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Abstract: Enantiomerenreine, chirale Amine sind unentbehr-
liche Bausteine in bioaktiven Pharmazeutika, und ihre Syn-
these aus einfachen Startmaterialien ist daher von grofem In-
teresse. Eine der vielversprechendsten Strategien ist die che-
misch anspruchsvolle, stereoselektive Synthese chiraler Amine
durch eine C-H-Aminierung. Hier berichten wir iiber den
Einsatz einer Multienzym-Kaskade, generiert in einer einzel-
nen bakteriellen Ganzzelle, die es moglich macht, stereose-
lektive Aminierungen in Benzylposition mit ee-Werten von
97.5 % zu katalysieren. Die Kaskade nutzt dabei vier heterolog
exprimierte, rekombinante Enzyme, wobei die notigen Ko-
faktoren von der Wirtzelle bereitgestellt werden und Isopro-
pylamin als Aminodonor extern zugegeben wird. Diese Kas-
kade reprisentiert damit das erste Beispiel eines erfolgreichen
De-novo-Designs eines einzelnen Ganzzellen-Biokatalysators
fiir die formale stereoselektive C-H-Aminierung.

Die stereoselektive C-H-Aminierung ist
eine sehr vielversprechende Synthesestrate-
gie fiir die Umsetzung von einfachen Start-
materialien hin zu hochwertigen, chiralen
Aminobausteinen und hat daher grofles In-
teresse in der organischen Chemie auf sich
gezogen. Die bisher erfolgreichsten chemi-
schen Strategien umfassen dabei intramole-
kular und Ubergangsmetall-katalysierte Re-
aktionen mit einer breiten Vielzahl an
chemischen” und enzymatischen®™* Kataly-
satoren. Das Ziel dieser Studie war die
Konstruktion de-novo-biosynthetischer Mul-
tienzym-Kaskaden, deren genereller Aufbau
durch retrosynthetische Aspekte geleitet
wurde.’! Dies fiihrte zu der Konstruktion
eines einzelnen bakteriellen Zellsystems, das
die stereoselektive C-H-Aminierung in Ben-
zylposition ausgehend von einfachen, nicht-
funktionalisierten organischen Substraten
unter Verwendung von molekularem Sauer-
stoff und Isopropylamin katalysieren kann
(Abbildung 1).
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Abbildung 1 zeigt die Modellkaskade, die insgesamt vier
Enzyme einschlieft und basierend auf fritheren Arbeiten
unserer und anderer Gruppen™®'* konstruiert wurde. Um
die Benzylalkohole 2a—e zu generieren, wird hierbei zunéchst
die initiale C-H-Aktivierung durch eine selbstversorgende
Cytochrom-P450-Monooxygenase katalysiert. Im néchsten
Schritt werden diese von zwei enantiokomplementiren Al-
koholdehydrogenasen (ADHs) zu den Ketonen 3a-e oxi-
diert. Da die C-H-Aktivierung nicht immer stereoselektiv
verlduft, wurde der Einsatz von zwei ADHs als notwendig
erachtet, um die Gesamtausbeute zu steigern. Zuletzt wurde
eine Transaminase (ATA) genutzt, um die Amine 4a—e mit
der gewiinschten Stereoselektivitdt zu erhalten. Nach unse-
rem Wissen reprisentiert dieses System das erste Beispiel
einer Kaskade aus vier Enzymen, wodurch die Frage aufge-
worfen wurde, ob diese Enzyme in einem einzelnen Ganz-
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Abbildung 1. E.coli-BL21(DE3)-Zellen, die eine Monooxygenase [Y96F], R- und S-selektive
Alkoholdehydrogenasen [LbRADH und ReSADH] sowie eine w-Transaminase [ATA117] be-
herbergen und damit fihig sind, 4-substituierte Ethylbenzolderivate 1a—e in entsprechende
a—e, Ketone 3a—e und letztlich Amine 4a—e umzusetzen.

zellensystem miteinander kompatibel sind, bedenkt man die
komplexe Nachfrage nach Kofaktoren, den Transport von
Substrat und Produkt durch die Zellwand, die metabolische
Stabilitidt sowie die potenzielle Toxizitdt der Intermediate und
Produkte.

Basierend auf ihrer bereits bekannten Komplementaritét
beziiglich der Substraterkennung wurden die Enzyme sorg-
faltig ausgewdhlt. Das erste Enzym ist eine konstruierte,
chimire, selbstversorgende P450-Monooxygenase (Y96F)Y
bestehend aus der katalytischen Domédne P450camY96F, an
die eine reduzierende Domine aus Rhodococcus sp.
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(RhFRed) gekuppelt wurde. Dieses Enzym produziert ein
nichtracemisches Gemisch der Alkohole 2a—e mit einer ge-
nerellen Priferenz fiir das R-Enantiomer.!"” Fiir den nichsten
Schritt wurden zwei Alkoholdehydrogenasen mit komple-
mentéirer Stereoselektivitdt ausgewidhlt. LORADH aus Lac-
tobacillus brevis ist bekannt fiir die Oxidation von R-Alko-
holen unter Verbrauch von NADP*,'"! wohingegen ReSADH
aus Rhodococcus erythropolis S-Alkohole unter Verbrauch
von NAD™ als Kofaktor oxidiert."?) Der finale Schritt der
stereoselektiven Bildung chiraler Amine wird durch eine w-
Transaminase ATA-117 aus Arthrobacter sp. Kkatalysiert,
wobei zusitzlich sowohl ein Aminodonor als auch Pyridoxal-
5-phosphat (PLP) benotigt werden.!'!

Der Reaktionspfad wurde zunichst in Escherichia coli
eingefiihrt (Abbildung 1), wobei Abbildung 2 zeigt, dass
hierbei ein System aus zwei Plasmiden genutzt wurde. Um
mogliche Probleme wie eine ineffiziente Transkription und/

pPBO1/

ReSADH+
LbRADH+
ATA117

Abbildung 2. E.-coli-BL21(DE3)-Zellen, cotransformiert mit zwei Plas-
miden: Ein Plasmid beherbergt eine Monooxygenase [Y96F], das
andere tragt die R- und S-selektiven Alkoholdehydrogenasen [LbRADH
und ReSADH] sowie die o-Transaminase [ATA117]. ORF =offener Le-
serahmen (open reading frame), ORI = Replikationsursprung (origin of
replication).

oder Translation zu vermeiden, wurde ein monocistronisches
Design gewihlt. Dies sichert eine unabhéngige Regulation
eines jeden Gens durch das jeweilige Operon (Abbildung S1
der Hintergrundinformationen). Fiir die Mehrheit der Kas-
kade wurde ein neues Plasmid, pPB01, konstruiert, das keine
regulatorischen Elemente in direkter Ndhe der Restriktions-
schnittstellen EcoRI und PstI aufweist. Das Plasmid pPBO1
ist abgeleitet vom Plasmid pTrcHis (Lifetechnologies) und
tragt den pBR322-ORI, das Gen fiir Ampicillin-Resistenz
sowie das Gen des lac-Repressors, wodurch es mit jedem
Operon reguliert werden kann, das den lac-Operator fiir die
Regulation der Expression nutzt. Dieses Plasmid erméglicht
die Einfiihrung von Operonen im BioBrick-Format fiir eine
schnelle Klonstrategie.'"! Durch diese Methode wurde das
finale Konstrukt pPB01/ReSADH + LORADH + ATA117,
das drei neue Gene trigt (Abbildung S2), generiert und ge-
meinsam mit dem Plasmid pCDF/Y96F, welches das P450-
Gen trégt, in E. coli eingefiihrt. Diese Zwei-Plasmid-Strategie
wurde gewihlt, um eine bessere Kontrolle der P450-Expres-
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sion zu gewdihrleisten, da diese toxisch fiir bakterielle Zellen
sein kann.

Die Protein-Gelelektrophorese sowie der Western Blot
der loslichen Fraktionen des Zelllysats der E.-coli-BL21-
(DE3)-Zellen mit beiden Plasmiden nach der Induktion mit
Isopropyl-B-p-thiogalactopyranosid (IPTG) zeigten die
Banden, die aufgrund des Molekulargewichts der Enzyme zu
erwarten waren (Abbildung S3). Das Ganzzellensystem
wurde daraufhin auf die Umsetzung des Substrats 1a zum
Produkt 4a getestet, womit die Aktivitdt der durch die Plas-
mide pCDF/Y96F und pPB01/ ReSADH + LbSADH +
ATA117 kodierten Kaskade gemessen werden konnte. Hier-
bei wurde Produkt 4a durch den Vergleich mit dem k&uflich
erworbenen Standard des Amins 4a in jeder Probe gaschro-
matographisch nachgewiesen (Abbildungen 3 und S9).

70
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Abbildung 3. Gaschromatogramm der optimierten Ganzzellen-Bio-

transformation von Substrat 1a nach 24 und 48 h. Reaktionsbedingun-

gen: 300 mgmL ™" Zellkonzentration, T mm Substratkonzentration in

50 mm Natriumphosphatpuffer bei pH 7.4 mit der Zugabe von
200 mwm Isopropylamin nach 24 h (inkubiert bei 20°C und 220 rpm).

Um die Reaktionsbedingungen zu optimieren, wurden die
Auswirkungen einer Vielzahl von Parametern anhand der
Modellumsetzung des Substrats 1a zu 4a untersucht. Eben-
falls wurden diverse Parameter fiir ein verbessertes Zell-
wachstum getestet, wobei 16 h Expressionszeit der Proteine
in BL21(DE3)-Zellen bei 20°C die besten Umsetzungen er-
gaben. Die Induktion mit 0.4 mm IPTG erfolgte bei ODgy, =
0.6 des M9-Minimal-Mediums, das zuvor mit 2 mm MgSO,,
0.2 mm CaCl, und 3 mm FeCl; versetzt worden war. Zusétz-
lich wurden 0.5 mm 5-Aminoldvulinsdure (5-ALA) bei der
Induktion zugegeben (Hintergrundinformationen unter 1D).

Der Einsatz von Isopropylamin (IPA) als Aminodonor
ergab bessere Umsetzungen als mit Alanin, weshalb fortan
ausschlieflich IPA in allen Optimierungsexperimenten ge-
nutzt wurde (Tabelle 1). Ein starker Verlust an Aktivitét
zeigte, dass IPA den ersten P450-katalysierten Schritt inhi-
biert. Dies konnte minimiert werden, indem das Substrat 1a
(alle Substrate wurden von einer 500 mm Stammlosung in
DMSO zugegeben) und der Aminodonor IPA in konsekuti-
ven Schritten zugefiigt wurden. So wurde die Reaktionslo-
sung mit dem jeweiligen Substrat zunéchst 24 h bei 20°C in
verschlossenen Reaktionsgefdflen inkubiert, die zum einen
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Tabelle 1: Umsetzung von 1a—e und 2a in die jeweiligen Amine 4a— 24 -
e unter Verwendung der Kaskade aus den Enzymen Y96F, LbRADH,
ReSADH und ATA117. 221 (S)-4a (R)-4a
Substrat Aminodonor Umsetzung zu den T 20 1
Aminen 4a-e [%]"
18 1 ee =97.5%
2a IPA 45 pATau 16 A — 4a ace_tylierter,
T1a L-Ala 0 racemischer
1a IPA 26 14 ] ftandard_
b A 17 — i
Tc IPA 14 12 4 produkt
1d IPA 15
Te IPA > 1%3.50 3375 34.00 3425 3450 3475 3500 3525 3550
[a] Ausbeute ermittelt durch Gaschromatographie nach 48 h. tImin —>
Abbildung 4. Gaschromatographie an chiraler Phase der acetylierten
Biotransformationsprodukte 4a im Vergleich mit handelsiiblichen, ace-
sowohl geniigend Kopfraum und damit eine ausreichende  tylierten Standards.
Zufuhr an molekularem Sauerstoff bereitstellen und zum
anderen den Verlust der fliichtigen Substrate minimieren. Im
zweiten Schritt wurde 200 mM IPA zu der Biotransformation = moglicht. Bis auf die externe Zugabe von Isopropylamin und
gegeben und erneut 24 h bei 20°C, basierend auf dem Bericht ~ molekularem Sauerstoff bedarf es keiner weiteren Kofakto-
von Koszelewski et al., inkubiert.® Zusitzlich wurde der  ren, und weder die Substrate, Kofaktoren und Intermediate
Einfluss der externen Zugabe von PLP als Kofaktor unter- noch die Produkte zeigen eine signifikante negative Auswir-
sucht, wobei sich allerdings zeigte, dass die Ausbeute hier-  kung auf die Biotransformation. Die flexible und generische
durch nicht verbessert werden konnte. Dies stimmt mit der  Gestaltung der Kaskade wird eine einfache Substitution der
Beobachtung iiberein, dass E. coli grofie Mengen an endo-  individuellen Enzyme mit Homologen oder Mutanten erlau-
genem PLP produziert, wodurch eine externe Zugabe iiber-  ben und bietet damit den Ausgangspunkt fiir das Design und
fliissig wird.! die Konstruktion alternativer Kaskaden fiir die enantiose-

Um die optimalen Reaktionsbedingungen zu bestimmen, lektive C-H-Aminierung anderer Substrate.
wurden die Auswirkungen diverser Komponenten wie der
Zellkonzentration (Abbildung S5), Aminodonorkonzentrati-
on (Abbildung S6) sowie Substratkonzentration (Abbil- Danksagung
dung S7) getestet, wobei die beste Umsetzung in Tabelle 1
und Abbildung 3 dargestellt ist. Wird racemisches 1-(4-Flu-  Die Arbeiten erhielten eine Forderung der Innovative Me-
orphenyl)ethanol (2a) anstelle des Substrats 1a als Aus-  dicine Initiative Joint Undertaking no. 115360 sowie des Eu-
gangsstoff genutzt, wird eine Umsetzung von 45% in das  ropean Union’s Seventh Framework Programme (FP7/2007-
finale Amin 4a beobachtet, wobei 18 % des nicht umgesetz-  2013) und EFPIA companies. Wir danken Dr. Andrew Collis
ten Ketonintermediats 3a und keinerlei Spuren des Alkohols  (GSK) fiir die hilfreichen Diskussionen iiber das Plasmid-
2a verbleiben (Abbildung S9). Da niedrigere Ausbeuten und Operondesign. NJ.T. und S.L.F. danken der Royal So-
(26 %) erzielt werden, wenn Substrat 1a eingesetzt wird, istzu  ciety fiir Wolfson Research Merit Awards.
vermuten, dass der erste, Y96F-katalysierte Schritt die Ge-
samtumsetzung limitiert. Es wurde daher versucht, die Akti-  Stichwérter: Aminierungen - Biokatalyse - Chirale Amine -
vitdt der Monooxygenase zu steigern, indem hohere Kon-  Enzymkaskaden - Ganzzellen-Biotransformation
zentrationen von 5-ALA bei der Induktion zugesetzt wurden
oder eine Glucose-Dehydrogenase II aus Bacillus megateri-  Zitierweise: Angew. Chem. Int. Ed. 2016, 55, 15111513
um als mogliches Kofaktorreycling-System coexprimiert Angew. Chem. 2016, 128, 15331536
wurde; allerdings ergab keiner der beiden Ansdtze eine
Verbesserung.

Die TransaI.ni.nase ATALLT ist bekannt fur ei.ne.ausge— [1] M.-L. Louillat, F. W. Patureau, Chem. Soc. Rev. 2014, 43, 901
prégte R—Selekthlltat, und‘das Produkt 4?1 kgnnte mithilfe von [2] R. A. Green, IE Hartwig, Ang’ew. Chem. Int. Ed. 2015,’ 54, 37 68:
Gaschromatografie an chiraler Phase mit einem ee-Wert von Angew. Chem. 2015, 127, 3839.

97.5% als R-konfiguriert bestitigt werden (Abbildung 4). [3] a) C. C. Farwell, R. K. Zhang, J. A. McIntosh, T. K. Hyster, F. H.
Um den Substratumfang der Kaskade zu erweitern, wurde Arnold, ACS Cent. Sci. 2015, 1, 89; b) R. Singh, J. N. Kolev, P. A.
der Umsatz einer kleinen Auswahl an Ethylbenzolderivaten Sutera, R. Fasan, ACS Catal. 2015, 5, 1685.

1b-e zu den Aminen 4b—e (5-17 %) untersucht (Tabelle 1). [4] M. Schrewe, N. Ladkau, B. Biihler, A. Schmid, Adv. Synth. Catal.

Zusammenfassend wurde eine neue biokatalytische Kas- 2013, 355, 1693. . )
kade, basierend auf der Coexpression von vier Genen in einer [5) N-J. Turner, E. O'Reilly, Nat. Chem. Biol 2013, 9, 285.

o . . . [6] K. Tauber, M. Fusch, J. H. Sattler, J. Pitzer, D. Pressnitz, D.
einzelnen bakteriellen Zelle, entwickelt, die eine Umsetzung Koszelewski, K. Faber, J. Pfeffer, T. Haas, W. Kroutil, Chem. Eur:
der Ethylbenzolderivate 1a—e in die enantiomerenreinen R-1- J. 2013, 19, 4030.

Phenylethanamine 4a-e in Ausbeuten von bis zu 26 % er- [7] S. Klatte, V. F. Wendisch, Bioorg. Med. Chem. 2014, 22, 5578.
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