0,35
0,30+
o
o
0,25 -
ur
0,20 Ih!
I|
5 015 I
< - |
=4 |
o |
0,104 " = |
3 = s =
g gz = §\23 g 2
0,05 = ' B [ Hls> g ©
Vd a8 | \8 & = =
ﬂnu___l._+ O " EBL ¥ S S e
0,05]
0,00 20000 40000 80,00 80,00 "100.00 120,00 140,00
Minues
Start | End
Ret Time (min) | (min) Helght | % Height| Area |% Area
1] 10.81] 10.47] 11.80] 12889 353| 31481 |0.87
2 15,87 1505 1673|7085 19,45 1821375 (4,26
3 31,50| 29.65| 33,38 (6286 1.73| 5607268 |1.31
4 36,03 34.62| 3748|3548 0.97| 315359 (0.74
& 48,39| 46,47| 50,50|24283 9.41| 3372800 |7.90
6| s7.52| 5612 s4.28]10898 294| Bs2432 |15
T 59,50| 56.12| 54,28 20?_39‘ 56,94 | 32833438 | 76,87
8 66,11| 64.35| 59,18(7533 207| 821194 |2,16
9| 71.30] e9.28] 73.70]a3m2 093 427154 100
10| 109,93(108.25 113,45 4454 1,23| 871800 |2.04
1 116,79 (114,03 120,38 | 2884 0,79| 566312 1,33

Abbildung 8-83: Reduktion von k-PMBMN durch TylKR1.
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Abbildung 8-84: Reduktion von K-PMBMN durch AmpKR2.
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Abbildung 8-85: Reduktion von K-PMBMN durch EryKR®6.
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Abbildung 8-86: Reduktion von K-PMBMN durch MycKRA.
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8. Anhang
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Abbildung 8-87: Reduktion von K-PMBMN durch MycKRB.
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Abbildung 8-88: Reduktion von kK-PMBMN durch NaBH4.
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Abbildung 8-89: k-PMBMN.
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, We are all born naked

and the rest is drag. “

,» Wir werden alle nackt geboren

und der Rest ist Verkleidung. “

RuPaul Andre Charles (*1960)
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die nie gehort werden.

Mogen sie in Zukunft Gehor finden.

This page belongs to those people,

who are never be heard.

May they be heard in the future.
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