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Abstract: Chirale Allylalkohole der w-Alkensduren und ent-
sprechende Derivate sind essentielle Bausteine fiir die Synthese
biologisch aktiver Verbindungen. Die direkte enantioselektive
C-H-Oxidation von linearen terminalen Olefinen ermdoglicht
den effizientesten Zugang zu diesen Strukturen. Synthetische
Methoden fiir diese Umsetzungen stehen jedoch nur begrenzt
zur Verfiigung und liefern unzureichende Selektivititen. Hier
wird ein enzymatischer Ansatz zu diesen interessanten Ziel-
verbindungen mittels der P450-BM3-Monooxygenase vorge-
stellt, der allylische Hydroxylierungen mit hohen bis exzel-
lenten Chemo- und Enantioselektivititen ermoglicht.

Chirale (w—2)-Hydroxy-m-alkensduren sowie die entspre-
chenden Ester, Vinyllactone und geschiitzten Alkohole sind
wichtige Strukturelemente, die in einer Vielzahl von Natur-
stoffen und biologisch aktiven Verbindungen wie den De-
kanoliden, den Oxylipinen, verschiedenen Antibiotika und
Pheromonen sowie zahlreichen weiteren Substanzklassen
vorkommen.!!! Weitreichende Bemiihungen zur enantiose-
lektiven Herstellung dieser Bausteine resultierten in mehr-
stufigen Ansitzen, wobei die Effizienz dieser Zuginge durch
die Notwendigkeit von Schutzgruppenchemie sowie von
Schritten zur Prafunktionalisierung, zur Umwandlung funk-
tioneller Gruppen und zur Anderungen von Oxidationsstufen
begrenzt wird.”) Den vermutlich einfachsten Zugang bietet
eine von unserem Arbeitskreis aufgezeigte chemoenzymati-
sche Sequenz, die als Schliisselschritt die selektive Reduktion
eines prochiralen Ketons mittels einer Alkoholdehydroge-
nase beinhaltet (2-3 Stufen, 73-77% Gesamtausbeute,
>99% ee, beide Enantiomere zuginglich).”! Eine signifi-
kante Verbesserung lie3e sich durch eine direkte asymme-
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trische allylische Oxidation von leicht zugédnglichen ,,nicht-
aktivierten“ Olefinen erreichen, weil dieser einstufige Pro-
zess infolge der hohen Atomokonomie die hochste Effizienz
sicherstellt.”] In diesem Zusammenhang wurden hervorra-
gende Ergebnisse auf dem hochaktuellen Gebiet der C-H-
Aktivierung hinsichtlich der enzymatischen Oxidation cycli-
scher und linearer Molekiile durch Agudo et al. und Li et al.
erreicht.°l Dennoch bleibt die enantioselektive allylische C-
H-Oxidation von einfachen linearen Verbindungen aufgrund
fehlender Faktoren fiir die Induktion von Asymmetrie eine
Herausforderung.”) Die 2008 von White und Mitarbeitern
gezeigte enantioselektive allylische Acetoxylierung von ter-
minalen Olefinen mittels eines Pd"/Bis(sulfoxid)-Systems mit
Benzochinon als terminalem Oxidationsmittel sowie einer
chiralen Cr™(salen)-Lewis-Saure als Cokatalysator ermog-
lichte ee-Werte bis 63 % und gilt als Meilenstein; auf diese
Weise konnten die eingangs vorgestellten Zielverbindungen
als ca. 5:1-Gemische aus den verzweigten und linearen Estern
mit Ausbeuten von 69-89% und ee-Werten von 50-57 %
hergestellt werden.®! Wir nahmen an, dass ein biokatalyti-
scher Ansatz fiir entsprechende Umsetzungen den konven-
tionellen chemischen Methoden iiberlegen sein konnte, da
Enzyme hohe Selektivitdten durch Bereitstellung chiraler
Reaktionsumgebungen gewihrleisten. Die bekannte und
vielversprechende NADPH-abhingige bakterielle Cyto-
chrom P450-BM3-Monooxygenase aus Bacillus megaterium
wurde hierbei als Modellsystem ausgewihlt, da es sich um ein
losliches und katalytisch autarkes System mit zahlreichen
Vorteilen gegeniiber anderen Monooxygenasen handelt;
zudem standen fiir dieses Enzym Protokolle fiir die Produk-
tion und Aufreinigung des Proteins in groBem Maf3stab zur
Verfiigung.”'' Als native Funktion von P450 BM3 wird die
subterminale Hydroxylierung von Fettsduren durch Insertion
eines O-Atoms aus molekularem O, in C-H-Bindungen ver-
mutet; dartiber hinaus wurde die Vielseitigkeit und Wandel-
barkeit dieser Monooxygenase durch diverse Protein-Engi-
neering-Studien aufgezeigt.”'"! Neben der Hydroxylierung
von Alkanen an Position 3 mit Enantioselektivitidten bis 46 %
S-ee ist hierbei insbesondere die Bevorzugung der allylischen
Hydroxylierung von terminalen Alkenen und terminal un-
gesittigten Fettsduren gegeniiber der Epoxidierung dieser
Substanzen zu nennen; jedoch wurden weder die priparative
Durchfiihrbarkeit dieser Umsetzungen, noch die Enantiose-
lektivitit der allylischen Hydroxylierung untersucht.>"! Im
Folgenden wird ein enzymatischer Zugang zu S-konfigurier-
ten (w—2)-Hydroxy-w-alkensduren und Estern durch P450-
BM3-katalysierte allylische Hydroxylierung beschrieben.
Dieser Ansatz ermdoglicht die hochsten bislang erreichten
Enantioselektivitidten hinsichtlich der allylischen C-H-Oxi-
dation terminaler linearer Olefine und erfiillt gleichzeitig
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Abbildung 1. Aktives Zentrum von P450 BM3 (PDB: 1BVY). Die Erzeu-
gung einer vielseitigen Mutantenbibliothek erfolgte durch Mutation der
farblich gekennzeichneten Aminosauren. Die erhaltenen Biokatalysato-
ren ermoglichen allylische C-H-Oxidationen von linearen terminalen
Olefinen mit der bislang héchsten Enantioselektivitat.

viele Schliisselkriterien der modernen organischen Synthese
wie die Verwendung milder Reaktionsbedingungen, wissri-
ger Medien, nachhaltiger Katalysatoren und O, als einem
,griinen“ Oxidationsmittel (Abbildung 1).1*!

Eine vielseitige P450-BM3-Enzymbibliothek aus 65 Va-
rianten wurde durch Mutation der Aminosiduren R47, Y51,
A74, F87 und L188 aufgebaut, wobei alle diese Positionen im
aktiven Zentrum lokalisiert sind und als essentielle Faktoren
der Aktivitdt und Selektivitat dieses Enzyms gelten (siche die
Hintergrundinformationen: S2).*"! Diese Biokatalysatoren
wurden anschlieend zur Durchmusterung der Fiahigkeit von
P450 BM3 fiir die allylische Hydroxylierung von 6-Hepten-
sdureethylester (1a) als Modellsubstrat herangezogen. Dazu
wurden Reaktionen im analytischen Maf3stab durchgefiihrt
und mittels GC hinsichtlich des Substratumsatzes sowie der
Chemo- und Enantioselektivitdt der Produktbildung iiber-
priift. Im Einklang mit fritheren Berichten der P450-BM3-
katalysierten Oxygenierung terminaler Olefine fiihrten alle
Mutanten zur Bildung des Allylalkohols (2a) als Hauptpro-
dukt sowie des entsprechenden Epoxids (3a) als Nebenpro-
dukt, wobei der Alkohol stets die S-Konfiguration aufwies.!™!
Dabei wurden Umsitze bis 59 % erreicht, die Alkoholpréfe-
renz schwankte zwischen 65 und 97 % und die Enantiose-
lektivititen lagen zwischen 87 und 98 % ee (Tabelle 1, Nr. 1;
siche die Hintergrundinformationen: S3). Zudem wurde 6-
Heptensdure (4a) als Bestandteil der Rohprodukte detek-
tiert, und die Bildung dieser Verbindung konnte auf Hydro-
laseaktivitdt im Rohlysat zurtickgefiithrt werden (siche die
Hintergrundinformationen: S4). Die Mutanten A74G, L188Q
und A74G/L188Q (GQ) zeigten die vielversprechendsten
Kombinationen der getesteten Parameter und wurden einer
vergleichenden Charakterisierung unterworfen. Dazu er-
folgte zum einen die Wiederholung der vorherigen Betrach-
tung mit definierten Enzymmengen und aufgereinigten Pro-
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Tabelle 1: Durchmusterung und Charakterisierung von P450-BM3-Mu-
tanten fiir die stereoselektive allylische Hydroxylierung von 6-Hepten-
sdureester (1a).

P450-BM3- OH o
Mutanten
S cookt - Wcooa + L cookt
1a 2a 3a
Nr.  P450-BM3-Mutante Umsatz [%] 2a/3a ee[%] KE [%)]
1 Enzymbibliothek 0-59 65:35-97:3 87-98 -
2 A74G 47+3 89(40):11 9%+1 36+1
3 L188Q 37+2 85(£0):15 93+£1 51+1
4 A74G/L188Q 49+1 90(£0):10  95+1 5241

Reaktionsbedingungen: 500 pL: 200 uL P450-BM3-Rohlysat, 2 mm
Substrat, 2 Vol.-% DMSO, 300 U Katalase, 30 Vol.-% Aktivititspuffer
(50 mm KPi, 50 mm Tris-HCl, 250 mm KCl, pH 8.0), GDH-Glukose-
NADPH-Recycling (Nr. 1); wie zuvor mit 3 um aufgereinigtem P450
BM3, 10 mm Substrat und ohne DMSO-Zugabe (Nr. 2-4); 31 mL:

1.5 um aufgereinigtes P450 BM3, 400 um Substrat, 2 Vol.-% DMSO,
30 Vol.-% Aktivitatspuffer, 200 um NADPH (KE-Spalte). Die Werte
wurden durch GC-Analyse in Dreifachbestimmung ermittelt; die Zu-
ordnung der absoluten Konfiguration erfolgte durch den Vergleich mit
einer Referenzverbindung. KE: Kopplungseffizienz.

teinproben, zum anderen wurden die Kopplungseffizienzen
dieser Biokatalysatoren ermittelt (Anteil des NADPHs, der
»produktiv* fiir die Substratoxidation verwendet wird); der
letztgenannte Parameter stellt ein wichtiges Mal} fiir die
Produktivitdt von Monooxygenasen dar (Tabelle 1, Nr. 2-4).
Die P450-BM3-Doppelmutante GQ erwies sich geméaf diesen
Untersuchungen als geeignetster Biokatalysator fiir die se-
lektive allylische Hydroxylierung von 1a. Mit einem Umsatz
von (49+1)%, einer Alkoholpriferenz von (90+0)%,
einem ee von (95+1)% und einer Kopplungseffizienz von
(52+£1) % erzielte die Doppelmutante im Fall von drei der
vier tiberpriiften Parameter bessere Ergebnisse als die Ein-
fachmutanten. Die generelle Anwendbarkeit dieser Variante
fiir die asymmetrische Produktion von Allylalkoholen aus-
gehend von Verbindungen mit einer w-Alkensdureeinheit
wurde zudem anhand der Durchmusterung der P450-BM3-
Bibliothek fiir den 8-Nonensiureethylester (1b) nachgewie-
sen, da ein Vergleich der besten Mutanten ebenfalls zur
Identifizierung der GQ-Mutante fiihrte (siche die Hinter-
grundinformationen: S3). Dieses Ergebnis wies ferner darauf
hin, dass auf eine Durchmusterung der Enzymbibliothek mit
strukturell verwandten Verbindungen wegen der erwarteten
Redundanz verzichtet werden kann. Interessanterweise
kamen Reetz und Mitarbeiter im Rahmen ihrer Untersu-
chung cyclischer Olefine zu einer dhnlichen Schlussfolgerung,
wodurch das Potenzial der P450-BM3-Monooxygenase fiir
Synthesen zusitzlich gesteigert wird."

Eine systematische Uberpriifung des Substratspektrums
der GQ-Mutante erfolgte durch Betrachtung der Fahigkeit
dieses Biokatalysators zur Katalyse der stereoselektiven
allylischen Hydroxylierung von w-Alkensduren und den ent-
sprechenden Estern mit Kettenlédngen von Cg bis C,;. Hierzu
wurden semiprédparative Umsetzungen durchgefiithrt und
Alkoholbildung durch 'H-NMR-Spektroskopie nachgewie-
sen. Die gewiinschten Produkte wurden fiir alle Ester 1a—f
und die langkettigen Séuren 4ef beobachtet, wobei kurz-
kettige Ester und langkettige Sduren hohere Umsétze liefer-
ten (Tabelle 2, Produkte 2a—f und Se,(f). Die detektierten
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Tabelle 2: Untersuchung des Substratspektrums und der Selektivitit der
P450-BM3-A74G/L188Q-katalysierten allylischen Hydroxylierung von -
Alkenséuren und -estern.

P450 BM3 OH o}
St coor o SN ook \ﬁ
1a-1f (n=1-6, R=Et) 2a-2f (n=1-6, R=Et) =
4a-4f (n=1-6, R=H) 5a-5f (n=1-6, R=H) 6a-6f (n=1-6)
Nr.  Substrat Produkt(e) ~ Umsatz [%]®  ee [%]"
1 1c n=1 R=Et 2c(6a) 49t 96
2 la n=2 R=Et 2a(6b) 421 93
3 1d n=3 R=Et 2d 70 97
4 1b n=4 R=Et 2b 49 >99
5 le n=5 R=Et 2e 34 n.b.
6 1f n=6 R=Et 2f 18 n.b.
7 4a n=1 R=H 5a 0 -
8 4b n=2 R=H 5b 0 -
9 4c n=3 R=H 5c 0 -
10 4d n=4 R=H 5d <5 -
1 4e n=5 R=H S5Se 6 n.b.
12 4f n=6 R=H 5f 28 n.b.

Reaktionsbedingungen: 33 mL: 3 um aufgereinigtes P450 BM3, 10 mm
Substrat, 2 Vol.-% DMSO, 1.8 kU Katalase, 30 Vol.-% Aktivititspuffer,
GDH-Glukose-NADPH-Recycling. [a] Ermittelt durch 'H-NMR-Analyse.
[b] Ermittelt durch GC-Analyse; die Zuordnung der absoluten Konfigu-
ration erfolgte durch den Vergleich mit Referenzverbindungen. [c] 2c/6a
~6:4.[d]2a/6b ~9:1. n.b. = nicht bestimmt.

Epoxidsignale waren unterhalb der Integrationsgrenze und
wurden daher vernachléssigt. Zudem wurde eine spontane
Lactonisierung der Produkte 2a und 2¢ nachgewiesen, und
die wenig gespannten y- und d-Lactone 6a und 6b wurden
beobachtet."”! Die GC-Analyse der gebildeten Produkte an
chiralen stationédren Phasen zeigte zudem in allen Fillen hohe
Enantioselektivitdten der GQ-katalysierten Oxidationen zu-
gunsten der S-Alkohole; der hochste ee wurde mit > 99 % fiir
das Produkt 2b und der niedrigste mit 93 % fiir den Ester 2a
ermittelt. Dieses Ergebnis stiitzte erneut die generelle An-
wendbarkeit der GQ-Mutante fiir die asymmetrische Pro-
duktion von Allylalkoholen ausgehend von Substraten mit
einer w-Alkensidureeinheit und war erfreulich, da der Einsatz
von Biokatalysatoren in Synthesen hiufig durch hohe Sub-
stratspezifititen eingeschrinkt wird. Das aufgezeigte Sub-
stratspektrum wurde auBerdem durch Uberpriifung unter-
schiedlicher 6-Heptensdureester mit dem Ziel einer Erho-
hung der Enantioselektivitit erweitert, wobei Allylalkohole
in allen Fillen gebildet wurden und in den meisten Féllen
vergleichbare ee-Werte zum Ethylester 2a aufwiesen. (Siche
die Hintergrundinformationen: S3; Abnahme der Stereo-
kontrolle wurde lediglich bei Anwesenheit einer sterisch an-
spruchsvollen oder polaren Einheit in unmittelbarer Nihe
zum Ester beobachtet.)

Die Produktivitdt von Biokatalysatoren in préparativen
Umsetzungen ist ein essentieller Faktor, dessen Einschétzung
anhand der Durchmusterungsexperimente aufgrund abwei-
chender Reaktionsbedingungen nicht moglich ist. In diesem
Sinne wurde die Anwendbarkeit der identifizierten GQ-Mu-
tante exemplarisch tberpriift. Dazu wurden 7-Octensédure-
ethylester (1d), 8-Nonensdureethylester (1b), 9-Decensidu-
reethylester (1e) und 10-Undecensdure (4f) als Substrate
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ausgewdhlt, weil diese Verbindungen im vorhergehenden
Assay die besseren Ergebnisse im Vergleich zum alternativen
Substrat mit der entsprechenden Kettenlénge geliefert haben.
Auf eine Untersuchung der Ester 1¢ und 1a wurde verzichtet,
weil die hohe Fliichtigkeit dieser Verbindungen und die
Lactonisierung der entsprechenden Produkte 2¢ und 2a die
Produktisolierung erschweren wiirde. Die Wahl der Reakti-
onsbedingungen erfolgte in Anlehnung an vorhergehende
Studien."”? O, wurde als Reaktant zugesetzt und eine Kata-
lase sollte den Abbau von H,0,, einem toxischen Produkt des
,Lunproduktiven Verbrauchs von Reduktionsédquivalenten
durch P450 BM3, zu H,O gewihrleisten."”! Ein Glukosede-
hydrogenase(GDH)-Glukose-System ermoglichte zudem die
Regenerierung von NAPDH, und eine titratorvermittelte
Korrektur des pH-Werts stellte einen Wert von 7.5 wihrend
der gesamten Reaktionsdauer sicher. Eine Optimierung
wurde durch Uberpriifung des Einflusses unterschiedlicher
DMSO-Konzentrationen (ein P450-BM3-mutantenspezifi-
scher Parameter abhéngig von der Zugénglichkeit des aktiven
Zentrums fiir Cosolvensmolekiile),!'®! verschiedenen Arten
der O,-Zugabe (ein substratspezifischer Parameter abhingig
von der Fliichtigkeit der Verbindungen) und diverser Mog-
lichkeiten der Katalysatorzugabe (ein enzym-/substratspezi-
fischer Parameter abhéngig von der Stabilitdt des Enzyms in
Anwesenheit des Substrats) auf das Ergebnis der Biotrans-
formation am Beispiel des Esters 1d als Substrat durchge-
fiihrt (Tabelle 3, Nr. 1-10). Zum Ausschluss von Hydrolase-
aktivitdt, wodurch anderenfalls die Menge des verfiigbaren
P450-BM3-Substrats herabgesetzt werden wiirde, wurden die
Ocxidationen aller Ester mit aufgereinigten P450 BM3- und
GDH-Proben durchgefiihrt. Die hochste Ausbeute von 45 %
wurde in Anwesenheit von 2 Vol.-% DMSO, einer anféingli-
chen Sittigung der Reaktionslosung mit O, und einer wie-
derholten Zugabe des Biokatalysators erreicht (Tabelle 3,
Nr. 10). Auffillig war die Konstanz der Enantioselektivitit
mit 97 % ee in allen Proben unabhéngig von den angewandten
Reaktionsbedingungen, obwohl Reetz und Mitarbeiter die
Bedeutung der Kontrolle des Substrat-zu-Enzym-Verhéltnis-
ses zum Erhalt optimaler Enantioselektivitdten hervorgeho-
ben haben. Die Oxidation der Substrate 1b und 1e lieferte
anschliefend bei Anwendung der optimierten Bedingungen
die Produkte 2b und 2e mit 24 % und 20 % Ausbeute sowie
>99% und 97 % ee (Tabelle 3, Nr. 11 und 12).

Die Umsetzung der Sdure 4f erfolgte geméfl den vorhe-
rigen Erkenntnissen mit Enzymrohlysaten, da Hydrolaseak-
tivitdt in diesem Fall irrelevant war. Wegen des unterschied-
lichen Verhaltens von P450 BM3 im Fall aufgereinigter
Proben und bei Verwendung von Rohlysaten (in vorherge-
henden Studien beobachtet, Daten werden nicht gezeigt)
wurden verschiedene Katalysatormengen getestet. Zudem
wurden die Rohprodukte mit CH,N, methyliert, um die Iso-
lierung des gewiinschten Alkohols durch chromatographische
Aufreinigung zu erleichtern (Tabelle 4). Die hochste Aus-
beute des Alkohols 7 iiber zwei Schritte wurde mit 80 % bei
Einsatz von 9 x 1072 Mol-% Biokatalysator erreicht (Tabel-
le 4, Nr. 3). Der ee-Wert war erneut unabhingig von dem
Substrat-zu-Enzym-Verhiltnis, und die Werte lagen zwischen
87 und 92%. Neben dem Nachweis der préparativen An-
wendbarkeit der GQ-Mutante implizierten diese Ergebnisse,
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Tabelle 3: Oxidation von w-Alkensiureethylestern mit aufgereinigtem
P450 BM3 A74G/L188Q im préparativen Mafistab.

Katalase

i
H,0 H,0,
~ P450BM3
A . A74G/L188Q .-
COOEt = - \Mcooa
1d (n=3) NAD@* 2 H0 \ . 2d(n=3)
1b (n=4) ADP™  2b (n=4)
1e (n=5) __GDH 2e (n=5)
T
Gluconolactone Glukose

v
Gluconséure

Nr. Substrat Produkt P450 BM3 DMSO Ausbeute ee
[10°Mol-%]  [Vol.-%]  [%]" [96]™
1 1d n=3 2d 3.0 0.5 23 97
2 1d n=3 2d 3.0 1.0 27 97
3 1d n=3 2d 3.0 2.0 32 97
4 1d n=3 2d 3.0 3.0 21 97
5 1d n=3 2d 3.0 2.0 21 97
69 1d n=3 2d 6.0 2.0 26 97
7 1d n=3 2d 6.0 2.0 33 97
8 1d n=3 2d 9.0 2.0 27 97
9 1d n=3 2d 6.0 2.0 37 97
10 1d n=3 2d 486 2.0 45 97
11 1b n=4 2b 4.8l 2.0 24 >99
12 le n=5 2e 4.8l 2.0 20 97t

Reaktionsbedingungen: 260 mL: aufgereinigtes P450 BM3, 0.6 mmol
Substrat, 36 kU Katalase, 30 Vol.-% Aktivititspuffer, GDH-Glukose-
NADPH-Recycling. [a] Ausbeute des isolierten Produkts. [b] Ermittelt
durch GC-Analyse; die Zuordnung der absoluten Konfiguration erfolgte
durch einen Vergleich mit Referenzverbindungen. [c] Kontinuierliche O,-
Zufuhr. [d] Die Reaktion erfolgte zunichst mit 3.0x 102 Mol-% Kataly-
sator sowie Zugabe einer weiteren Portion von 3.0x 1072 Mol-% 3 h nach
Reaktionsbeginn. [e] Die Reaktion erfolgte zunichst mit 3.0-107> Mol-%
Katalysator sowie Zugabe von weiteren Portion je 0.6x 107> Mol-% 2, 4
und 6 h nach Reaktionsbeginn. [g] Ermittelt durch HPLC-Analyse nach
Acetylierung mit 3,5-Dinitrobenzoylchlorid; die Zuordnung der absolu-
ten Konfiguration erfolgte durch den Vergleich mit einer Referenzver-
bindung.

Tabelle 4: Oxidation von 10-Undecensiure (4 f) mit P450-BM3-A74G/
L188Q-Rohlysat im priparativen Mafistab.
1. P450 BM3 A74G/L188Q

OH
2. CH,N,
WCOOH W\COOMe
Nr. P450 BM3 Ausbeute [%]"! ee [%]"
[1072 Mol-%]
1 3.0 30 >89
2 6.0 63 >87
3 9.0 80 92
4 15.0 69 >90

Reaktionsbedingungen: £60 mL: P450-BM3-Rohlysat, 0.6 mmol Sub-
strat, 36 kU Katalase, 30 Vol.-% Aktivititspuffer, GDH-Glukose-NADPH-
Recycling. [a] Ausbeute des isolierten Produkts. [b] Ermittelt durch
HPLC-Analyse nach Acetylierung mit 3,5-Dinitrobenzoylchlorid; die Zu-
ordnung der absoluten Konfiguration erfolgte durch den Vergleich mit
einer Referenzverbindung sowie anhand des Drehwerts.

dass Umsatzwerte aus Durchmusterungsexperimenten -
entgegen ihrer Eignung fiir den relativen Vergleich unter-
schiedlicher P450-BM3-Mutanten — keine Aussagekraft hin-
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sichtlich der Produktivitdit von P450-BM3-Mutanten im
Rahmen préparativer Synthesen besitzen. Des Weiteren
scheint die Monooxygenase eine hohere Aktivitdt und Sta-
bilitdit in Rohlysaten aufzuweisen als in aufgereinigten
Proben, wobei dieser Effekt bei Anwendung hoher Enzym-
konzentrationen besonders auffillig war.

Zusammenfassend wurde die A74G/L188Q-Doppelmu-
tante der P450-BM3-Monooxygenase als aktiver und selek-
tiver Biokatalysator fiir die asymmetrische allylische Hydro-
xylierung von wm-Alkensduren und den entsprechenden
Estern identifiziert, wobei dieses Enzym den Zugang zu S-
konfigurierten Allylalkoholen ermoglicht und ein breites
Substratspektrum aufweist. Die Tatsache, dass eine hohe
Chemo- und Enantioselektivitidt unabhéingig von der Ket-
tenldnge der Substrate sowie der vorliegenden Estergruppe
beobachtet wurde, weist darauf hin, dass die Ursache der
Selektivitédt nicht in spezifischen Wechselwirkungen mit de-
finierten Aminosdureresten im aktiven Zentrum begriindet
liegt. Vielmehr muss von einer generellen Orientierung der
Verbindungen mit einer w-Alkensdureeinheit im Substrat-
kanal ausgegangen werden. Die relativ starre Carbonylein-
heit konnte dabei als Ankerpunkt fiir die Orientierung dieser
Verbindungen dienen, da in der Vergangenheit geringere
Enantioselektivitdten mit den vergleichbaren, aber wesent-
lich flexibleren Alkanen erhalten wurden.”! Das Potential
der GQ-Mutante fiir préparative asymmetrische Synthesen
wurde zudem durch die Herstellung von begehrten Baustei-
nen fiir die Synthese von biologisch aktiven Verbindungen
demonstriert. Dabei konnten Ausbeuten von bis zu 80 % und
priazedenzlose Enantioselektivititen von bis zu >99% ee
verzeichnet werden. Ferner wurden grundlegende Erkennt-
nisse fiir die Anwendung dieser vielversprechenden Mono-
oxygenase fiir synthetische Zielsetzungen im Allgemeinen
bereitgestellt.

Experimentelles

Enzymatische Oxidationen von w-Alkensduren und Estern (pripa-
rativer MaBstab): Die P450-BM3-katalysierten Oxidationen wurden
in sterilen 100-mL-Dreihalskolben mit kreuzformigen Riihrfischen
und einem Gesamtvolumen von 60 mL durchgefiihrt. Die Reakti-
onsgemische enthielten P450-BM3-A74G/L188Q-Monooxygenase
(9 um, Rohlysat fiir die Oxidation von Sduren; 3 uMm, aufgereinigtes
Enzym fiir die Oxidation von Estern), 30 Vol.-% Aktivitatspuffer
(50 mm KPi, 50 mm Tris-HCI, 250 mm KCI, pH 8.0), NADP" (200 pm
fiir die Oxidation mit Rohlysat, 100 um fiir die Oxidation mit aufge-
reinigtem Enzym), 15U GDH, 400mm Glukose (sterile 3.3m
Stammlosung in 50 mm KPi-Puffer, pH 7.5), 36 kU Katalase (aus
Micrococcus lysodeikticus) und gegebenenfalls DMSO in 50 mm KPi-
Puffer (pH 7.5). Die Losungen wurden unter Riihren durch fiinf-
miniitiges Begasen mit O, gesittigt und die Reaktionen durch Zugabe
von Substrat (0.6 mmol) initiiert. Die Kolben wurde unmittelbar nach
Reaktionsbeginn an einen Metrohm-848-Titrino-Plus-pH-Staten an-
geschlossen, sodass wihrend der gesamten Reaktionsdauer durch
kontinuierliche Zugabe einer 1M NaOH-Losung ein konstanter pH-
Wert von 7.5 gewihrleistet wurde. Die Oxidationen erfolgten bei
30°C iiber einen Zeitraum von 16 h; im Fall der aufgereinigten En-
zymproben erfolgte Zugabe von zusitzlichem Biokatalysator im
Verlauf der Oxidation (3 x 0.6 pM nach 2, 4 und 6 h). Reaktionsver-
laufe wurden iiber die zeitabhingige Menge an zugesetzter Base
verfolgt und Reaktionen durch Sattigung der Losung mit NaCl be-
endet, sobald die Titrationskurve eine Séttigung zeigte. Protein wurde
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tiber Nacht bei 4°C denaturiert, die Reaktionslosungen mit 1m HCI-
Losung auf pH~2 angesduert und mit EtOAc (40 mL) extrahiert.
Dabei war fiir den ersten Extraktionsschritt eine Zentrifugation er-
forderlich, um eine Phasentrennung zu erreichen. An der Interphase
bildete sich ein bréaunliches Pellets, das mittels eines Spatels in die
organische Phase iiberfiihrt wurde. Es folgten konventionelle Ex-
traktionsschritte (4 x40 mL). Die vereinigten organischen Phasen
wurden mit MgSO, getrocknet. Entfernen des Losungsmittels unter
reduziertem Druck lieferte die Rohprodukte; im Fall der Séuren
wurden diese einer Methylierung mit CH,N, unterworfen. Chroma-
tographische Aufreinigungen der Proben an Kieselgel mit n-Pentan/
Et,0-Gemischen (8:2—6:4) lieferten die Produkte.
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