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Abstract: Die Anwendung von Tryptophan-Halogenasen fiir
die enzymatische Halogenierung hat noch gravierende Limi-
tierungen. Diese konnten mittels gerichteter Evolution iiber-
wunden werden, jedoch bedarf die Durchmusterung grofler
Mutantenbibliotheken eines robusten Hochdurchsatz-fihigen
Testsystems. Im Hinblick darauf wurde eine Suzuki-Miyaura-
Kreuzkupplung als quantitativer Halogenase-Assay auf Basis
der Bildung eines fluoreszierenden Aryltryptophans entwi-
ckelt. Die Methode wurde fiir die Anwendung im E.-coli-Lysat
ohne intermedidre Aufarbeitung optimiert und ermdoglicht es,
halogenierte Tryptophanderivate mit hoher Spezifitit in der
Mikrotiterplatte quantitativ nachzuweisen. Unter Verwendung
dieses Verfahrens wurde eine thermostabile Tryptophan-6-
Halogenase gefunden, indem mittels fehlerbehafteter PCR eine
Mutantenbibliothek erzeugt wurde, die mithilfe der fluoroge-
nen Kreuzkupplung auf erhohte Thermostabilitit durchmus-
tert wurde. Diese Methode lieferte eine verbesserte Enzymva-
riante mit deutlich gesteigerter Stabilitit sowie 2.5-fach ver-
besserter Aktivitiit.

I m Laufe der Evolution hat sich in der Natur ein umfang-
reicher Baukasten zur biokatalytischen C-H-Funktionalisie-
rung entwickelt, der auch fiir die chemo-enzymatische Syn-
these unter milden Reaktionsbedingungen genutzt werden
kann." In diesem Kontext ist z. B. die enzymatische Haloge-
nierung von hohem Interesse, weil der biochemische Prozess
lediglich Sauerstoff, den Kofaktor FADH, sowie Halogenid-
salze fiir die nachhaltige Synthese von Arylhalogeniden er-
fordert, um mit oftmals hoher Regiospezifitit Halogensub-
stituenten in organische Verbindungen einzufiigen.”! Die
wegweisenden Arbeiten der Gruppen von van Pée und Walsh
trugen mafgeblich zur Entdeckung und Charakterisierung
der Flavin-abhingigen Tryptophan-Halogenasen bei, die
einen beeindruckenden Halogenierungsmechanismus offen-
barten.’” Dies ebnete den Weg, um diese Biokatalysatoren
fir die Halogenierung von L-Tryptophan (Trp) und ver-
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wandten Derivaten fiir die organische Synthese zu erschlie-
Ben.®! Leider ist ihre praktische Anwendbarkeit durch ge-
ringe Effizienz und unzureichende Stabilitédt stark begrenzt.
Wir konnten dieses Manko teilweise beheben, indem wir 2015
die Stabilitdt der Trp-7-Halogenase RebH durch vernetzte
Enzymaggregate steigerten, womit die beliebig skalierbare
regioselektive Bromierung bis zum Gramm-Mafstab moglich
war.'”l Lewis et al. verfolgten hingegen zufallsbasierte Mu-
tagenese, um die Thermostabilitit und Lebensdauer von
RebH zu verbessern.'!! Dies fiihrte zu einer stabileren Mu-
tante mit hoherer thermischer Stabilitit, die aber eine ver-
ringerte katalytische Effizienz aufwies. Neuere Ansitze
trugen dazu bei, auf Basis rationaler und zufallsbasierter
Strategien das Substratspektrum in Richtung verschiedener
aromatischer Substrate zu erweitern.'">"¥) Dennoch waren die
anfianglichen Bestrebungen, verbesserte Halogenasen durch
gerichtete Evolution auf Basis von UHPLC-Screenings zu
konstruieren, wegen des geringen Durchsatzes stark begrenzt.
Gewohnlich beruhen effiziente und robuste Testsysteme auf
Kolorimetrie oder Fluoreszenz und erlauben mit grofem
Erfolg, deutlich groere Mutantenbibliotheken in Mikroti-
terplatten, Zellsortierern oder direkt auf Agarplatten zu se-
lektionieren.!* " Fiir die Halogenasen wurde als Alternative
zu einem HPLC-basierten Assay die Addition von Aminen
an Chinone berichtet, die es ermoglichte, die Halogenierung
von Arylaminen kolorimetrisch zu verfolgen.'”) Vor kurzem
wurde auBBerdem von Lewis et al. tiber ein MALDI-ToF-MS-
Testverfahren berichtet, in dem Deuterium-markiertes
Tryptamin als Substrat verwendet wurde, um die Regiose-
lektivitdt von RebH durch gerichtete Evolution zu modifi-
zieren.!

Aufgrund der begrenzten Anwendbarkeit vorangegange-
ner Tests sahen wir uns veranlasst, einen universellen Halo-
genase-Assay fiir das Zelllysat zu entwickeln, der tiberwie-
gend unabhingig von anderen funktionellen Gruppen sein
und den eingefiihrten Halogensubstituenten spezifisch mo-
difizieren sollte. Daher wendeten wir uns Palladium-kataly-
sierten Kreuzkupplungen zu, die sich durch eine ausreichende
Bioorthogonalitit auszeichnen.”) Wir nahmen an, dass das
resultierende Biaryl-Reaktionsprodukt deutlich unterschied-
liche spektroskopische Eigenschaften aufweisen sollte, wie
bereits von Goss et al. demonstriert wurde.””! Insbesondere
die Suzuki-Miyaura-Kreuzkupplung (SMK) sollte fiir diesen
Zweck geeignet sein, weil der Katalysator wéssrige Reakti-
onsmedien toleriert, die eingesetzten Boronsduren iiberwie-
gend stabil und keine Schutzgruppen erforderlich sind.**! Die
Forschungsgruppen von Goss und O’Connor hatten zuvor die
SMK zur Derivatisierung von Naturstoffen genutzt, um
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funktionalisierte Peptide und Indolalkaloide zu synthetisie-
ren.’>? Darauf aufbauend veroffentlichten wir jiingst eine
Eintopfsynthese bestehend aus In-situ-Bromierung, SMK und
N*-Boc-Schiitzung, mit der wir Aryl-substituierte Trypto-
phane herstellen konnten.””! Unabhingig von unseren Ar-
beiten verwendeten Lewis et al. parallel Rohextrakte der
halogenierten Verbindungen zur Arylierung und Buchwald-
Hartwig-Aminierung oder Alkoxylierung.”® Eine umfassen-
de Studie von Micklefield et al. beschiftigte sich mit der
Katalysator-kontrollierten ~C-H-Funktionalisierung beste-
hend aus Biohalogenierung und SMK im Eintopfprozess.”!
Dabei stellte sich heraus, dass die rdumliche Trennung von
Halogenase und Metallkatalysator ein vielversprechender
Ansatz ist, um die intrinsische Inkompatibilitdt von enzyma-
tischer Halogenierung und Metallkatalyse zu {iberwinden.
Zur Entwicklung des Halogenase-Assays begannen wir,
verschiedene Aryltryptophane herzustellen, um geeignete
Sonden fiir den Test zu identifizieren (Abbildung 1). Die
Synthese der C7-substituierten Verbindungen 6-9 gelang mit

Br R
NH 5 Mol-% Na,PdCl NH
Y 15 Mol-% SPhos X
5 Aquiv. KsPO4
+ R-B(OH), —— V%604
HoN Ok (OH), H,O/Dioxan (3:1) H,N OH
95 °C, 30-60 min 0
R: Ph (2) Mikrowelle (50 W)
! Ph(3-NH_) (3) Fy HN %
Ph(4'-OMe) (4) \@/
2"-Furyl (5)
6 7

Abbildung 1. Synthese von C7-Aryl-substituierten Tryptophanderivaten.

5 Mol-% Na,PdCl; zusammen mit dem Buchwald-Liganden
SPhos,***! 2 Aquiv. Boronsiure sowie K,CO; oder K;PO,.
Die UV-absorptionsspektroskopische Untersuchung zeigte
fiir Trp und die meisten der untersuchten Derivate eine starke
Absorption unterhalb 1=225nm (Tabelle 1; SI1 in den
Hintergrundinformationen). Trp und 1 wiesen aufferdem ein
Maximum bei A=280nm auf, wihrend die Spektren der
Derivate 6-9 bathochrom zu A=300-320 nm verschoben
waren. Anhand dieser Beobachtungen lief sich der starke
Einfluss der eingefiihrten Aryl-Gruppe auf die spektrosko-
pischen Eigenschaften erkennen (Tabelle 1). Obwohl 9 die
grofite Rotverschiebung des Spektrums aufwies, entschieden
wir uns, stattdessen das Anilinderivat 7 ndher zu untersuchen.
Diese vielversprechende Zielverbindung fiir den Halogenase-

Tabelle 1: Ubersicht der spezifischen UV-Absorptionsmaxima von Tryp-
tophan und seinen C7-substituierten Derivaten bei pH 7 und 20°C.

R-B(OH), Verbindung Amax [NM]
- L-Tryptophan 280
- L-7-Bromtryptophan (1) 284
2 L-7-Phenyltryptophan (6) 300
3 L-7-(3"-Aminophenyl)tryptophan (7) 300
4 L-7-(4"-Methoxyphenyl)tryptophan (8) 297
5 L-7-(2-Furyl)tryptophan (9) 317
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Assay zeichnet sich durch erhohte Wasserloslichkeit aus, und
zudem ermdoglicht es die zusétzliche NH,-Gruppe, haloge-
nierte Indole, die im Allgemeinen nur schwer ionisierbar sind,
durch LC-MS nachzuweisen.

Die nachfolgende Anwendung der SMK im Bakterien-
rohlysat war anspruchsvoll. Wir begannen die Optimierung
der Reaktionsbedingungen im E.-coli-Lysat mit der Trypto-
phan-Halogenase RebH. Diese wurde zur Bromierung von
5 mm Trp eingesetzt, um insitu 1 mit >99 % Endumsatz zu
generieren (SI2). Dieses Rohlysat, das die bromierte Ver-
bindung 1 enthielt, fungierte in folgenden Experimenten als
Modellsystem fiir die SMK (Abbildung 2 A). Die schrittweise

A NH,

&
o O
B(OH), O
3 (10 Aquiv.)
<~ NH

E.-coli-Rohlysat

OH 50 Mol-% Pd(sSPhos) OH
H,N 15 Aquiv. K3POy4 HoN
120 min, 95 °C

= O

7

B) c)

L-7-Ph(3-NH,)-Trp (7)

(3-HN-Ph),

L-7-Ph(3-NH)-Trp (7)

120 min
L7-BrTrp (1)
sSPhos/Addukt
<1 min

o 1 2 3 4 5 & 7 8 6
tr/ min

A (280 nm)
A (300 nm)

Abbildung 2. A) SMK zwischen Arylhalogenid 1 und Boronséure 3 im
E.-coli-Lysat. B) Das Diagramm der RP-HPLC bei A =280 nm fuir die
Kreuzkupplung im Rohlysat zeigt annahernd vollstandigen Umsatz von
1 nach 120 min Inkubation bei 95°C. Die erfolgreiche Synthese von 7
wurde mittels LC-MS sowie durch Vergleich mit authentischem Stan-
dard bestitigt. Spuren von Chlortryptophan verblieben im Lysat, und
das Homokupplungsprodukt 3,3’-Diaminobiphenyl wurde als dominan-
tes Nebenprodukt identifiziert. C) Die Untersuchung des zeitlichen
Verlaufs der Kreuzkupplung bei A =300 nm detektiert in dem Bereich
des Spektrums lediglich das Produkt 7 (t;=2.2 min), dessen Synthese
quantitativ nachverfolgt werden kann. sSPhos = Natrium 2"-Dicyclo-
hexylphosphanyl-2,6-dimethoxy-1,1"-biphenyl-3-sulfonat-Hydrat.

Optimierung (sieche Hintegrundinformationen fiir eine de-
taillierte Beschreibung) ergab schlieBlich eine robuste Syn-
thesevorschrift, die fiir die Screening-Reaktion im Lysat an-
wendbar war. Die verbesserten Reaktionsbedingungen lie-
ferten >98 % Endumsatz zum Produkt 7 nach 120 min, wie
durch HPLC und LC-MS gezeigt, wihrend geringe Mengen
Chlortryptophan nicht umgesetzt wurden und als Nebenre-
aktion die Sauerstoff-induzierte Homokupplung der Boron-
sdure vorherrschte. Das HPLC-Signal bei 3.3 min lie3 sich
dem wasserloslichem SPhos-Liganden zuordnen. Auflerdem
wurde ein Addukt zwischen dem Liganden und 3 als Ne-
benprodukt identifiziert (Abbildung 2B; SI6). Die zusitzli-
che Untersuchung des Reaktionsfortschritts iiber die UV-
Absorption bei 4 =300 nm (Abbildung 2C) ermdéglichte es,
die Bildung des Chromophors 7 spezifisch zu beobachten,
wihrend die Ausgangsverbindung sowie andere Reaktions-
komponenten in diesem Spektralbereich nicht detektiert
wurden. Diese Ergebnisse stellten einen essenziellen Aus-
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gangspunkt fiir die weitere Entwicklung des Hochdurchsatz- 1 zu, wihrend Kontrollproben mit Trp insgesamt nur schwa-
Halogenase-Tests dar. che Fluoreszenz zeigten (Abbildung 3B). Zur weiteren Vali-
Zusatzlich wurden die Fluoreszenzeigenschaften von 7  dierung testeten wir RebH-Lysat, das gleichzeitig die beiden
untersucht, wobei sich ein Emissionsmaximum von A=  Komponenten Trp und 1 in variierendem molarem Verhiltnis
430 nm fiir eine Anregung im Bereich zwischen A =280 und  enthielt. Es resultierte eine analoge lineare Abhéngigkeit des
300 nm ergab. Im Unterschied dazu zeigte Trp keine Fluo-  Emissionssignals bei 4 =430 nm von der Produktkonzentra-
reszenz in diesem Spektralbereich (Abbildung3A; SI7). tion, das durch nicht-bromiertes Trp in der bindren Mischung
Zudem ist erwdhnenswert, dass die Fluoreszenz von Brom-  unbeeinflusst blieb. Um das Anwendungsspektrum zu er-
tryptophan (1) deutlich schwicher war als die anderer Deri-  weitern, wendeten wir den Assay auch auf die Trp-5- und Trp-
vate. Demzufolge wire ein Fluoreszenz-Assay, der lediglich ~ 6-Halogenasen PyrHP? bzw. Thal®! an. Entsprechend zum
auf der Einfiihrung des Br-Substituenten beruht, aufgrund  oben beschriebenen Verfahren wurden die C5- und C6-Aryl-
hoher Autofluoreszenz zelluldrer Kontaminationen ungeeig-  substituierten Isomere zu Verbindung 7 synthetisiert. Trotz
net. der weniger begiinstigten Kupplung in der elektronenreichen
Im Hinblick auf die Hochdurchsatz-Anwendung wurde  C5-Position und schwicherer Fluoreszenz waren auch die C5-
die Konzentrationsabhingigkeit im Mikrotiterplattenformat  und C6-substituierten Analyten geeignet, um die PyrH- und
untersucht. Lysat-Proben, die entweder Trp oder 1 enthielten,  Thal-Aktivitdt im Lysat nachzuweisen (SI18-10).
wurden mit Boronsdure 3 unter Anwendung der zuvor opti- Abschliefend strebten wir an, eine thermostabile Tryp-
mierten Bedingungen zur SMK inkubiert und nach Reakti- tophan-6-Halogenase durch Anwendung der fluorogenen
onsende am Mikrotiterplattenleser durch Fluoreszenzmes- SMK zu erzeugen, und entwickelten eine geeignete Hoch-
sung ausgewertet (Abbildung2A). Das Fluoreszenzsignal — durchsatz-Strategie (Abbildung 4). Um die Durchfiihrung des
nahm mit der Konzentration der bromierten Aminosdure  Tests zu vereinfachen, wurden versiegelte Mikrotiterplatten
zur Durchfithrung der SMK in einem Trocknungsofen bei
95°C aufbewahrt, wodurch ein erhohter Durchsatz moglich
A)  1.0-Absorption ElbrassshaiiEsian, 6000 war. Eine Thal-Mutantenbibliothek mit durchschnittlich zwei
Mex) = 300 nm Mutationen wurde durch fehlerbehaftete Polymeraseketten-
0.8 - reaktion (PCR) erzeugt, und die resultierenden Bakterien-
| 4000 § kolonien wurden in der Mikrotiterplatte zur Expression der
_§ 0.6 \‘.L-7-(3'-Aminophenyl)tryptgphan € Genvarianten kultiviert. Nach der Zelllyse wurden die Bi-
g ‘ g bliotheken 20 min bei 49°C behandelt, um auf erhohte
< 041 | 2000 g Thermostabilitdt zu selektionieren, denn in vorherigen Ex-
2 perimenten war gezeigt worden, dass der Wildtyp oberhalb
0.2 ;
200 300 400 500 600
A/ nm Selektionsdruck @
(Thermo-)Stabilitat, Kolonien picken,
B) x(7-Br-Trp) Lc"nsu_n_g§mittel, Kultivierung & —_— ,4///
R ,% e
o 7-Br-Tmp OH 000000000000 fehlerbehaftete PCR /
500004 o Binare Mischung: 7-Br-Trp + Trp -~ 150000 HoN 888888888888 Sattigungsmutagenese /
£ 9 o S S Ezaxsass DNA-Mischung etc
' 40000+ L 40000 383883358560
€ Enzymatische 000000000000
¥ 30000- 30000
ﬁ Varianten Kofaktorregenerierung
§ 20000 L 20000 Emtiyet| o r? iy Nz
i B(OH),
10000 - Br -
0 . . . . Lo / N - [N
0 10 20 30 40 50 — 3 2 =
¢/ umol L™ ~NH ~NH
Abbildung 3. UV-Absorptions- (rot) und Fluoreszenzemissionsspek- OH K;%f%%'igi?&o;m OH
trum (blau, A,,=300 nm). Das Absorptionsspektrum von 7 (-----) ist HoN E.-coli-Rohlysat HpN
gegeniiber dem von Tr.'p (—) bathochrom verschoben, mit' ' L (1) _ Fiuorogens N :200 -
/l-max:.’:OOInm sowie einem rotverschobenen Fluoreszenzemlssmns'ma- icht isoiort Suzuki-Miyaura-Kupplung x::. — 430
ximum bei A,,,, =425 nm, wihrend Trp nur schwache Fluoreszenz in C5: PyrH
diesem Bereich zeigt. B) Die Kalibrierung des Fluoreszenzsignals C6: Thal
(Aex=300 nm; A,,,=430 nm) auf die Konzentration bestitigt die Spezi- C7: RebH
fitat fiir die bromierte Aminosaure im Hochdurchsatztest (untere Abbildung 4. Schema zur gerichteten Evolution von Halogenasen
Achse: Konzentration von Trp oder Bromtryptophan 1) sogar in einem unter Anwendung der SMK fiir den Nachweis der Enzymaktivitit. Mit-
bindren Gemisch aus Trp und dem bromierten Derivat (obere Achse: hilfe dieser Methode wird der Selektionsprozess der Mutantenbiblio-
molares Verhiltnis von 7-Bromtryptophan). theken deutlich vereinfacht.
Angew. Chem. 2016, 128, 14365-14369 © 2016 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim www.angewandte.de 14367
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45°C die katalytische Aktivitit vollstindig verliert. Die hit-
zebehandelten Thal-Bibliotheken wurden zur Bromierung
von 5Smwm Trp bei 25°C eingesetzt, gefolgt von der Hoch-
durchsatz-SMK, um den verbliebenen Substratumsatz in der
Mikrotiterplatte zu bestimmen. Parallel dazu wurden Kon-
trollplatten ohne vorherige Wérmebehandlung analog un-
tersucht, um Expressionsmutanten vorab ausschlieBen zu
konnen. Die Durchmusterung von 300 Klonen fiihrte
schlieBlich zu einer Thal-Variante mit deutlich erhohtem
Endumsatz. Sequenzierung der Plasmid-DNA des entspre-
chenden Klons ergab die beiden Punktmutationen S359G und
K374R (im weiteren Verlauf als Thal-GR bezeichnet), die
ndher untersucht werden sollten. Da sich die Einfithrung
eines selten verwendeten AGA-Basentripletts, das fiir R374
codiert, negativ auf die Proteinausbeute auswirkte, musste
dieses gegen das in E. coli héufiger genutzte CGT-Codon
ausgetauscht werden, wodurch eine vergleichbar hohe Gen-
expression wie beim Wildtyp erreicht wurde (SI11).

Proben des gereinigten Proteins wurden 20 min bei
Temperaturen zwischen 40.0 und 62.5°C behandelt und
danach bei 25°C auf Bromierungsaktivitdt getestet, um die
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Denaturierung des Enzyms zu bestimmen. Dabei fanden wir,
dass der halbmaximale Inaktivierungspunkt (7)) von 47°C
(Wt-Thal; Wt =Wildtyp) auf 57°C (Thal-GR) zunahm (Ab-
bildung 5 A). Wihrend die Aktivitdt von Wt-Thal oberhalb
45°C stetig unter 5% sank, erreichte die thermostabile Va-
riante Thal-GR bei 49 °C > 99 % Endumsatz und erreichte bei
56°C noch 71 % Umsatz (Abbildung 5B). AuBerdem unter-
suchten wir die Lebensdauer der Halogenase durch Inkuba-
tion bei 40 °C fiir unterschiedliche Zeitrdume und setzten den
Biokatalysator anschlieBend zur Bromierung bei Raumtem-
peratur ein. Wihrend das Wt-Enzym bereits nach 2-3 h si-
gnifikant an Aktivitdt verloren hatte, wie auch durch Prizi-
pitatbildung sichtbar wurde, war Thal-GR noch nach 6 h In-
kubation aktiv mit 69% Endumsatz (Abbildung 5C). Die
Untersuchung der Enzymaktivitit belegte einen raschen
Anstieg des bromierten Produkts innerhalb von 90 min,
wihrend Wt-Thal nur 59 % des Substrats in diesem Zeitraum
umsetzte (Abbildung SD). Aus dem linearen Bereich be-
stimmten wir die spezifische Aktivitdt, wobei hervorzuheben
ist, dass Thal-GR eine 2.5-fach hohere Aktivitit als Wt-Thal
aufwies. Dieser Befund bestétigte zweifelsfrei, dass wir einen

A) B)
| ® Wildtyp-Thal Wildtyp-Thal ®  Thal-GR
N 4ol ® Thal-GR H
. ©

Q Trp g
o1 £
g 0.8- e o
s . 2%| o | 71% ML_’ﬁﬁ
2 0.6 Ty (GR) = 57 °C . 56 g
[0) 1 o o
S 0.4 g <
o 0. < 5% 99% <
g ] 49
5 0.24 6-Br-Trp 6-Br-Trp
[ om

0_0. e =Lt L'_’d\ﬁ

40 45 50 55 60 65
Temperatur / °C
C) I Wildtyp-Thal D)
WT: 99% I Thal-GR
1.29GR: 99%

g
S
o
3
[T
Q
h =
k)
£
g

0 1 2 3 4 5 6 9
Inkubationszeit (40 °C) / h

r
0

Fluoreszenzemission

T T T T T T T T T T T T T T 1
1 2 3 4 5 6 4 8 0 1 2 3 4 5 6 7 8

Retentionszeit / min Retentionszeit / min

25°C, 1 mm Trp —— Wildtyp-Thal

400007 wT 25mUmg ——Thal-GR
GR 6.3 mUmg"
s 1
30000 -| { /
20000 -
{ 90 min:
/ WT: 59%
10000 f - GR: 98%
-
¥ 10 min:
WT: 12%
0 GR: 38%
T T T T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90

Reaktionszeit / min

Abbildung 5. Bestimmung der Katalysatoreigenschaften von Wt-Thal und Thal-GR. A) Fluoreszenzdaten, die mit dem Endumsatz nach 20-stiindi-
ger Inkubation bei 25°C korrelieren, wurden auf eine Kontrollreaktion ohne vorherige Warmebehandlung mit vollem Endumsatz normiert. Die
sigmoidale Regression ergibt, dass die Denaturierungstemperatur von Thal-GR um 10 K erhoht ist. B) Das Diagramm der RP-HPLC der Haloge-
nierungsreaktion nach thermischer Inkubation belegt die erhéhte thermische Bestindigkeit von Thal-GR. C) Das Ergebnis der Langzeitinkubation
bei 40°C indiziert die erhohte Katalysatorlebensdauer von Thal-GR fiir mindestens 6 h. D) Der zeitliche Reaktionsverlauf bei 25°C demonstriert,
dass Thal-GR eine ca. 2.5-fach héhere Aktivitat aufweist und bereits nach 90 min vollen Umsatz erreicht. Reaktionsbedingungen: A/B/C: 5 mm
Trp, 30 um (A) oder 11 um Thal (B/C); D: 1 mm Trp, 7 um Thal. Allgemeine Bedingungen: 2.5 UmL™" PrnF, 1 UmL™' ADH, 10 um FAD, 1 mm
NAD* mit 30 mm NaBr und 5% iPrOH bei 25°C. Die Reaktionsansatze wurden tiber SMK entsprechend Abbildung 4 ausgewertet. Der relative
Umsatz wurde mittels HPLC aus dem Flachenverhiltnis der Signale von Trp zu 6-Bromtryptophan berechnet.

www.angewandte.de

© 2016 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

Angew. Chem. 2016, 128, 14365-14369


http://www.angewandte.de

GDCh
~~

signifikant effizienteren Halogenierungskatalysator erhalten
hatten. Dariiber hinaus wiesen wir nach, dass die Mutationen
nicht die Regioselektivitdt von Thal beeinflussten und L-6-
Bromtryptophan als einziges Isomer isoliert wurde (siche
Hintergrundinformationen).

Zusammenfassend erfordert die Optimierung von Halo-
genasen durch gerichtete Evolution einen einfachen Assay
fir das Hochdurchsatzformat, um allgemeine Defizite der
chemo-enzymatischen = Halogenierung iiberwinden zu
konnen. Daher konzentrierten sich unsere Anstrengungen
auf die Entwicklung eines robusten kreuzkupplungsbasierten
Testsystems mit einem spektroskopischen Nachweis im Zell-
lysat. Dafiir identifizierten wir das Kupplungsprodukt aus 3-
Aminophenylboronsiure (3) und Bromtryptophan als geeig-
nete Fluoreszenzsonde und entwickelten einen Halogenase-
Aktivititstest mit hoher Spezifitit fiir 5-, 6- und 7-Bromtry-
ptophan im Mikrotiterplattenformat. Im Unterschied zu
zuvor publizierten Halogenase-Assays!"”?) bietet die fluoro-
gene SMK eine einfache und rasche Durchmusterung von
Klonbibliotheken mit breitem Anwendungsspektrum. Le-
diglich die Inkubation in einem Ofen ist notig, um einen
nahezu unbegrenzten Durchsatz zu ermdglichen, ohne dass
spezialisierte Laborausstattung erforderlich ist. Wir gehen
davon aus, dass unser Assay leicht auf andere Substrate an-
wendbar ist; dies bedarf jedoch vorheriger Kalibrierung mit
einem geeigneten Standard. Mit diesem neuartigen Hoch-
durchsatztest fanden wir schlieBlich mittels Zufallsmutage-
nese eine thermostabile Trp-6-Halogenasevariante mit einem
Schmelzpunkt von 57°C. Die Doppelmutante S359G/K374R
ist durch signifikant hohere Aktivitdt und eine verldngerte
Katalysatorlebensdauer gekennzeichnet. Somit konnten wir
die Praxistauglichkeit des neuen Kreuzkupplungs-Assays
demonstrieren, und ebenso trugen unsere Ergebnisse dazu
bei, allgemeine Schwichen der enzymatischen Halogenierung
in Angriff zu nehmen. Kiinftig werden wir uns mit der wei-
terfiihrenden Optimierung von Halogenasen fiir die C-H-
Funktionalisierung beschiftigen, um diese vielversprechende
Enzymklasse in der Zukunft in mehrstufige Synthesen zu
integrieren.

Stichworter: Eintopfsynthesen - Gerichtete Evolution -
Halogenasen - Hochdurchsatz-Screening - Kreuzkupplungen
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