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Einleitung 1

1. EINLEITUNG

Stickstoff-Heterozyklen gehoren zZu den bedeutendsten pharmazeutischen
Strukturelementen und waren im Jahr 2014 in 59% aller von der US-amerikanischen Food
and Drug Administration (FDA) zugelassenen niedermolekuren Arzneimitteln
(small-molecule drugs) als Strukturmotive prasent.[!l Durchschnittlich enthéalt jeder
Arzneistoff 2.3 Stickstoffatome und die Arzneimittel, die mindestens einen
Stickstoff-Heterozyklus enthalten, weisen mit durchschnittlich 3.1 Stickstoffatomen pro
Arznei sogar mehr Stickstoffatome auf.['] Diese Zahlen legen eindrucksvoll die Bedeutung
von Stickstoff-Heterozyklen fir die pharmazeutische Industrie dar, von denen einige

ausgewahlte Beispiele in Abbildung 1.1 dargestellt sind.[?

H o o Oy NH
R N H F
NS OH
0 N\)< | o) o ONNH ©
< She ' Py
O//\OH /N\) O\)\ [ j)LH NN
N/ © 3
H
Penicillin Levofloxacin Telaprevir

Antibiotikum Antibiotikum HCV-Proteaseinhibitoren

[N Y B

Q
Solifenacin Garenoxacin Tadalafil
Anticholinergika Chinolon-Antibiotikum PDES Inhibitor

Abbildung 1.1. Ausgewahlte Pharmazeutika, die mindestens einen Stickstoff-Heterozyklus
enthalten

Die Notwendigkeit der Etablierung von nachhaltigen Syntheserouten unter anderem auch
zur Darstellung von Stickstoff-Heterozyklen wird deutlich, wenn man sich mit der
Umweltbelastung beschaftigt, die durch die chemische Industrie entsteht. Der
Environmental-Factor (E-Faktor) gibt die Abfallmasse (in kg) pro kg Produkt an und wurde
von Sheldon im Zuge der Etablierung der ,Grinen Chemie" entwickelt.t3! Je hoher der
E-Wert flr einen chemischen Prozess ist, desto héher ist die Menge an Abfall, die hierbei
entsteht und so hoéher ist entsprechend der negative Einfluss auf die Umwelt. Bei der
Berechnung des E-Faktors wird Wasser als wiederverwendbares Solvens auBer Acht
gelassen.[3]  Die Darstellung der E-Faktoren aufgeteilt auf die chemischen
Industriesegmente zeigt, dass im Bereich der Herstellung von Pharmazeutika und
Feinchemikalien eine Reduktion des Abfalls erforderlich ist, um die Prozesse ,griiner" und

nachhaltiger zu gestalten (Tabelle 1.1).[3-6]



2 Einleitung

Tabelle 1.1. E-Faktoren in der chemischen Industriel3-6]

Industriesegment Produktion [t a!] E-Faktor [kgabfail Kgprodukt™*]

Ol-Raffination 10%-108 < 0.1
Bulkchemikalien 104-10° < 1-5
Feinchemikalien 102-10% 5-50
Pharmazeutika 10-103 25-(> 100)

Der Begriff der ,Grinen Chemie™ wurde 1991 von Anastas und Kollegen fir die
US-amerikanische Umweltschutzbehdérde EPA (United States Environmental Protection
Agency) gepragt. Die Anforderungen an eine griine Synthese wurden hierbei in den ,12

Prinzipien der Grinen Chemie" zusammengefasst (Abbildung 1.2).[47-°]

1. Vermeidung von Abféllen 7. Verwendung erneuerbarer Ressourcen
. . 8. Verkiirzte Syntheserouten

2. Atomokonomie . e
(Vermeidung von Derivatisierungen)

. e S 9. Verwendung von Katalysatoren
3. Vermeidung giftiger Chemikalien anstatt stdchiometrischen Reagenzien

4. Produkte mit minimierter Toxizitat 10. Abbaubare Produkte
11. Entwicklung analytischer Methoden zur
Dokumentaton und Verbeugung
von Umweltverschmutzung

5. Verwendung ungeféhrlicher

Solventien & Auxiliare Griine Chemie

6. Energieeffizienz 12. Sichere Prozesse

Abbildung 1.2. Die 12 Prinzipien der Griinen Chemiel#:7-9]

Das Konzept der Grinen Chemie wurde in den vergangenen Jahrzehnten sowohl von der
chemischen Industrie, als auch von akademischen Arbeitsgruppen aufgegriffen. Uber die
Etablierung von Reaktionen und Prozessen, die den Anforderungen der Grinen Chemie
entsprechen, kann somit die Nachhaltigkeit geférdert werden.[*>7°1 Eine Vielzahl
moderner Katalyse- und Synthesemethoden bzw. die Verknlpfung mehrerer solcher

Reaktionen eignen sich zur Entwicklung nachhaltiger Syntheserouten.

Die Biokatalyse stellt eine moderne Katalysemethode dar, die viele der Kriterien, die an
die Grine Chemie gestellt werden, erfillt. Aufgrund ihrer hohen Chemo-, Regio- und
Stereoselektivitat sind Enzyme geeignete Katalysatoren, die in der Regel keine
Schutzgruppenchemie und Aktivierung funktioneller Gruppen erfordern. Enzyme arbeiten
zudem unter milden Reaktionsbedingungen (Raumtemperatur, Atmosphadrendruck,
wassriges Solvens), werden aus einer erneuerbaren Ressource gewonnen und sind
abbaubar.!*% Ein eindrucksvolles Beispiel einer industriellen Anwendung der Biokatalyse im
Pharmabereich ist die Optimierung der Sitagliptin-Synthese von Merck und Codexis, die
2010 von der EPA mit dem Greener Reaction Conditions Award ausgezeichnet wurde.[1]

Der urspriingliche Prozess zur Darstellung von Sitagliptin, das zur Behandlung von Diabetes



Einleitung 3

Typ 2 eingesetzt wird, wies mit einer Hochdruck-Hydrierung bei 17 bar unter Einsatz eines
Rhodium-Katalysators, eines Kristallisationsschrittes zur Aufreinigung und der
Notwendigkeit zur Abreicherung des Rhodiums Nachteile auf. Merck und Codexis
entwickelten gemeinsam eine optimierte (R)-selektive Transaminase fiir die Uberfiihrung
des Ketons in das entsprechende enantiomerenreine Amin als biokatalytische Alternative
zur Hydrierung und konnten somit die Abfallmenge um 19% reduzieren und die
Produktivitat des Prozesses um 53% erhohen!!!-14] (siehe Kapitel 3.1.3). Die Biokatalyse
zeigt zudem den Erfolg der Verzahnung verschiedener Wissenschaftsfelder wie Biologie,
Biochemie und Chemie zur Etablierung nachhaltiger Syntheserouten auf. Hierbei ist
insbesondere der Fortschritt im Bereich der directed evolution zur Optimierung von
Proteinen zu nennen,[*3] auf dem Arnold Pionierarbeit leistete und dafiir mit dem Nobelpreis

fir Chemie 2018 ausgezeichnet wurde,[16:17]

Multikomponentenreaktionen (MCR) erflillen ebenfalls eine Vielzahl der Anforderungen an
eine Grine Chemie. MCR weisen eine hervorragende Atomékonomie und Energieeffizienz
auf, da sie die Darstellung eines Produktes aus mindestens drei Reaktanden in einem
Schritt ermdglichen. Im Idealfall enthalt dabei das Produkt einen GroBteil bzw. im Idealfall
alle Atome der Edukte.['8] Mit Hilfe von Multikomponentenreaktionen kann somit einem
Reaktionsschritt eine groBe strukturelle Diversitdat und molekulare Komplexitat aufgebaut
werden.['819] Eine Vielzahl von MCRs kann zudem unter milden Reaktionsbedingungen in

Gegenwart umweltfreundlicher Solventien durchgefiihrt werden.[18]

Als weitere moderne Katalysemethode ist zudem die Vanadium-Katalyse zu nennen.
Vanadium kommt in der Natur in demselben MaB vor wie Zink und weist eine relativ geringe
Toxizitat im Vergleich zu anderen Schwermetallen auf.[?%211 Zudem ist Vanadium, das
physiologisch von Vanadium-bindenden Proteinen in aquatischen tierischen Organismen
akkumuliert wird,??] mit Proteinen kompatibel und eignet sich daher auch zur Kombination
von Chemo- und Biokatalyse. Dies konnte bereits eindrucksvoll von der Arbeitsgruppe um
Akai in einer dynamisch kinetischen Racematspaltung von sekundaren Alkoholen gezeigt
werden.[23-26] Dje positiven Eigenschaften des Metalls haben zudem dazu gefiihrt, dass eine
Vielzahl von Reaktionen unter Verwendung von Vanadium-Katalysatoren erfolgreich
etabliert wurden.[?”] Der Arbeitsgruppe um Sasai gelang es bifunktionale, dinukleare
Vanadiumkomplexe zu etablieren, welche die oxidative Kupplung von 2-Naphthol mit hoher
Aktivitat und Selektivitat katalysieren.[28-351 Uber die Etablierung der oxidativen Kupplung
von 2-Naphthol unter Verwendung der dinuklearen Vanadiumkomplexe in Wasser als
umweltfreundliches Solvent[3¢] wurde das Potential der Vanadium-Katalyse zur

nachhaltigen Synthese verdeutlicht (siehe Kapitel 7.1.3).
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2. MOTIVATION UND ZIELSETZUNG

Stickstoff-Heterozyklen sind insbesondere flir die pharmazeutische Industrie von
herausragender Bedeutung, sodass die Etablierung nachhaltiger Synthesemethoden
sowohl akademisch zur Erweiterung von Synthese-Werkzeugen als auch industriell zur
Einflhrung neuer Prozesse von groBem Interesse ist. Insbesondere die Verzahnung
verschiedener Wissenschaftsfelder wie Biochemie und Chemie als auch verschiedener

Katalysemethoden weist groBes Potential zur Etablierung nachhaltiger Syntheserouten auf.

Diese Arbeit beschéaftigt sich mit der Synthese von Stickstoff-Heterozyklen unter Einsatz
nachhaltiger Synthese- und Katalysemethoden. Als Methoden kommen im Rahmen dieser
Arbeit insbesondere die Biokatalyse und Vanadium-Katalyse sowie
Multikomponentenreaktionen im Rahmen der Heterozyklenchemie zur Darstellung der
Edukte zum Einsatz (Abbildung 2.1).

'a Y
Optimierung und Prozessentwicklung von Kabitel 3 -
Iminreduktase-katalysierten Reaktionen P
. J
'a DY I
Biokatalytische Reduktion S- und - Kaitel 4 - %
O-haltiger zyklischer Imine P w B
L J o N
= <
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'a Y ) @
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und Biokatalyse in Eintopf-Synthesen P ‘3"
. J a-
'a Y
Biokatalytische Reduktion von Iminen - Kapitel 6 -
mit zuséatzlichen Stickstoffatomen P
. J
'a DY <
Vanadium-katalysierte Dehydrierung - Kapitel 7 - D
von N-Heterozyklen in Wasser P =
L J E
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'a Y ;
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Studien zur o>l(|dat|ven Kupplung - Anhang - =
monozyklischer Phenole @
. J

Abbildung 2.1. Gliederung der Arbeit unter Berlicksichtigung der verwendeten Synthese- bzw.
Katalysemethoden

Einen Einstieg in die Thematik der biokatalytischen Synthese von Stickstoff-Heterozyklen
bietet die neue Klasse der Iminreduktasen (IREDs). Das Potential dieser Enzymklasse zur
Darstellung zyklischer sowie azyklischer Amine konnte bereits gezeigt werden, wurde bis
dato aber noch nicht ausgeschdpft. Insbesondere gab es zu Beginn dieser Arbeit nur
wenige Berichte zum Einsatz der Iminreduktasen im praparativen MaBstab.[?] Im dritten
Kapitel dieser Arbeit sollte daher die Optimierung und Prozessentwicklung
Iminreduktase-katalysierter Reaktionen erfolgen. Am Beispiel eines zyklischen Imins sollte
das Potential der IREDs zur Nutzung im praparativen MaBstab aufgezeigt werden
(Abbildung 2.1).
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Zyklische Amine mit zusatzlichen Heteroatomen wie Schwefel oder Sauerstoff stellen
ebenfalls bedeutende Strukturmotive dar, von denen insbesondere 3-Thiazolidine
hervorzuheben sind. Eine elegante Methode zur enantioselektiven Darstellung dieser
Heterozyklen stellt die Reduktion der entsprechenden zyklischen Imine dar, die jedoch im
Falle der Reduktion von 3-Thiazolinen bisher nur mit moderaten Ausbeuten und geringen
Enantioselektivitaten realisiert werden konnte. Daher sollte im vierten Kapitel dieser Arbeit
die biokatalytische Reduktion schwefel- und sauerstoffhaltiger zyklischer Imine als
Alternative zu chemischen Syntheserouten untersucht werden sowie die erste hoch

enantioselektive Reduktion von 3-Thiazolinen etabliert werden (Abbildung 2.1).

Aufbauend auf der Etablierung einer biokatalytischen Methode zur enantioselektiven
Reduktion von 3-Thiazolinen, beschaftigt sich das fiinfte Kapitel dieser Arbeit mit der
Verknipfung von Heterozyklenchemie und Biokatalyse in Eintopf-Prozessen. Im Rahmen
dieses Projektes soll eine Variante der Asinger-Reaktion als Multikomponentenreaktion mit
einer biokatalytischen Reduktion kombiniert werden, um aus einfachen und
kostenglinstigen Startmaterialien in einem Schritt eine wertvolle, enantiomerenreine
Verbindung darzustellen (Abbildung 2.1).

Der Fokus im sechsten Kapitel der vorliegenden Arbeit liegt auf der Erweiterung des
Substratspektrums zur biokatalytischen Darstellung zyklischer Amine mit zusatzlichen
Heteroatomen. Aufgrund der Bedeutung von Pyrazolidinen und Hydrazinen als
Strukturmotive, sollte in initialen Experimenten die Eignung der etablierten
biokatalytischen Methode zur Reduktion der azyklischen Analoga von 2-Pyrazolinen, den

Hydrazonen, untersucht werden (Abbildung 2.1).

Eine alternative Methode zur Dehydrierung von N-Heterozyklen zur Darstellung von
Chinolinen als bedeutende Strukturmotive unter milden Reaktionsbedingungen sollte im
siebten Kapitel dieser Arbeit unter Einsatz von Vanadium-Katalyse etabliert werden
(Abbildung 2.1).

Im Anhang dieser Arbeit sind zudem die Ergebnisse der oxidativen Kupplung
monozyklischer Phenole unter Anwendung von Vanadium-Katalyse, die im Rahmen dieser

Arbeit erzielt wurden, zusammengefasst (Abbildung 2.1).
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3. OPTIMIERUNG UND PROZESSENTWICKLUNG VON

IMINREDUKTASE-KATALYSIERTEN REAKTIONEN

3.1 Stand der Wissenschaft

3.1.1 Bedeutung chiraler zyklischer Amine

Enantiomerenreine Bausteine sind in der Pharmaindustrie von fundamentaler Bedeutung.
Dies ldasst sich am Beispiel des Medikamentes Contergan verdeutlichen. Der Wirkstoff
Thalidomid, der ein chirales Amin enthalt, wurde im Ende der 1950er und in den 1960er
Jahren unter dem Handelsnamen Contergan in racemischer Form als Schlaf- und
Beruhigungsmittel vertrieben. Zu der damaligen Zeit war jedoch nicht bekannt, dass nur
das (R)-Enantiomer des Thalidomids eine sedative Wirkung besitzt, wohingegen das
(S)-Enantiomer eine teratogene Wirkung hat, die sich in Fehlbildungen bei Féten auBerte
(Abbildung 3.1).[37] Diese Entdeckung hatte zusammen mit Vorlagen der U.S. FDA sowie
des Europdischen Ausschusses flir Arzneispezialitaten einen enormen Bedarfsanstieg an
enantioselektiven Syntheserouten zur Darstellung enantiomerenreiner Verbindungen zur

Folge.

f-

0

(S)-Thalidomid

ﬂ

sedative Wirkung

O

NH
N O
(¢}

(R)-Thalidomid

ﬂ

teratogene Wirkung

Abbildung 3.1. Ubersicht der Enantiomere des Thalidomids und deren unterschiedliche Wirkung(37]

Schatzungen zufolge enthalten heutzutage 40% aller active pharmaceutical ingredients
(APIs) und 20% aller Agrochemikalien ein chirales Amin als Strukturmotiv.[238] Eine
Vielzahl von Pharmazeutika tragen zudem ein chirales zyklisches Amin als Strukturmotiv
(Abbildung 3.2), sodass entsprechend die Etablierung von Syntheserouten zur Darstellung
chiraler zyklischer Amine von groBem Interesse ist. Die groBe Bedeutung von chiralen
Aminen als Strukturmotive kann dabei auf die hohe Dichte an Strukturinformation dieser
funktionellen Gruppe zurickgefihrt werden, die durch ihre Tendenz zur Bildung von

Wasserstoffbindungen noch verstarkt wird.[3°]
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Abbildung 3.2. Ausgewahlte Pharmazeutika, die ein chirales zyklisches Amin als Strukturmotiv
enthalten (blau markiert)

3.1.2 Chemische Methoden zur enantioselektiven Darstellung

von Aminen

Klassisch-chemische Methoden zur enantioselektiven Darstellung von Aminen umfassen
insbesondere diastereomere Kristallisationen, enantioselektive Reduktionen von Iminen

oder Enaminen, C-H-Insertionen und nukleophile Additionen (Abbildung 3.3).[38:39]
HN/R3 N/R3 HN/R3

) ) ) |
R/§\1 R2 diastereomere enantioselektive R)\ R R
R Kristallisation Reduktion

/
\

R"R'" R R1R2

R
C-H nukleophile R3
H Insertion Addition ’

R” "R’

Abbildung 3.3. Chemokatalytische Synthesestrategien zur enantioselektiven Darstellung von
Aminent38,39]
Bei der diastereomeren Kristallisation von Aminen werden chirale Carbonsduren
verwendet, welche die Amine in diastereomere Salze Uberfihren. Die anschlieBende
Auftrennung und Hydrolyse ermdglicht die Darstellung chiraler Amine. Die Limitierung
dieser Methode ist die Begrenzung der Ausbeute auf maximal 50%.[38] Ein bekanntes
Beispiel der diastereomeren Kristallisation ist die Darstellung des Antidementivums

(S)-Rivastigmin ausgehend von dem racemischen Amin. Das gewlnschte (S)-Enantiomer
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des Rivastigmins wird durch Kristallisation mit (+)-Di-p-Toluoylweinsdure, Trennung der

diastereomeren Salze und anschlieBende Freisetzung des Amins erhalten (Schema 3.1).[40]

1. (+)-Di-p-Toluoylweinséaure,

N N7 MeOH/H,0 SN
HO # SNl NaH (N0 2.NaOH (1 N) “_N_O
T THF b bl
o) o) o)
(S)-Rivastigmin

Schema 3.1. Diastereromere Kristallisation zur Darstellung von (S)-Rivastigmin(40]

Eine weitere chemische Methode zur Darstellung chiraler Amine ist die Hydrierung von
Iminen mittels Ubergangsmetallkatalysatoren. Der wohl bekannteste Prozess hierbei ist die
Darstellung des Herbizids Metolachlor, der im Multitausend-Tonnen-MaBstab durchgefiihrt
wird (Schema 3.2).[41-44]

C——

NH2 O @(PR‘Z
' )K/O\ F:e
@PR

2
Xyliphos
R =Ph
R' = 3,5-xylyl

Cl

O/ \\(O /
H o
dj% { _IrXyliphos NI CICOCH,CI N—

lodid, Saure
50 °C, 80 bar

(S)-Metolachlor

Schema 3.2. Prozess zur Darstellung von (S)-Metolachlorf4t.42]

Die Hydrierung von Enamiden kann ebenfalls zur Darstellung chiraler Amine genutzt
werden. Ein Beispiel hierfur ist die Synthese von (S)-1-Aminoindan durch Hydroacylierung
des Ketoxims und anschlieBende Reduktion des N-Acetylenamids durch Rhodium-Katalyse

(Schema 3.3).04°]

NOH NHAc NHAc NH;
Rh/C, H, [RhL*], Hy : $
—_— —_— 7 Ny \\ - --- >
Ac,0, EtOH O‘ EtOH ) ] >
ee: 98% (S) (S)-1-Aminoindan

P
-Bu ;

~U

Bu

Schema 3.3. Synthese von (S)-1-Aminoindan durch Rhodium-katalysierte Reduktion des
N-Acetylenamids!4?]
Die C-H-Insertion ermdglicht die direkte Umwandlung einer C-H-Bindung in eine
C-N-Bindung und ist eine weitere Methode zur chemischen Darstellung chiraler Amine.[46]

Liang et al. nutzten Sulfonimidamide als Stickstoffquelle in Kombination mit einem chiralen
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Rhodium-Kataysator und konnten die Produkte der C-H-Aminierung in guten bis

exzellenten Diasteroselektivitaten erhalten (am Beispiel von Indan, siehe Schema 3.4).[47]

ausgewahltes Beispiel

p-Tol, o
p-Tol, ¢ 8!
,S/’ TsN [\IH
Ausbeute: 88%
f< de: > 99%
O’\O
\/ \/

Schema 3.4. C-H-Insertion am Beispiel des Indans unter Einsatz eines Sulfonimidamids und einem
chiralen Rhodium-Katalysator{#!

Die Hydroaminierung von Alkenen und Alkinen ist ebenfalls eine Mdglichkeit zur
enantioselektiven Darstellung von Aminen, welche aufgrund der Simplizitat der Edukte
interessant ist und somit aus atomdkonomischer Sicht eine hervorragende Bilanz

aufweijst.[48-50]

Eine organokatalytische Methode zur enantioselektiven Reduktion von Iminen ist die
biomimetische Reduktion mittels Hantzsch-Ester (HEH) als Analoga natlrlicher Cofaktoren
wie NADH, NADPH und FADH: und Brgndsted-Sauren als Katalysatoren.[>1-33 Ein Nachteil
in der Verwendung des Hantzsch-Esters gegenliber natiirlich vorkommender Cofaktoren
ist, dass dieser nicht regeneriert werden kann und daher in stéchiometrischen Mengen
eingesetzt werden muss. Bereits 1989 publizierten Singh et al. die enantioselektive
Reduktion von Iminen unter Einsatz von Hantzsch-Ester und Brgnsted-Sauren mit
moderaten Enantioselektivitdten (bis zu 63% ee).[°®] Rueping et al. berichteten 2005 die
enantioselektive Reduktion von Ketiminen unter Einsatz chiraler binolischer
Phosphorsduren in Kombination mit Hantzsch-Ester als Hydridquelle. In dieser Arbeit
konnten die Autoren eine Reihe p-Methoxyphenyl (PMP)-geschiitzter Arylmethylketimine
unter Einsatz von 20 mol% der chiralen Phsophorsaure in moderaten bis guten Ausbeuten
(46-91%) und Enantioselektivitaten (70-84% ee) zu den entsprechenden Aminen
reduzieren (Schema 3.5).[571 Parallel gelang der Arbeitsgruppe um List mit 10 mol% einer
modifizierten chiralen Phosphorsdaure ebenfalls die Reduktion PMP-geschitzter Ketimine
unter milderen Bedingungen mit guten Ausbeuten (80-98%) und Enantioselektivitdten
(80-93%) (Schema 3.5).058]
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N’PMP chirale Phosphorsaure HN/PMP
R)‘\ \ R
Q Q 0 o
EtO%OEt E0” P o
N SN
1.4 Aqg.

s B

Rueping et al.: Benzol, 60 °C

20 mol% 10 mol%

Schema 3.5. Reduktion PMP-geschlitzter Ketimine mit Hantzsch-Ester und chiralen
Phosphorsauren als Katalysatort57:58]

Im Jahr 2010 berichtete die Arbeitsgruppe um Wang die enantioselektive Reduktion von
ungeschitzten ortho-Hydroxyarylalkylketiminen mit Hantzsch-Esternl>®1 und kurz darauf
die Reduktion von N-3,4,5-Trimethoxyphenyl (TMP) geschiitzten
ortho-Hydroxybenzophenonketiminen.[®®l  Unabhangig voneinander berichteten die
Arbeitsgruppen um You und Antilla die Reduktion von a-Iminestern mit
Hantzsch-Estern.[®%.62]  Der Arbeitsgruppe um Antilla gelang es zudem das
Substratspektrum um N-Acetyl-geschiitzte Imine zu erweitern, die als Schutzgruppe im
Vergleich zur PMP-Gruppe einfacher abgespaltet werden kann.[®3] Darliber hinaus eignen
sich Hantzsch-Ester zur reduktiven Aminierung.[>8:64-68] Ein weiteres Anwendungsgebiet ist
die Darstellung zyklischer Amine durch Reduktion unter Einsatz des Hantzsch-Esters als
Hydridquelle.[51:525455]1 S0 gelang es Rueping et al. unter Verwendung von
Diphenylphosphat (DPP) als Brgnsted-Saure Chinoline mit guten Ausbeuten zu den

entsprechenden Tetrahydrochinolinen zu reduzieren (Schema 3.6).[3°!

s a

2 ausgewahlte Beispiele
R2 R N
TR AN
AN N N N N
H H H
0 0 o o) 85% Ausbeute 92% Ausbeute 82% Ausbeute
Eto%oﬂ EtO = | OEt ©\/j\
5 . @(7
H N
1.4 Aq.
92% Ausbeute 90% Ausbeute 88% Ausbeute

L J

Schema 3.6. Brgnsted-Saure-katalysierte Transferhydrierung von Chinolinen(>5]
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Die organokatalytische Transferhydrierung eignet sich zudem zur Reduktion S- und O-

haltiger zyklischer Imine, die in Kapitel 4.1.3.1 beschrieben ist.

3.1.3 Methoden enantioselektiven

Darstellung von Aminen

Biokatalytische zZur

Neben den erwahnten chemokatalytischen Methoden zur Darstellung chiraler Amine,
gewinnen biokatalytische Methoden zur Synthese chiraler Amine zunehmend an
Bedeutung. Die Vorteile der Biokatalyse, die bereits in Kapitel 1 erlautert wurden, machen
den Einsatz der biokatalytischen Methoden besonders im Pharmabereich attraktiv.[%°! Zur
Darstellung primarer Amine eignen sich insbesondere Lipasen, Amin-Dehydrogenasen,
die

(Abbildung 3.4). Daruber hinaus kénnen auch Iminreduktasen und Amin-Oxidasen zur

w-Transaminasen und Ammoniak-Lyasen, im Folgenden erlautert werden

Synthese primarer Amine verwendet werden.

s a s a

C J

C

Lipasen Amin-Dehydrogenasen
(0]
N i NH Q AmDH NH,
2 Lipase HNAR:* N 2 lk J\
B 17 R2 NADH 172
R" “R? A R "R2 ROR 7—> R' 'R
R" "R? NH;
C )& N %k ]
R1J\R2
Ammoniak-Lyase L‘/ \ o-Transaminasen
o] 0 lOL o-TA B\J\Hz
NH, o) o)
, o ~on
NH, (0]

J

Abbildung 3.4. Ubersicht der bedeutendsten biokatalytischen Routen zu primaren Aminen(2.38]

Lipasen gehdren zur Klasse der Hydrolasen und katalysieren eine Bildung bzw. Spaltung

eines Esters oder Amids. Da es sich bei dieser Reaktion um eine kinetische
Racematspaltung handelt, bei der nur ein Enantiomer umgesetzt wird, betragt die
Ausbeute maximal 50% (Abbildung 3.4).[38] Im industriellen Bereich finden Lipasen bereits
seit den 1990er Jahren Verwendung. Ein bekanntes Beispiel ist die Produktion
enantiomerenreiner chiraler Amine von BASF, die im Tonnen-MaBstab durchgefihrt
wird.[791 Unter Verwendung der Lipase aus Burkholderia plantarii wird in einem Schritt das
racemische 1-Phenylethylamin mit Ethylmethoxyacetat zum (R)-Amid umgesetzt, wodurch
das (S)-1-Phenylethylamin in exzellenter Enantioselektivitat erhalten wird. Nach
Abtrennung des Amids und anschlieBender Hydrolyse im Basischen wird auch das

(R)-Enantiomer des 1-Phenylethylamins mit exzellenter Enantioselektivitdt erhalten.
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(Schema 3.7).[701  Ein weiterer Vorteil dieses Prozesses ist das weitgefécherte
Substratspektrum der Lipase, sodass derselbe Prozess auch zur Darstellung anderer

enantiomerenreiner Amine verwendet werden kann.[70]

Lipase aus

B. p/antar// NH
+
©/K O\)ko/\ ©/k

)-1-Phenylethylamin
>99.5% ee

NaOH/H,0

NH,
(R)-1-Phenylethylamin
>99% ee

Schema 3.7. Von BASF patentierte Darstellung der enantiomerenreinen Amine
(S)-1-Phenylethylamin und (R)-1-Phenylethylamin unter Einsatz der Lipase aus B. plantariil’°!

Eine weitere Enzymklasse zur Darstellung chiraler, primarer Amine sind die
NADH-abhangigen Amin-Dehydrogenasen (AmDH), die enantioselektiv die reduktive
Aminierung von Ketonen katalysieren (Schema 3.8). Anfang 2000 beschrieben Itoh et al.
eine natlrlich vorkommende Amin-Dehydrogenase aus Streptomyces virginiae, die sich
zur reduktiven Aminierung einer Reihe aliphatischer und aromatischer Ketone eignet,
allerdings nur geringe Enantioselektivitaten aufweist.[”!] Die Arbeitsgruppe um Bommarius
entwickelte ausgehend von Aminosaure-Dehydrogenasen, welche die oxidative
Desaminierung der Aminosdure und die reduktive Aminierung der entsprechenden
a-Ketosaure katalysieren,[72l unter Anwendung des combinatorial active-site saturation
test (CAST)[73] Amin-Dehydrogenasen. Mit diesem Ansatz gelang es Bommarius und seinen
Kollegen ausgehend von der Leucin-Dehydrogenase aus Bacillus stereothermophilus eine
(R)-selektive Amin-Dehydrogenase zu generieren, die Methylisobutylketon als Analoga des

Leucins mit hoher Aktivitat und Selektivitat reduktiv aminiert (Schema 3.8).[74]
o} NH;
Wildtyp )\)S(OH —_LtewbH MOH
o} o}
Mutante )\)(L ‘L )\/’tz

Schema 3.8. Vergleich der Wildtyp-Reaktion (Leucin-Dehydrogenase) und Reaktion der erzeugten
Amin-Dehydrogenase.[74]

In Folgeexperimenten gelang es der Gruppe zudem eine Phenylalanin-Dehydrogenase aus
Bacillus badius durch Einfihrung von zwei Punktmutationen (K77M/N276V) in eine

Amin-Dehydrogenase zu Uberfluhren, die p-Fluorphenylaceton als Substrat akzeptiert.[”>]
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w-Transaminasen (w-TA) stellen eine weitere bedeutungsvolle Enzymklasse zur
Darstellung primarer Amine dar, welche die Umsetzung von Ketonen zu primaren Aminen
durch Ubertragung der Aminogruppe von einem Aminodonor auf ein Keton katalysieren
(Abbildung 3.4). Transaminasen sind Pyridoxal-5'-phosphat (PLP) abhangig, welches als
intermedidrer Aminakzeptor fungiert.[76771 Bei der Ubertragung der Aminogruppe stehen
Amindonor, Aminakzeptor, Produkt und Nebenprodukt im Gleichgewicht, sodass dieses
zum Erreichen guter Umsdatze auf die Produktseite verschoben werden muss. Eine
Moglichkeit hierzu ist der Einsatz von L-Alanin als Amindonor, das in der
Transaminierungsreaktion in Pyruvat Uberfihrt wird und dem Gleichgewicht Uber eine
Lactat-Dehydrogenase (LDH) entzogen werden kann. Die LDH ist wiederum
NADH-abhéangig, dass Uber ein weiteres Enzym, beispielsweise eine
Glucose-Dehydrogenase (GDH) regeneriert werden muss. Eine weitere Moglichkeit ist die
Verwendung von Isopropylamin als Amindonor, das in der Transaminierungsreaktion in
Aceton Uberfihrt wird, durch Erzeugen eines Ileichten Unterdrucks aus dem
Reaktionsgemisch entfernt werden kann und so das Gleichgewicht auf die Produktseite
verschiebt.[76-78] Ein bekanntes Beispiel fiir die Anwendung einer Transaminase im
industriellen Bereich ist die biokatalytische Synthese des Antidiabetikums Sitagliptin, durch
Merck und Codexis.[''-13] Merck und Codexis entwickelten gemeinsam durch Anwendung
von Computational Modelling und iterativer gerichteter Evolution eine optimierte
(R)-selektive Transaminase, die 27 Mutationen enthalt, und eine deutlich héhere Aktivitat
und Stabilitdt aufweist. Diese biokatalytische Uberfiihrung des Ketons in das
entsprechende enantiomerenreine Amin (Schema 3.9) weist im Vergleich zu der
chemischen Hochdruck-Hydrierung (17 bar) eine um 19% verringerte Abfallmenge auf.
AuBerdem konnte die Produktivitat des Prozesses durch die biokatalytische Transformation

um 53% erhoht werden.[11-14]

F
F F
N N
N>\ N ™y
N 57 50%Dm N 2l

?/N\) F pH 8.5 >\/N F

45°C
FsC NH, o M€

92% Ausbeute
)\ )k >99.95% ee

Schema 3.9. Biokatalytischer Schllsselschritt der optimierten Sitagliptinsynthese unter Einsatz
einer w-Transaminasel!1-13]

Als weitere Enzymklasse zur Darstellung chiraler primérer Amine bzw. Aminosauren sind
noch die Ammoniak-Lyasen zu nennen. Formal addieren Ammoniak-Lyasen freies
Ammoniak an die Doppelbindung a,B-ungesattigter Carbonsduren wie Zimtsaure
(Abbildung 3.4). So kann die Hydroaminierungsreaktion zur Darstellung einer Vielzahl

nattrlicher und unnattrlicher Aminoséuren sowie deren Derivaten genutzt werden.[79-86]
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Im Vergleich zu der Vielzahl an Enzymklassen, die sich zur biokatalytischen Darstellung
primarer Amine eignen, ist die Anzahl an Enzymklassen zur Darstellung sekundarer und
tertidrer Amine deutlich geringer. Aminoxidasen und Iminreduktasen (Abbildung 3.5)
stellen die am meisten untersuchten Enzymklassen zur Synthese sekundarer und tertiarer

chiraler Amine dar und werden daher im Folgenden ndher erlautert.

Aminoxidasen Iminreduktasen

3
o r? IRED R NH
L, + HoN”

_
MAO N R, RS R" "R? NADPH R1J\R2
NH — » NH NH <: :
¥ ’IJ\ 2 1J\ 2
R'" R* R'" 'R
\/ IRED
SN T anen NH
reduzierendes Reagens NADPH

Abbildung 3.5. Ubersicht der bedeutendsten biokatalytischen Routen zu sekund&ren und tertidren
Aminent?:38]

Aminoxidasen gehdren zur Klasse der Oxidoreduktasen und werden in zwei Klassen

eingeteilt: Typ I Aminoxidasen, die Kupfer-abhangig sind, und Typ II Aminoxidasen als

Flavin-abhangige Enzyme. Monoaminoxidasen (MAO) sind Flavin-abhangige Aminoxidasen

und katalysieren die Oxidation von Aminen zu Iminen unter simultaner Reduktion von

Sauerstoff zu Wasserstoffperoxid (Schema 3.10).[38]

NH, NH

R1J\R2 ; ~ R’]J'LRZ

FAD FADH,

0, o~ 7, H20,
Schema 3.10. Oxidative Desaminierung durch Aminoxidasen(38!

Schilling et al. identifizierten 1995 die Monoaminoxidase aus Aspergillus niger und
beschrieben die Klonierung sowie Expression dieses Gens.[87:88] Sablin et al. konnten eine
hohe Aktivitat dieses Enzyms flr primare, aliphatische Monoamine und eine geringe
Aktivitat fur Benzylamin zeigen.[®°] Der Gruppe um Turner gelang es durch Kombination
von gerichteter Evolution, rationalem Design und Hochdurchsatz Screening eine Vielzahl
an Varianten der Monoaminoxidase aus Aspergillus niger zu erhalten, die eine gréBere
Substratbreite sowie hohere Aktivitat und Selektivitat aufweisen.°°-°>1 Die ersten
erzeugten Mutanten erlaubten zunachst die Deracemisierung von primaren Aminen
(a-Methylbenzylamin und dessen Derivaten),[?9°] im Laufe der Zeit konnten aber auch
Varianten zur Umsetzung von sekundarenf®.°2:%6] und tertidren(®3°3 Aminen gefunden
werden. Zur Deracemisierung mittels Monoaminoxidasen wird beispielsweise die
(S)-selektive MAO in Kombination mit einem nichtselektiven Reduzierungsreagenz
(Aminboran) eingesetzt, sodass das nicht umgesetzte (R)-Enantiomer akkumuliert.[38°7]
Durch das Loésen der Kristallstrukturen einiger Mutanten konnten die Effekte einzelner
Mutationen bestimmt werden, welches den Aufbau gezielter Bibliotheken ermdglichte. 258
Mit dem Ziel der Zuganglichkeit zu den (S)-Aminen wurden (R)-selektive MOAs durch

Protein-Engineering aus D-Aminosaureoxidasen und D-Nikotinoxidasen entwickelt.[99:100]
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AuBerdem konnten Monoaminoxidasen bereits erfolgreich in Kaskadenreaktionen in
Kombination mit w-Transaminasen eingesetzt werden.!'041021 Aych industriell werden
Monoaminoxidasen erfolgreich zur Deracemisierung eingesetzt, beispielsweise zur
Synthese eines Schliisselintermediats von Boceprevir, das als Hepatitis-C-Virus

(HCV)-Proteaseinhibitor eingesetzt wird.[14103]

3.1.4 Iminreduktasen

Trotz der Vielzahl von Iminen als oxidierte Intermediate in Stoffwechselwegen waren bis
vor einigen Jahren nur wenige Imin-reduzierende Enzyme bekannt, welche lediglich
speziell funktionalisierte Imine reduzieren konnten.[194-107]1 Aufgrund der hydrolytischen
Instabilitat der Imine wurde deren Potential als Vorlaufer zu chiralen Aminen auBerdem
lange Zeit nicht ausgeschopft. Einige Forschungsgruppen konnten Stamme mit
Imin-reduzierenden Enzymen identifizieren jedoch nicht die Enzyme selbst.[108-112]
Aufgrund der mangelnden Bekanntheit Imin-reduzierender Enzyme entwickelte die Gruppe
um Ward artifizielle Metalloenzyme mit der Eigenschaft, stereoselektiv Imine zu

reduzieren.[113-116]

Im Jahr 2010 gelang es Mitsukura et al. durch das Screening von 688 Mikroorganismen
auf die Reduktion des zyklischen Imins 2-Methyl-1-pyrrolin jeweils einen Streptomyces
Stamm mit hoch (R)- bzw. (S)-selektiven Imin-reduzierenden Eigenschaften zu
identifizieren und diesen als Ganzzell-Katalysator zu verwenden.[117] Des Weiteren konnten
Mitsukura et al. erstmalig die (R)-[118 und (S)-selektiven Iminreduktasen(!®] (IREDs) der

Streptomyces-Stamme identifizieren und charakterisieren (Schema 3.11).

(S)-IRED aus (R)-IRED aus
[N Streptomyces sp. GF3456 O\ Streptomyces sp. GF3587 O\
N~ 2 N
H N N N H

92% ee (S) NADP* NADPH NADPH NADP* 99% ee (R)

Schema 3.11. Reduktion von 2-Methyl-1-pyrrolin unter Einsatz von Iminreduktasen
(IREDS)[118,119]

Die identifizierten Iminreduktasen liegen als homodimere Enzyme mit einem
Molekulargewicht der Untereinheiten um 30 kDa vor, weisen ein pH Optimum im neutralen
Bereich und eine strikte NADPH-Spezifitét auf. Die von den IREDs katalysierten Reaktionen
sind reversibel, allerdings ist die Riickreaktion, die Oxidation des Amins, deutlich langsamer
und findet nur im Basischen (pH > 10) statt. Im Rahmen ihrer Arbeiten konnten Mitsukura
et al. jedoch nur Aktivitat fir die Reduktion von 2-Methyl-1-pyrrolin mit der (R)-selektiven
Iminreduktase aus Streptomyces sp. GF3587 nachweisen.['8] Fir die (S)-selektive
Iminreduktase aus Streptomyces sp. GF3546 wurde ebenfalls nur ein sehr eingeschranktes

Substratspektrum beschrieben.[11°]
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Im Jahr 2013 konnte die erste Kristallstruktur einer dritten Iminreduktase, einer
(R)-selektiven IRED aus Streptomyces kanamyceticus, geldést werden. Auf Basis dessen
konnte ein Mechanismus fir die Iminreduktion durch die Iminreduktase postuliert werden.
Demnach ist ein Aspartat in der aktiven Tasche des Enzyms an der katalytischen
Protonierung des Imins beteiligt und ermdglicht so die Hydridlibertragung des NADPH
(Schema 3.12). Diese Vermutung konnte durch ortsspezifische Mutagenese bestatigt
werden. Ein Austausch des Aspartats an dieser Stelle durch Alanin oder Asparagin flhrte

zu einem inaktivem Enzym.[120]

O
Asp, 8+
N?\ — MO”H"N\

Q HN
Asp, _
AN
( 0
HH O O)LNHZ
g NH, N
5 L
N NADPH

el
NADPH

Schema 3.12. Von Rodriguez-Mata et al. postulierter Mechanismus zur Iminreduktion durch die
Iminreduktasel20]

Im Vergleich zur Struktur der (R)-selektiven Iminreduktase aus Streptomyces
kanamyceticus haben (S)-selektive Iminreduktasen aus Streptomyces sp. GF3546,[121]
Streptomyces aurantiacus,'?!1 Bacillus cereus BAG3X2[1221 und Nocardiopsis halophilalt??]
anstelle des Aspartats einen Tyrosinrest an dieser Position der aktiven Tasche.[121/122]
Mittlerweile wurden auch aktive Iminreduktasen, bei denen eine nicht-protische
Aminosaure (Asparagin, Phenylalanin) an dieser Stelle der aktiven Tasche positioniert ist,
beschrieben.[23.124]1  Der allgemeine Mechanismus der Iminreduktase-katalysierten

Reaktion konnte daher noch nicht endgliltig geklart werden.

In Folgearbeiten optimierten Leipold et al. die Uberexpression der (S)-selektiven IRED aus
Streptomyces sp. GF3546 von Mitsukura et al.[''®] und untersuchten in der Formulierung
eines Ganzzell-Katalysator das Potential des Enzyms. In diesem Zusammenhang konnten
Leipold et al. hohe Aktivitaten fir ein breites Substratspektrum und hohe Selektivitaten

dieser Iminreduktase nachweisen (Schema 3.13).[125]

s 3

ausgewahlte Beispiele

O\ (S)-IRED O*\R H R
R

N / N N R= Me, Ph, R= Me, Et,
H p-Methoxyphenyl, iPr, cyclohexyl
NADPH  NADP* p-Fluorophenyl

Z N
| N H \O

Schema 3.13. Ubersicht des Substratspektrums zur Reduktion zyklischer Imine unter Einsatz der
(S)-Iminreduktase aus Streptomyces sp. GF3456[125]
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Diese vielversprechenden Ergebnisse zur Reduktion zyklischer Imine unter Einsatz der
wenigen bekannten Iminreduktasen weckte sowohl bei akademischen als auch bei
industriellen Forschungsgruppen ein groBes Interesse an der neuen Enzymklasse. Durch
Sequenzhomologiesuche der bereits vorhandenen IRED-Gene konnte seit 2014 eine
Vielzahl von Iminreduktasen identifiziert und flir eine Vielzahl von Aminsynthesen
angewendet werden.[121-124126-1471 ym bei der Vielzahl an mittlerweile bekannten
Iminreduktase-Sequenzen einen Uberblick behalten zu kénnen, haben die Gruppen um
Hauer und Pleiss die Iminreductase Engineering Database (https://ired.biocatnet.de)
erstellt, in der putative IRED Sequenzen (mehr als 1400) durch Sequenzhomologie in
Unterfamilien gruppiert sind.[26:132] Dje physiologischen Substrate und Bedeutungen der
identifizierten Iminreduktasen sind jedoch immer noch unklar.['?29) Die nun als
Iminreduktasen bezeichneten Proteine wurden zuvor als 6-Phosphogluconat-
Dehydrogenasen, Hydroxylisobutyrat-Dehydrogenasen oder  Glycerol-3-Phosphat-
Dehydrogenasen annotiert. Allerdings zeigen die Proteine flir diese putativen Substrate
keine Aktivitdt und auch die Oxidation von Alkoholen oder Reduktion von

Carbonylverbindungen kann durch Iminreduktasen nicht katalysieren werden.[126.:127]

In ihrer Arbeit identifizierten Wetzl et al. 20 neue bakterielle Iminreduktasen und setzten
diese erfolgreich zur Reduktion einer Vielzahl zyklischer Imine ein. Die Reduktion konnte
fir zwei ausgewdhlte Beispiele durch schrittweise Zugabe des Substrates auch im

praparativen MaBstab erfolgreich durchgeflihrt werden (Schema 3.14),[124.129]

1

72 mM 411 mM
Umsatz: > 99% Umsatz: > 99%
ee: 98% ee: > 99%
Ausbeute: 72% Ausbeute: 77%

J

Schema 3.14. Ergebnisse von Wetzl et al. zur Reduktion zyklischer Imine im praparativen
MaBstab (Fed Batch)124:129]

Li et al. identifizierten eine weitere (R)-selektive Iminreduktase aus Paenibacillus lactis und
konnten diese erfolgreich zur Reduktion von 3H-Indolen und 3H-Indoliodiden bis zu einer
Substratkonzentration von 100 mM anwenden.[130:1391 2017 identifizierten Li et al. zudem
eine weitere Iminreduktase aus Stackebrandtia passauensis (SnIR), die eine deutlich
erhdéhte Aktivitat fir 1-Methyl-3,4-dihydroisochinolin (1) zeigt und konnten diese
erfolgreich zur Reduktion des zyklischen Imins 1 bis zu einer Substratkonzentration von
100 mM einsetzten.['49) Maugeri et al. gelang es auBerdem Iminreduktasen in
micro-aqueous Systemen anzuwenden, um die geringe Loslichkeit der organischen

Verbindungen im Wassrigen zu umgehen.[134]

Wahrend die Reduktion zyklischer Imine durch Iminreduktasen in der Regel mit sehr guten

Aktivitaten, Umsatzen und Selektivitaten verbunden ist,[*?4] ist die reduktive Aminierung,
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die als weitere Anwendung der Iminreduktasen von vielen Forschungsgruppen untersucht
wurde, aufgrund der hydrolytischen Instabilitdt der azyklischen Imine mit niedrigen bis
guten Umsatzen verbunden. Ein erstes Proof of Concept flr die reduktive Aminierung unter
Einsatz von Iminreduktasen konnten Huber et al. bereits 2014 leisten, allerdings mit
geringen Umsatzen.[*21] Ein sehr umfassendes Screening von 28 IREDs in Hinblick auf die
reduktive Aminierung mit einer Vielzahl von Ketonen und Aminen wurde unter anderem
von Wetzl. et al. durchgefiihrt.[*2°1 2017 wurde auBerdem mit der reduktiven Aminase eine
weitere Untergruppe der Iminreduktasen beschrieben, die neben der Iminreduktion auch

die Iminbildung katalysieren (Schema 3.15).[148-151]

\ B Iminreduktase

.R® _R®
i + i S — N‘ - . HN
HNT o
R" “R? -H,0 R1J\R2 / § . R1J\R2
A reduktive Aminase NADPH NADP

Schema 3.15. Vergleich von reduktiver Aminase und Iminreduktase A Katalyse von Iminbildung
und Iminreduktion durch die reduktive Aminase B Reduktion des spontan gebildeten Imins durch
die Iminreduktasel148]

Aufgrund der strikten Spezifitat der Iminreduktasen zur Reduktion von
C=N-Doppelbindungen konnten IREDs bereits erfolgreich in Enzymkaskaden eingesetzt
werden. France et al. entwickelten eine Eintopf-Kaskade zur Darstellung von chiralen
mono- und disubstitierten Piperidinen und Pyrrolidinen ausgehend von Ketosauren durch
Kombination einer Carbonsaurereduktasen (CAR), einer w-Transaminase und einer (R)-
bzw. (S)-selektiven Iminreduktase (Schema 3.16A).[136]1 Ein weiteres Beispiel ist die
Deracemisierung von Pyrrolidinen und Piperidinen durch Kombination einer Aminoxidase
und einer Iminreduktase (Schema 3.16B).[*33] AuBerdem konnten heterozyklische Amine
durch Kombination einer Putrescin-Transaminase und einer Iminreduktase aus Diaminen

erfolgreich dargestellt werden (Schema 3.16C).[152]

A o 0 o o R )
R AR R N (\E)L" __rep [
. e Al Pyruvat NADPH NADP*
R=H,CHs NADPH  NADP*
Y
N R
H

B Aminoxidase @n . (\j)n
— “r
/ N N R N R
n=01 0, H,0, IRED
R = Alkyl, Aryl
NADPH NADP*

Iz >
=

c (\% Putrescin-TA (\j)n IRED
NH, “NH, / N N” ; N

Pyruvat L-Alanin NADPH NADP*

Schema 3.16. Beispiele fiir Kaskadenreaktionen mit Iminreduktasen[133,136,152]



Optimierung und Prozessentwicklung von Iminreduktase-katalysierten Reaktionen 19

3.2 Motivation und Zielsetzung

Die vielversprechenden Ergebnisse anderer Forschungsgruppen zur Reduktion zyklischer
Imine unter Einsatz der Iminreduktasen zeigen bereits das mdgliche Potential dieser relativ
neuen Enzymklasse auf. Allerdings wurden die beschriebenen Iminreduktase-katalysierten
Reduktionen in den meisten Fallen nur in geringen Substratkonzentration (bis zu 20 mM)
mit isolierten Enzymen oder in Ganzzell-Katalyse, ohne gleichzeitige Uberexpression der
Glucose-Dehydrogenase zur in situ-Regeneration des Cofaktors und bei einer hohen
Biomassebeladung durchgeftihrt.['34] Ausnahmen hierbei sind Fed Batch Prozesse mit
isolierten Enzymen, die mit hdheren Gesamt-Substratkonzentration durchgefiihrt
wurden.[124129] Dje Arbeiten von Li et al. zur Anwendung einer neu identifizierten IRED zur
Reduktion von 1-Methyl-3,4-dihydroisochinolin (1) stellt eine weitere Besonderheit dar,[140]
die nach der Veroffentlichung der Ergebnisse der Autorin zu diesem Projekt(14®] erschienen

sind.

Die Prozessentwicklung von IRED-katalysierten Reaktionen zur Darstellung zyklischer
Amine stellte daher eine Herausforderung dar. Um das Potential der Iminreduktasen in
Hinblick auf eine Prozesschemie, potentielle industrielle Anwendungen sowie eine
Kombination von klassischer Heterozyklenchemie und Biokatalyse zu evaluieren, ist das
Ziel dieses Projektes eine Prozessentwicklung der IRED-katalysierten Darstellung
zyklischer Amine. In diesem Hinblick sollen Effizienz, Raum-Zeit-Ausbeute und
Enantioselektivitat bei gleichzeitig mdglichst geringer Katalysatorbeladung optimiert
werden. Die Prozessentwicklung der biokatalytischen Darstellung zyklischer Amine erfolgt
in diesem Projekt beispielhaft an der Reduktion von 1-Methyl-3,4-dihydroisochinolin (1)
unter Einsatz der Iminreduktase aus Streptomyces viridochromogenes.l?41  Zur
Regeneration des Cofaktors NADPH wird eine Glucose-Dehydrogenase (GDH) aus Bacillus

subtilist*>31 verwendet (Schema 3.17).

Iminreduktase aus
Streptomyces viridochromogenes
~N i NH

! E. coli (R)-2
20mM =100 mM - NADPH > {3 NADP*

Ganzzell-
Katalysator

D-Glucose ] D-Gluconolacton

Glucose-Dehydrogenase
aus Bacillus subtilis

Schema 3.17. Zielsetzung der Prozessentwicklung zur Reduktion von 1-Methyl-3,4-
dihydroisochinolin (1)
Mit dem Ziel der Entwicklung eines effizienten Prozesses zur IRED-katalysierten Reduktion
des zyklischen Imins 1 soll zundchst eine Optimierung der Reaktionsbedingungen
durchgefiihrt und daraufhin die Kinetik der Enzymreaktion im Detail untersucht werden.

Da ganze Zellen die einfachste Formulierung eines Enzyms darstellen und einen Prozess
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kostenglinstiger gestalten koénnen, indem Schritte wie der Zellaufschluss und die
Aufreinigung des Enzyms entfallen,[*>4-156] soll im Anschluss an die Optimierung ein
Ganzzell-Katalysator etabliert werden. Da solche ,Designer-Zellen®™ in der Vergangenheit
bereits erfolgreich flir eine Vielzahl von Biotransformationen eingesetzt wurden, 1571 erfolgt
der finale Schritt dieses Teilprojektes, die Entwicklung eines effizienten Prozesses, unter

Verwendung eines maBgeschneiderten Ganzzell-Katalysators (Abbildung 3.6).

Variation der Reaktionsparameter

Optimierung der in Biotransformationen
Reaktionsbedingungen <
(pH, Puffer, Salze)

Thermofluor-Assay

ﬁ Michaelis-Menten-Konstante
Untersuchungen der Substratinhibierung
Enzymkinetik bzw. -deaktivierung

Produktinhibierung

ﬁ bzw. -deaktivierung

Konstruktion von Ganzzell-Katalysatoren

Ganzzell-Katalyse Evaluierung der Ganzzell-Katalysatoren

ﬁ Cosolventien-Screening

Erhéhung der Substratkonzentration
bei mdglichst geringer Katalysatorbeladung

Prozessentwicklung

Abbildung 3.6. Ubersicht des Projektes zur Optimierung und Prozessentwicklung einer
Iminreduktase-katalysierten Reaktion
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3.3 Ergebnisse und Diskussion

3.3.1 Einleitende Versuche & Analytik

Zur Optimierung der Reaktionsbedingungen IRED-katalysierter Reduktionen zyklischer
Imine wurde zunéachst eine Modellreaktion betrachtet. In diesem Zusammenhang wurde
die Reduktion von 1-Methyl-3,4-dihydroisochinolin (1) ausgewahlt. Als Biokatalysator flir
diese Modellreaktion wurde aus den 31 vorhandenen IREDs!!?1/124129] dje Iminreduktase
aus Streptomyces viridochromogenes!*?*l (im Folgenden abgeklrzt mit IRED20)
ausgewahlt, da diese die Umsetzung des Imins 1 mit hoher Enantioselektivitat

katalysiert.[124]

Zunachst wurde eine Analytik zur Bestimmung des Umsatzes und des
Enantiomereniberschusses per SFC-HPLC etabliert. Hierzu wurde das unterschiedliche
Absorptionsverhalten von Edukt und Produkt berlicksichtigt sowie der Umsatz Uber das
Verhaltnis des Produktintegrals im Vergleich zur Summe der Integrale von Edukt und
Produkt ermittelt (siehe Kapitel 10.4.1).

Im Anschluss daran wurden einleitende Biotransformationen mit der aufgereinigten
IRED20 unter Verwendung einer Glucose-Dehydrogenase (GDH) aus Bacillus subtilist*>8]
zur in situ-Regeneration des Cofaktors NADP* und insgesamt drei Negativkontrollen
durchgefliihrt. Die erste Negativkontrolle wurde ohne Iminreduktase durchgeflihrt, um
ausschlieBen zu kédnnen, dass die GDH aus Bacillus subtilis eine Imin-reduzierende Aktivitat
besitzt. Die zweite Negativkontrolle wird ohne Zugabe der GDH durchgefiihrt, um deren
Einfluss zur in situ Cofaktor-Regenerierung zu Uberpriifen. Die dritte Negativkontrolle wird
in Abwesenheit beider Enzyme durchgefiihrt. Die initialen Biotransformationen wurden im
0.5 mL MaBstab unter den in der Literatur angegeben optimalen Reaktionsbedingungen
(30 °C, KPi pH 7) durchgefihrt. Die Ergebnisse sind in Tabelle 3.1 dargestellt. Nach einer
Reaktionszeit von 15.5 h konnte in Gegenwart von IRED und GDH ein Umsatz des Imins 1
von 97% mit einer Enantioselektivitat zugunsten des (R)-Enantiomers mit > 99% ee
nachgewiesen werden. Alle drei Negativkontrollen zeigen erwartungsgemafB keinen
Umsatz. Eine Aktivitat der GDH zur Reduktion des Imins kann daher ausgeschlossen

werden.
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Tabelle 3.1. Einleitende Biotransformation und Negativkontrollen zur IRED-katalysierten Reduktion

des Imins 1
AN Iminreduktase aus
N i NH
Streptomyces viridochromogenes
1 N (R)-2
10 mM NADPH NADP*

S~

D-Glucose D-Gluconolacton
Glucose-Dehydrogenase
aus Bacillus subtilis
Eintrag Umsatz [%] ee [%]

IRED20 (0.1 mg mL), GDH (2U) 97 > 99
Negativkontrolle 1: ohne IRED20 0 -
Negativkontrolle 2: ohne GDH 0 -
Negativkontrolle 3: ohne IRED20, ohne GDH 0 -

3.3.2 Optimierung der Reaktionsbedingungen

Mit dem Ziel einer Prozessentwicklung zur Reduktion von 1-Methyl-3,4-
dihydroisochinolin (1) soll zunachst eine Optimierung der Reaktionsbedingungen
(Puffersystem, Salzgehalt und pH-Wert) in Hinblick auf eine optimale Aktivitat sowie
Stabilitat der IRED aus Streptomyces viridochromogenes durchgeflihrt werden. Um den
Einfluss der Reaktionsbedingungen auf die Aktivitat und Stabilitat der Iminreduktase zu
untersuchen, wurden zwei Methoden genutzt. Zum einen wurde der Einfluss der
Reaktionsparameter in Anhangigkeit von der Zeit im Verlauf von Biotransformationen
untersucht. Zum anderen wurde der Thermofluor-Assay genutzt, um den Einfluss
verschiedener Reaktionsparameter auf den Schmelzpunkt der Iminreduktase =zu
untersuchen und somit den Einfluss der Reaktionsparameter auf die Stabilitdt der
Iminreduktase zu untersuchen. Im Folgenden werden zunachst die Ergebnisse der
Variation von Reaktionsparameter auf den Verlauf der Biotransformation erlautert und

daraufhin die Ergebnisse des Thermofluor-Assay diskutiert.

3.3.2.1 Variation der Reaktionsparameter in Biotransformationen

Der Einfluss unterschiedlicher Reaktionsparameter (Puffersystem, Salzkonzentration und
pH-Wert) auf die IRED-katalysierte Reduktion von 1-Methyl-3,4-dihydroisochinolin (1)
wurde zeitabhangig untersucht. Hierzu werden jeweils 5 identische Proben angesetzt und
die Biotransformationen nach unterschiedlichen Reaktionszeiten gestoppt. Um den Einfluss
der Reaktionsparameter auf die Iminreduktase optimal validieren zu kdénnen, wurde die

aufgereinigte Iminreduktase (siehe Kapitel 10.4.2) verwendet. Zunachst wurde der
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Einfluss verschiedener Puffer im pH-Bereich 6-8 mit einer konstanter Pufferkonzentration
von 100 mM auf die Umsetzung des zyklischen Imins 1 untersucht (Abbildung 3.7). In
Gegenwart der Puffersysteme Kaliumphosphat (KPi), Natriumphosphat (NaPi), TRIS, Bicin
und HEPES wurden nach 5 bzw. 6 h gute bis exzellente Umsatze erreicht. Im Vergleich
dazu wurden in den Puffersystemen Triethylamin (TEA), MOPS, MES und BisTris Giber einen

Zeitraum von 5 h nur Umsatze von maximal 40% nachgewiesen (Abbildung 3.7).

N Iminreduktase aus NH
Streptomyces viridochromogenes
30°C,t N
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Abbildung 3.7. Biotransformationen von 1-Methyl-3,4-dihydroisochinolin (1) unter Variation der
Puffersysteme bei konstanter Pufferkonzentration (100 mM)

Bereits in dieser einleitenden Untersuchung zur Variation der Puffersysteme konnte gezeigt
werden, das Kaliumphosphat und Natriumphosphat die besten Puffersubstanzen sind und
ein pH-Wert von 7 flUr die IRED-katalysierte Reduktion zyklischer Imine ideal ist
(Abbildung 3.7). Der Einfluss der Salzkonzentration auf die biokatalytische Reduktion des
zyklischen Imins 1 unter Einsatz der IRED aus S. viridochromogenes wurde daher in
100 mM Kaliumphosphat-Puffer bei pH 7 unter Variation der Natriumchlorid-Konzentration
(0-200 mM) untersucht. Hierzu wurden Biotransformationen bei einer
Substratkonzentration von 10 mM flr 4 h bei 30 °C durchgefiihrt und daraufhin der Umsatz
per SFC-HPLC bestimmt (Abbildung 3.8). Die Umsatze variieren zwischen 78 und 90%
nach einer Reaktionszeit von 4 h, wobei der héchste Umsatz in Abwesenheit von
Natriumchlorid bestimmt wurde (Abbildung 3.8, linker Balken). Daher wurde 100 mM
Kaliumphosphat-Puffer bei einem pH-Wert von 7 ohne Zusatz von Salzen im Rahmen der

Untersuchungen zur Aktivitat der IRED als bestes Reaktionsmedium ausgewahlt.
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Abbildung 3.8. Biotransformationen von 1-Methyl-3,4-dihydroisochinolin (1) unter Variation der
Natriumchlorid-Konzentration

3.3.2.2 Thermofluor-Assay

Der Thermofluor-Assay, der von Pantoliano et al. entwickelt wurde,[*>°1 ermdglicht ein
Hochdurchsatz-Screening zur Untersuchung des Einflusses einer Vielzahl an
Reaktionsparametern auf die Stabilitat eines Enzyms durch die Bestimmung der
Thermostabilitdt eines Proteins in Abhangigkeit von der Proteinumgebung.!®0l Der
Proteinlésung wird ein Fluoreszenzfarbstoff (SYPRO Orange) zugesetzt, dessen Fluoreszenz
in wassriger Lésung gequencht wird. Durch eine schrittweise Temperaturerhéhung der
Proben wird das Protein denaturiert und die hydrophoben Bereiche des Proteins werden flir
den Farbstoff zugdnglich, sodass die Fluoreszenzintensitat steigt. Da die
Fluoreszenzintensitat im Idealfall in einem kurzen Temperaturbereich stark ansteigt, erhalt
man eine sigmoidale Kurve. Der Wendepunkt dieser sigmoidalen Kurve ist als die
Schmelztemperatur (Tm) des Proteins definiert, bei der 50% des Proteins denaturiert
vorliegt.[160] Der Einfluss von Reaktionsparametern auf die Stabilitat des Enzyms kann
durch Vergleich der Schmelztemperaturen schlieBlich qualitativ bestimmt werden, da eine
Erhéhung des Schmelzpunktes mit einer hdheren Stabilitdit und eine Abnahme des
Schmelzpunktes mit einer verringerten Stabilitat verbunden ist.[169] Der Thermofluor-Assay
wurde mit der aufgereinigten Iminreduktase aus S. viridochromogenes in Gegenwart

verschiedener Puffersysteme, Salzgehalte und pH-Werte durchgefiihrt. Als Referenz dient
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jeweils die Schmelztemperatur der IRED20 in Wasser (Tm = 31 °C). Zunachst wurde der
Einfluss verschiedener Puffersysteme (jeweils 100 mM) auf die Stabilitat des Enzyms
untersucht (Abbildung 3.9).

Wasser (31°C)

—— KP, pH / (40 °C)
— Citrat pH 6 (39.5 °C)
—— NaP, pH 7 (36 °C)
—— MES pH 6.5 (36 °C)
—— PIPES pH 7 (35.5 °C)
—— MOPS pH 7 (35 °C)
—— HEPES pH 7 (35 °C)
—— TEApH 7 (34.5°C)
— BisTris pH 6.6 (34 °C)
— Bicin pH 8 (33.5 °C)
—— TRIS pH 7.5 (32 °C)
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Temperatur [°C]

Fluoreszenz-Intensitat

Abbildung 3.9. Thermofluor-Assay zur Untersuchung des Einflusses verschiedener 100 mM
Puffersysteme auf die Stabilitat der IRED20

Im Vergleich zur Referenz in Wasser haben alle getesteten Puffersysteme einen positiven
Einfluss auf die Stabilitdt der Iminreduktase, der sich in einer Erhdéhung der
Schmelztemperatur duBert. Da die Schmelztemperatur in TRIS Puffer pH 7.5 nur um 1 °C
erhoht ist gegeniber der Referenz (Wasser), ist die Erhéhung der Stabilitat nicht
signifikant. Der hochste Anstieg im Schmelzpunkt (ATm=+ 9 °C) konnte fir
Kaliumphosphat-Puffer pH 7 bestimmt werden, der somit von allen Puffersystemen den
starksten stabilisierenden Effekt auf die IRED20 hat (Abbildung 3.9). Dieses Ergebnis
korreliert mit den Ergebnissen der Biotransformationen. Kaliumphosphat-Puffer stellt somit
das ideale Puffersystem in Hinblick auf Aktivitat und Stabilitdt der IRED20 dar.
AnschlieBend wurde der pH Bereich (pH 6-8) in 100 mM Kaliumphosphat Puffer naher
untersucht (Abbildung 3.10). Alle getesteten Kaliumphosphat-Puffer im pH Bereich 6-8
haben einen stabilisierenden Einfluss auf die Iminreduktase, wobei der héchste Anstieg in
der Schmelztemperatur der IRED20 bei pH 6 und pH 7 (jeweils ATm=+ 9 °C) ermittelt
wurde. Aufgrund dessen wurde ein pH-Wert von 7 in Kombination mit Kaliumphosphat als

Puffersystem als optimal ausgewahlt.
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Abbildung 3.10. Thermofluor-Assay zur Untersuchung des Einflusses verschiedener pH-Werte in
100 mM KP;

Im nachsten  Schritt wurde der Einfluss der Pufferkonzentration des
Kaliumphosphat-Puffers bei einem pH-Wert von 7 auf die Stabilitat der Iminreduktase aus
S. viridochromogenes untersucht. Hierzu wurden Pufferkonzentrationen von 10-500 mM
untersucht: Eine Erhéhung der Pufferkonzentration korreliert mit einer Erhéhung der
Schmelztemperatur. Demnach hat eine hohe Pufferkonzentration einen stabilisierenden
Einfluss auf das Enzym, bei einer Pufferkonzentration von 500 mM konnte demnach ein
Anstieg in der Schmelztemperatur von ATm=+ 14.5 °C gegeniber der Referenz in Wasser
bestimmt werden (Abbildung 3.11). Allerdings sind sehr hohe Pufferkonzentrationen von
beispielsweise 500 mM in Biotransformationen nicht praktikabel, sodass eine 100 mM
Konzentration des Kaliumphosphat-Puffers als Kompromiss ausgewahlt wurde, die mit den

Ergebnissen zur Aktivitat der IRED in Biotransformationen korreliert.
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Abbildung 3.11. Thermofluor-Assay zur Untersuchung des Einflusses verschiedener
Pufferkonzentration in KP;pH 7
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Uber den Thermofluor-Assay konnte somit das ideale Puffersystem, die Pufferkonzentration
sowie der pH-Wert fir die IRED20 identifiziert werden. Die Ergebnisse des
Thermofluor-Assay zur Optimierung der Stabilitat der Iminreduktase stimmen mit den
Ergebnissen der Biotransformationen zur optimalen Aktivitat der IRED Uberein. Daher
wurde 100 mM Kaliumphosphat-Puffer mit einem pH-Wert von 7 fir die weitere

Prozessentwicklung verwendet.

3.3.3 Untersuchungen der Enzymkinetik

Im Anschluss an die Auswahl der idealen Reaktionsparameter in Hinblick auf Puffersystem,
Salzgehalt und pH-Wert wurde die Enzymkinetik der biokatalytischen Reduktion von
1-Methyl-3,4-dihydrioschinolin (1) mit der IRED aus S. virodochromogenes im Detail
untersucht. Genaue Kenntnisse der Michaelis-Menten-Konstante sowie Einfliisse mdglicher
Substrat- oder Produktinhibierungen bzw. -deaktivierungen sind flr eine effektive
Prozessentwicklung sowie das Upscaling einer Reaktion als Ziel dieses Projektes von groBer

Bedeutung.

3.3.3.1 Bestimmung der Michaelis-Menten-Konstante

Mit dem Ziel die Michaelis-Menten-Konstante (Km) der IRED20 zur Reduktion des
Substrates 1 zu bestimmen, wurden zunéchst die Aktivitdten des aufgereinigten Enzyms
bei unterschiedlichen Substratkonzentrationen spektrophotometrisch bei 340 nm und einer
Reaktionstemperatur von 30 °C bestimmt. Uber die Auftragung der Aktivitdt bzw.
Reaktionsgeschwindigkeit gegen die Substratkonzentration und eine nichtlineare
Anpassung dieser Kurve (Abbildung 3.12) kann die Maximalgeschwindigkeit (vmax) sowie
der Km bestimmt werden. Die Michaelis-Menten-Konstante entspricht der
Substratkonzentration, bei der die Reaktionsgeschwindigkeit halbmaximal ist. Aus der
Kurvenanpassung ergab sich ein Km von 0.225 mM. Aufgrund der geringen L&slichkeit von
1-Methyl-3,4-dihydroisochinolin (1) konnten bei einer Cosolventkonzentration von 4% v/v
Methanol nur Substratkonzentrationen bis 2 mM untersucht werden, da das Substrat
oberhalb dieser Konzentration nicht mehr I6slich ist. Aufgrund des geringen Km flr die
Umsetzung des Substrates 1, ist die maximale Geschwindigkeit der Iminreduktase bereits
bei einer geringen Substratkonzentration von 0.45 mM erreicht. Die geringe Ldslichkeit des
Imins 1 hat somit keinen negativen Einfluss auf den Reaktionsverlauf im Hinblick auf
Loslichkeitsprobleme. Bei der Bestimmung der Michaelis-Menten-Konstante konnte fir
Substratkonzentrationen Gber 0.5 mM bereits ein Abfall in der Reaktionsgeschwindigkeit
der IRED20 aufgezeigt werden, was auf eine Inhibierung des Enzyms durch das Substrat

schlieBen lasst, die im Folgenden naher untersucht wurde.
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Abbildung 3.12. Auftragung der Reaktionsgeschwindigkeit der IRED20 gegen die
Substratkonzentration des zyklischen Imins 1 zur Bestimmung der Michaelis-Menten-Konstante

3.3.3.2 Untersuchung von Substratinhibierung bzw. —-deaktivierung

Aufgrund der vorliegenden Inhibierung der IRED20 durch 1-Methyl-3,4-
dihydroisochinolin (1), die sich in der Abnahme der Reaktionsgeschwindigkeit bei
Substratkonzentrationen lGber 0.5 mM &uBert, wurde der Einfluss des Substrates 1 auf die
Stabilitdt der IRED20 untersucht. Im Falle einer Deaktivierung des Enzyms durch das
Substrat wilirde die Reaktionsgeschwindigkeit nach Inkubation des Enzyms mit dem
Substrat sinken. Zur Untersuchung einer mdglichen Deaktivierung des Enzyms wurde die
aufgereinigte IRED20 fir 2 h mit unterschiedlichen Konzentrationen des Imins 1
(0.5-2 mM) bei 30 °C inkubiert und anschlieBend die Enzymaktivitat spektrophotometrisch
bestimmt (Abbildung 3.13). Die Aktivitat des Enzyms nach zweistlindiger Inkubation des
Enzyms mit dem Substrat 1 lag in demselben GréBenbereich wie die Aktivitdt ohne
Vorinkubation von Enzym mit Substrat (t=0). Dementsprechend beeinflusst das zyklische
Imin 1 die Stabilitat der Iminreduktase aus S. viridochromogenes nicht negativ und es liegt
keine Deaktivierung, sondern lediglich eine Substratinhibition vor. Aufgrund der geringen
Substratléslichkeit im wéassrigen Medium ist die Auswirkung einer Substratinhibierung, die
mit erhéhter Substratkonzentration weiter ansteigen wirde, fir die Prozessentwicklung
und das Upscaling der IRED-katalysierten Reaktion vermutlich gering. Die Enzymaktivitat
ist im Bereich der l8slichen Substratkonzentrationen trotz Inhibierung mit mindestens
1.7 U mL! hoch genug fiir eine effektive Reduktion des Substrates 1 zum entsprechenden
Produkt 2 (Abbildung 3.13).
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Abbildung 3.13. Untersuchung von Substratinhibierung bzw. -deaktivierung der IRED20 durch
das zyklische Imin 1

3.3.3.3 Untersuchung von Produktinhibierung bzw. —-deaktivierung

Im néchsten Schritt wurde der Einfluss des Produktes 2 auf die Aktivitat und Stabilitét der
Iminreduktase untersucht. Hierzu wurde die Aktivitdt der Iminreduktase bei einer
Substratkonzentration mit maximaler Reaktionsgeschwindigkeit in Gegenwart
unterschiedlicher Produktkonzentrationen bestimmt. Zur Untersuchung einer mdéglichen
Produktinhibition bzw. —-deaktivierung der IRED20 wurde die Aktivitat des aufgereinigten
Enzyms bei einer Substratkonzentration 1 von 0.5 mM in Gegenwart von 0.5-2.0 mM
Produkt rac-2 einmal direkt und einmal nach zweistlindiger Inkubation von Enzym und
Produkt bei 30 °C spektrophotometrisch bestimmt. Mit steigender Produktkonzentration ist
sowohl zum Zeitpunkt t=0, als auch nach zweistlindiger Inkubation von Enzym und Produkt
keine Abnahme in der initialen Reaktionsgeschwindigkeit zu erkennen, sodass eine
Inhibierung bzw. Deaktivierung des Enzyms durch das Produkt rac-2 bei diesen

Konzentrationen ausgeschlossen werden kann (Abbildung 3.14).
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Abbildung 3.14. Untersuchung von Produktinhibierung bzw. —deaktivierung der IRED20 durch
rac-2

3.3.4 Ganzzell-Katalyse

Im Anschluss an die Kinetikstudie der biokatalytischen Reduktion von 1-Methyl-3,4-
dihydroisochinolin (1) durch die Iminreduktase aus S. viridochromogenes wurden im
ndachsten Schritt verschiedene Ganzzell-Katalysator-Konstrukte erstellt und evaluiert mit
dem Ziel eine ,Designer-Zelle" zur effektiven Prozessentwicklung zu etablieren. Vorteile
der Verwendung von Ganzzell-Katalysator-Konstrukten sind eine Reduzierung der
Prozesskosten, da Aufreinigungsschritte der Enzyme entfallen. Zudem steigt potentiell die
Stabilitat der Enzyme in der nativen Umgebung.[*>4-156] Um den Nachteil einer generellen
Diffusionslimitierung durch die Verwendung eines Zwei-Zell-Systems zu minimieren,
wurden beide flir diesen Prozess benétigten Enzyme, die Iminreduktase und die

Glucose-Dehydrogenase, in einer Zelle Gberexprimiert.

3.3.4.1 Konstruktion von Ganzzell-Katalysatoren

Fur die Uberexpression zweier Enzyme in einer E. coli-Zelle gibt es mehrere Méglichkeiten:
Einerseits kénnen die Gene, die fir die zu Uberexprimierenden Enzyme codieren, lber zwei
verschiedene Plasmide in eine E. coli-Zelle transformiert werden (Abbildung 3.15A). Bei

einem solchen Zwei-Plasmid-Konstrukt miissen beide Plasmide Gber unterschiedliche origin
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of replication (ori) und Antibiotikaresistenzen verfligen.[1®l] Eine weitere Moglichkeit zur
Uberexpression zweier Enzyme in einer E. coli-Zelle ist die Transformation von einem
Plasmid mit zwei Multiple Cloning Sites (MCS) (Abbildung 3.15B). AuBerdem kdnnte ein

Fusionsprotein zur Uberexpression zweier Enzyme verwendet werden.

A B
Q Plasmid
- Gen 1
- Gen 2
Zwei-Plasmid-Konstrukt Ein-Plasmid-Konstrukt

Abbildung 3.15. Mdglichkeiten zur Uberexpression von zwei Enzymen in einer E. coli-Zelle

Mit dem Ziel der Entwicklung des besten Ganzzell-Konstruktes wurden zwei verschiedene
Ein-Plasmid-Systeme und ein Zwei-Plasmid-System konstruiert. Fur das
Zwei-Plasmid-System wurde die Iminreduktase aus S. viridochromogenes in einem
pET22b(+)-Vektor (pBR322 origin, Ampicillin-Resistenz) und die Glucose-Dehydrogenase,
aufgrund der hohen Aktivitat zur Reduktion von NADP*, in dem J/ow copy-Plasmid
pACYCDuet-1 (P15A origin, Chloramphenicol-Resistenz) in E. coli BL21(DE3) transformiert.
Dieses Konstrukt wird der Einfachheit halber im Folgenden mit GZK1 abgekirzt. Fir die
Konstruktion der beiden Ein-Plasmid-Systeme wurde ein pETDuet-1 Vektor (pBR322 origin,
Ampicillin-Resistenz) verwendet, der ebenfalls in E. coli BL21(DE3) transformiert wurde.
Fir das Gen in der zweiten MCS ist eine erhéhte Expressionsrate zu erwarten, da dieses
Gen zum Teil auch vom Ribosom, welches upstream der ersten MCS bindet, abgelesen wird
und ein Terminator der Transkription nur downstream der zweiten MCS vorliegt. Daher
werden beide Mdéglichkeiten eines Ein-Plasmid-Konstrukts mit den verschiedenen Genen
erstellt und untersucht. Eine Ubersicht aller drei erstellten Ganzzell-Katalysator-Konstrukte

ist in Tabelle 3.2 dargestellt.

Tabelle 3.2. Ubersicht der verwendeten Ganzzell-Katalysatoren (GZK), die in E. coli BL21(DE3)
exprimiert wurden

GZK Plasmid

GZK1 pET22b_IRED20 & pACYCDuet_GDH
GZK2 pETDuet_GDH_IRED20
GZK3 pETDuet_IRED20_GDH
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3.3.4.2 Evaluierung der Ganzzell-Konstrukte

Im Anschluss an die Konstruktion der drei verschiedenen Ganzzell-Konstrukte wurden
diese evaluiert um die beste ,Designer-Zelle® zur IRED-katalysierten Reduktion von
1-Methyl-3,4-dihydroisochinolin (1) zu identifizieren. Nach der Expression aller drei
Ganzzell-Konstrukte wurden diese zundchst aufgeschlossen und die Zellrohextrakte (ZRE)
gewonnen. Aufgrund des sehr dhnlichen Molekulargewichts der IRED20 (32.5 kDa) und der
GDH (28.1 kDa) ist eine Unterscheidung der Expressionsbanden beider Proteine per
SDS-PAGE nicht moéglich, sodass auf die Darstellung der SDS-PAGE verzichtet wurde. Die
Aktivitat der ZREs gegeniber der Oxidation von D-Glucose sowie der Reduktion von
1-Methyl-3,4-dihydroisochinolin (1) wurde zudem spektrophotometrisch untersucht. Zur
Bestimmung der Aktivitat der GDH zur Oxidation von D-Glucose wurde die Zunahme von
NADPH spektrophotometrisch untersucht, wohingegen zur Bestimmung der IRED-Aktivitat
zur Reduktion des zyklischen Imins 1 die Abnahme von NADPH spektrophotometrisch

verfolgt wurde (Tabelle 3.3).

Tabelle 3.3. Aktivitaten der Zellrohextrakte der Ganzzell-Katalysatoren (GZK1-3) zur Oxidation
von D-Glucose und Reduktion von 1-Methyl-3,4-dihydroisochinolin (1)

SN Iminreduktase aus NH
Streptomyces viridochromogenes

1 (R)-2
5mM NADPH NADP*

GDH aus Bacillus subtilis

D-Glucose \ D-Gluconolacton
100 mM

NADP* NADPH

GZK GDH Aktivitdt [U mL!] IRED Aktivitat [U mL!]

GZK1 152.4 4.9
GZK?2 188.3 4.3
GZK3 429.8 4.3

Die bestimmten Aktivitdten der ZREs der Ganzzell-Katalysatoren zur Reduktion des
zyklischen Imins liegen zwischen 4.3 U mL?! und 4.9 U mL!. Die hochste Aktivitat zur
Oxidation von D-Glucose wurde mit dem GZK3 nachgewiesen, welche deutlich héher ist
gegenliber der Aktivitat der anderen beiden Konstrukte. In diesem dritten Konstrukt
befindet sich die GDH in der zweiten MCS, aufgrunddessen wurde diese in héherem MafB
exprimiert und hat eine hoéhere Aktivitdt. Da die Glucose-Dehydrogenase nur zur
in situ-Regeneration des Cofaktors NADPH eingesetzt wird, ist eine solch hohe Aktivitat wie
beim GZK3 nicht notwendig.
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Mit dem Ziel der Identifikation des besten Ganzzell-Konstruktes wurden daraufhin
analytische Biotransformationen mit einer Katalysatorbeladung von 1 mg mL*! der GZKs
bei einer Substratkonzentration des zyklischen Imins 1 von 10 mM durchgefiihrt
(Abbildung 3.16). Der zeitabhangige Umsatz mit dem Ganzzell-Konstrukt GZK1 ist deutlich
hoher als der Umsatz mit den Konstrukten GZK2 und GZK3. So wurde mit dem GZK1 bei
einer geringen Biokatalysatorbeladung von 1 mg mL™ bereits nach einer Reaktionszeit von
5 h ein Umsatz von 53% nachgewiesen, wohingegen der Umsatz der Konstrukte GZK2 und
GZK3 mit 28% und 21% nur etwa halb so hoch ist. Der Ganzzell-Katalysator GZK1 stellte
demnach den besten der konstruierten Katalysatoren dar. Hierbei handelt es sich um das
Zwei-Plasmid-System, das durch die Wahl verschiedener Vektoren und die damit
verbundene Plasmidkopienzahl ein ,Feintuning® der Expression beider Enzyme ermdoglicht.
Fir das folgende Cosolventien-Screening und die Prozessentwicklung wurde daher das

Zwei-Plasmid-Konstrukt (GZK1) als beste ,Designer-Zelle™ verwendet.
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Abbildung 3.16. Analytische Biotransformationen des zyklischen Imins 1 unter Einsatz der
Ganzzell-Katalysatoren GZK1-3
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3.3.4.3 Cosolventien-Screening

Im Anschluss an die Auswahl des besten Ganzzell-Katalysators wurde ein
Cosolventien-Screening mit diesem Konstrukt durchgefihrt. Der Verlauf der
Biotransformationen unter Verwendung eines E. coli-Ganzzell-Katalysators kann durch
Cosolventien in anderer Weise beeinflusst werden als der Verlauf von Biotransformationen
unter Verwendung eines aufgereinigten Enzyms. Als Beispiel |asst sich hier die Verwendung
von Methanol als Cosolvent nennen, welches durch Alkoholdehydrogenasen (ADHs) zu
Formaldehyd umgesetzt werden kann und so einen negativen Einfluss auf die Reaktion
haben koénnte. Diese Nebenreaktion durch ADHs st insbesondere bei
Ganzzell-Katalysatoren nicht zu vernachldassigen und kann den Verlauf einer
Biotransformation negativ beeinflussen. Zur Evaluation des besten Cosolvents fir die
Prozessentwicklung wurden analytische Biotransformationen (0.5 mL MaBstab) bei einer
Substratkonzentration des zyklischen Imins 1 von 20 mM und einer Katalysatorbeladung
von 2 mg mL? in Gegenwart unterschiedlicher wassermischbarer Cosolventien (Methanol,
2-Propanol, Ethanol und Dimethylsulfoxid (DMSO)) durchgefihrt (Abbildung 3.17).
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Abbildung 3.17. Biotransformationen unter Verwendung des Ganzzell-Katalysators in Gegenwart
mit Wasser mischbarer Cosolventien (2-10% v/v)

Der beste zeitabhangige Umsatz wurde mit 10% v/v DMSO als Cosolvent erreicht mit dem
bereits nach einer Reaktionszeit von 5.5 h ein Umsatz von 94% bestimmt wurde. Gute
Umsatze von 78% des zyklischen Imins 1 wurden zudem bei einer Cosolventkonzentration

von 2% v/v Methanol nach einer Reaktionszeit von 4 h nachgewiesen. Eine Erhéhung der
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Cosolventkonzentration von Methanol beeinflusst den Verlauf der Biotransformation von 1
negativ und fihrt zu geringeren Umsatzen von 57% nach einer Reaktionszeit von 5 h. Ein
moglicher Grund hierfir kdnnte die Umsetzung von Methanol durch E. coli eigene ADHs zu
giftigem Formaldehyd sein. Ebenfalls nur moderate Umsatze um 50% wurden zudem unter
Verwendung von 10% v/v 2-Propanol bzw. Ethanol als Cosolvent nachgewiesen
(Abbildung 3.17). Demnach stellt bei einer Cosolventkonzentration von 10% v/v nur DMSO
ein geeignetes Cosolvent fiir die biokatalytische Iminreduktion unter Verwendung von
Ganzzell-Katalysatoren dar. Da die Entfernung von DMSO aus Reaktionen jedoch oftmals
problematisch ist und in Gegenwart von Methanol bei einer Cosolventkonzentration von
2% v/v ebenfalls gute Umsatze beobachtet wurden, wurde auBerdem Methanol (neben
DMSO) als geeignetes Cosolvent zur biokatalytischen Iminreduktion ausgewahlt. Hierbei
ist zu beachten, das Methanol nur als geeignetes Cosolvent in Betracht kommt, wenn eine

geringe Cosolventkonzentration zur Ldslichkeit des Edukts ausreicht.

3.3.5 Prozessentwicklung

Der letzte Schritt dieses Teilprojektes bestand in der Entwicklung eines effizienten
Prozesses zur Reduktion von 1-Methyl-3,4-dihydroisochinolin (1) bei einer hohen
Substratkonzentration und gleichzeitig geringer Katalysatorbeladung. Die
Prozessentwicklung wurde im vergrdBerten LabormaBstab in einem Gesamtvolumen von
40 mL bei einer Reaktionstemperatur von 30 °C durchgefihrt. Der pH-Wert der
Biotransformation sinkt aufgrund der &quimolaren Bildung von D-Gluconsdaure durch
Hydrolyse des D-Gluconolactons, das als Coprodukt bei der in situ-Regeneration des
Cofaktors NADP* gebildet wird (Abbildung 3.18A). Uber die automatisierte Zugabe von
Natronlauge durch ein TitroLine®-System (Abbildung 3.18B) wird der pH-Wert wahrend
der gesamten Reaktion konstant bei pH 7 gehalten. Da der Verbrauch an Natronlauge
aquimolar zur Umsetzung des zyklischen Imins 1 ist, kann Uber die zeitabhangige
Dosierung der Natronlauge auch der Reaktionsverlauf des praparativen Ansatzes verfolgt

und die initiale Reaktionsgeschwindigkeit berechnet werden.

A B

IRED20
SN N NH

1 (R)-2

20-100 mM E. coli GZK +
NADPH > <::] NADP
0.1 g mmol’
D-Glucose ﬁ D-Gluconolacton

'
'
]
D-Gluconsaure

Abbildung 3.18. A Ubersicht der Prozessentwicklung B TitroLine®-System zur Konstanthaltung
des pH-Wertes
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Mit dem Ziel die Effizienz des Upscalings bewerten zu kénnen, wurden die Experimente im
praparativen MafBstab bei unterschiedlichen Substratkonzentrationen (20-100 mM) bei
einem gleichbleibenden Verhaltnis von Ganzzell-Katalysator zu Substrat (0.1 g
Biokatalysator pro mmol Substrat) unter Verwendung von Methanol als Cosolvent
(1-2% v/v) durchgefiihrt (Abbildung 3.18A).

Das erste Experiment zur Prozessentwicklung wurde bei einer Substratkonzentration von
20 mM und einer Katalysatorkonzentration von 2 mg mL! (0.1 g lyophilisierte Zellen pro
mmol Substrat) fiir 24 h durchgefihrt (Abbildung 3.19).

IRED20 l
SN 0 NH

1 (R)-2
20 mM + 98% Umsatz
NADPH > < NADP
>99% ee
\\ 73% Ausbeute
D-Glucose ﬁ D-Gluconolacton
GDH

0.8
T 064
e 0.6
E
)
(o))
c
@ 0.4
£
=
1)
(2}

0.2 1

0.0 T T T T

0 6 12 18 24
Zeit [h]

Abbildung 3.19. Praparative Biotransformation von 1-Methyl-3,4-dihydroisochinolin (1) bei einer
Substratkonzentration von 20 mM

Wie an dem Verbrauch der Natronlauge zu erkennen ist, verlief die Umsetzung des
zyklischen Imins 1 in den ersten 5 h linear und naherte sich dann immer mehr einer
Asymptote um 0.85 mmol an (Abbildung 3.19). Der Verbrauch an Natronlauge war
demnach leicht erhdht gegenliber der eingesetzten Stoffmenge (0.8 mmol). Dieser
beobachtete Unterschied liegt im Fehlerbereich des TitroLine®-Systems und wurde bereits
in einer Vielzahl von praparativen Biotransformationen unter Anwendung des
TitroLine®-Systems zur Konstanthaltung des pH-Wertes in der Arbeitsgruppe beobachtet.
Der per SFC-HPLC bestimmte Umsatz dieses praparativen Ansatzes von 98% korrelierte
ebenfalls mit dem Verbrauch der Natronlauge. Der Enantiomerenlberschuss betrug > 99%

ee zugunsten des (R)-Enantiomers von 1-Methyl-1,2,3,4-tetrahydroisochinolin ((R)-2).
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Nach der Aufarbeitung wurde das Produkt (R)-2 mit einer Ausbeute von 73% isoliert
(Abbildung 3.19).

Im nachsten Schritt der Prozessentwicklung wurde die Substratkonzentration auf 50 mM
erhoht bei gleichbleibendem Katalysator-Substrat-Verhaltnis und einer Reaktionszeit von
24 h (Abbildung 3.20).
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Abbildung 3.20. Praparative Biotransformation von 1-Methyl-3,4-dihydroisochinolin (1) bei einer
Substratkonzentration von 50 mM

Der Verbrauch der Natronlauge verlief ebenfalls bei der praparativen Biotransformation mit
einer Substratkonzentration von 50 mM des zyklischen Imins 1 in den ersten 4 h linear
und naherte sich dann Uber den gesamten Reaktionszeitraum einer Asymptote um
1.8 mmol an. Ein vollstdndiger Umsatz des Substrats 1 entspricht einem
Natronlaugeverbrauch von 2.0 mmol, daher lag der Verbrauch an Natronlauge in diesem
praparativen Ansatz unter dem erwarteten und suggerierte somit einen Umsatz von
lediglich 89%. Per SFC-HPLC wurde jedoch ein nahezu quantitativer Umsatz von 95% und
ein ee > 99% fir (R)-2 bestimmt (Abbildung 3.20). Demnach lag in diesem Experiment
eine Diskrepanz zwischen dem bestimmten Umsatz und dem Verbrauch an Natronlauge
vor. 1-Methyl-1,2,3,4-tetrahydroisochinolin ((R)-2) wurde nach Aufarbeitung mit einer

Ausbeute von 58% isoliert.
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Im letzten Schritt der Prozessentwicklung dieses Teilprojektes wurde die
Substratkonzentration auf 100 mM erhdéht bei einem gleichbleibend geringen
Katalysator-Substrat-Verhaltnis von 0.1 g lyophilisertem Ganzzell-Katalysator pro mmol
Substrat (Abbildung 3.21).
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Abbildung 3.21. Praparative Biotransformation von 1-Methyl-3,4-dihydroisochinolin (1) bei einer
Substratkonzentration von 100 mM

Fir die praparative Biotransformation von 1-Methyl-3,4-dihydroisochinolin (1) bei einer
Substratkonzentration von 100 mM wurde per SFC-HPLC ein Umsatz von 96% mit einem
Enantiomereniberschuss > 99% ee zugunsten des Amins (R)-2 bestimmt. Der
Natronlaugeverbrauch des TitroLine®-Systems entsprach einem leicht verringerten Umsatz
von 93%, was jedoch im Fehlerbereich des Systems liegt. Wie bei den anderen
praparativen Reaktionen verlief der Verbrauch an Natronlauge in der Anfangszeit (bis zu
etwa 5 h) linear und flachte dann immer weiter ab. Nach Aufarbeitung wurde das Produkt

mit einer Ausbeute von 58% isoliert.

Aufgrund des guten Verlaufs der Prozessentwicklung bis hin zu einer Substratkonzentration
von 100 mM, welches einer Substratbeladung von 14.5 gL' entspricht, wurde im
Anschluss an die erfolgreiche Entwicklung des Prozesses eine Analyse der Effizienz des
Biokatalysators durchgefiihrt. Anhand des anfanglich linearen Verbrauchs an Natronlauge
wurde Uber das Anlegen einer Tangente sowie die Bestimmung der Steigung die spezifische
Aktivitat des Ganzzell-Katalysators bestimmt. AuBerdem wurde die Produktbildung ins

Verhaltnis zur Menge an verwendetem Biokatalysator gesetzt (Abbildung 3.22).
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Abbildung 3.22. Effizienz des Ganzzell-Katalysators in praparativen Biotransformationen zur
Reduktion des zyklischen Imins 1

Unabhdéngig von der verwendeten Substratkonzentration (20-100 mM) lag die
Produktbildung (R)-2 pro g Biokatalysator in demselben GréBenbereich um 9.6 mmol (R)-2
pro Gramm Ganzzell-Katalysator. Lediglich die spezifische Aktivitdt sank mit Erhéhung der
Substratkonzentration von 20 auf 50 mM leicht ab. Im Vergleich dazu blieb die spezifische
Aktivitat trotz einer Verdoppelung der Substratkonzentration von 50 auf 100 mM konstant.
Selbst bei hohen Substratkonzentrationen von 100 mM hatte der Ganzzell-Katalysator
demnach eine hohe spezifische Aktivitat von 17.2 U pro g lyophilisiertem GZK, was flr eine
hohe Effizienz des Katalysators spricht. Aufgrund der geringen Léslichkeit des Substrats 1
im Wassrigen fiel die spezifische Aktivitat trotz der im Rahmen der Untersuchungen der
Enzymkinetik nachgewiesenen  Substratinhibierung bei einer Erhdéhung der

Substratkonzentration vermutlich nicht weiter ab.

Die Ergebnisse dieses Projektes zur Optimierung und Prozessentwicklung der
biokatalytischen Reduktion von 1-Methyl-3,4-dihydroisochinolin (1) wurde gemeinsam mit
Wetzl und Iding im Journal Heterocycles verdffentlicht: N. Zumbragel, D. Wetzl, H. Iding,
H. Gréger Heterocycles 2017, 95, 1261-1271.1146]
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3.4 Ausblick

Im Rahmen dieses ersten Projektes der vorliegenden Dissertation konnte anhand einer
Modellreaktion ein effizienter Prozess im prdparativen MaBstab zur biokatalytischen
Darstellung zyklischer Amine unter Einsatz von Iminreduktasen etabliert werden. Hierzu
wurden zundchst die optimalen Reaktionsparameter identifiziert und daraufhin die
Etablierung des geeigneten Ganzzell-Konstrukts bewerkstelligt. Die Ergebnisse dieses
Projektes sollen im Rahmen der folgenden Projekte, die auf der Verwendung von
Iminreduktasen als Biokatalysatoren beruhen, genutzt werden, um direkt auf optimale
Reaktionsbedingungen zurlickgreifen zu kénnen. AuBerdem soll das in diesem Projekt
etablierte beste Ganzzell-Konstrukt als Modell weiterer Ganzzell-Katalysatoren fir

praparative Experimente in den folgenden Projekten verwendet werden.
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4, BIOKATALYTISCHE REDUKTION S- UND O-

HALTIGER ZYKLISCHER IMINE

4.1 Stand der Wissenschaft

4.1.1 Bedeutung chiraler S- und O-haltiger zyklischer Amine

Zyklische Amine mit einem Schwefel- oder Sauerstoffatom in der heterozyklischen Struktur
sind sowohl in der Natur als auch in der Medizin von herausragender Bedeutung. So
enthielten 2014 59% aller durch die U.S. FDA zugelassenen Pharmazeutika mindestens
einen Stickstoff-Heterozyklus!!! und 25% aller Medikamente, die 2011 auf dem Markt
waren, enthielten ein Schwefelatom.['®2] Entsprechend stellen zyklische Amine mit
zusatzlichen Heteroatomen wie bespielsweise Schwefel oder Sauerstoff bedeutende
Strukturmotive dar und die Entwicklung von Syntheserouten zur Darstellung dieser
Verbindung ist wissenschaftlich von groBem Interesse. In Abbildung 4.1 sind eine Reihe
von schwefel- bzw. sauerstoffhaltigen zyklischen Amine, die eine pharmazeutische
Aktivitat haben, dargestellt. In dieser Arbeit lag der Fokus auf den 3-Thiazolidinen als
finfgliedrige N,S-Heterozyklen, sowie den 3,4-Dihydro-2H-1,4-benzothiazinen und

3,4-Dihydro-2H-1,4-benzoxazinen, die im Folgenden naher erldautert werden.
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Abbildung 4.1. Ausgewdhlte S- bzw. O-haltige zyklische Amine mit pharmazeutischer Aktivitat
oder Intermediate flr Pharmazeutika
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4.1.2 3-Thiazolidine

3-Thiazolidine als Vertreter der flinfgliedrigen schwefelhaltigen zyklischen Amine sind
wichtige Strukturmotive in einer Reihe von Life Science Molekilen. So kommen
3-Thiazolidine als eine der zwei heterozyklischen Rahmenstrukturen in Penicillinen und von
Penicillinen abgeleiteten B-Lactam Antibiotika wie beispielsweiese Amoxicillin vor.[163]
AuBerdem sind 3-Thiazolidine Strukturmotive in einer Reihe von
HIV-Proteaseinhibitorent®4 und stellen ein Schllsselintermediat in der industriellen
Synthese der nicht-proteinogen Aminosaure D-Penicillamin dar (Abbildung 4.2).165] Des
Weiteren zeigten spiro-3-Thiazolidine Aktivitdten gegenliber humanen Tumorzelllinientt6él
und alkyl-substituierte 3-Thiazolidine sind als radioprotektive Agenzien von medizinischer
Bedeutung.[167:168] Neben medizinischen Anwendungsgebieten wurde die Relevanz von
3-Thiazolidinen auch im Bereich der Pestizidel'®®] und Aromastoffell’%l beschrieben
(Abbildung 4.2).
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Abbildung 4.2. Anwendungsgebiete von 3-Thiazolidinenl163-170]

Konzeptionell sind 3-Thiazolidine 4 unabhdngig vom Substitutionsmuster Uber eine
Reduktion der C=N-Doppelbindung der entsprechenden 3-Thiazoline 3 =zuganglich
(Schema 4.1). 3-Thiazoline 3 kénnen wiederum sehr elegant Uber eine Variante der

Asinger-Reaktion dargestellt werden (siehe auch 4.1.2.2).[171-176]

R’ R!
32 N Reduktion 32* NH
R - R2 R R2
R3 s)< R? R® s)< R?
3 4

Schema 4.1. Darstellung von 3-Thiazolidinen 4 durch Reduktion der entsprechenden
3-Thiazoline 3
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4.1.2.1 Forschungsarbeiten zur Reduktion der 3-Thiazoline

Trotz der guten Verfligbarkeit der 3-Thiazoline 3 sind die Mehrzahl an Versuchen zur
Reduktion dieser Verbindungen seit den 1950er Jahren fehlgeschlagen (Abbildung 4.3).
Diese nicht erfolgreichen Forschungsarbeiten umfassen eine Vielzahl der standardisierten
Technologien zur Iminreduktion. Die etablierte Hydriertechnologie mit Palladium auf
Aktivkohle unter Wasserstoffatmosphare ist zur Reduktion der 3-Thiazoline 3 aufgrund
einer Vergiftung des Katalysators durch den Schwefel nicht geeignet.['74#177]1 Diese
Ergebnisse sind im Einklang mit Beobachtungen der Arbeitsgruppe um Figueras, die eine
Vergiftung von Metallen auf Metalltragerkatalysatoren durch Schwefel berichtete.[178] Eine
Reihe anderer etablierter Reduktionsmethoden wie die Verwendung von Natrium in
Alkohol, Natrium in Gegenwart von flissigem Ammoniak oder Aluminium in Gegenwart von
Kaliumhydroxid bzw. feuchtem Ether lieferten keine eindeutigen Ergebnisse.['74] Unter
Verwendung von Metallhydriden wie Natriumborhydrid und Lithiumaluminiumhydrid ist
eine Reduktion der 3-Thiazoline 3 zu beobachten, die allerdings mit einer Ring6ffnung des
N,S-Acetals des 3-Thiazolidins 4 verbunden ist.[174177.179] Dje einzige Ausnahme, die eine
Darstellung der 3-Thiazolidine 4 aus den 3-Thiazolinen 3 erlaubt, ist die Reduktion mit
Catecholboran.['7?] Diese Reduktionsmethode liefert die entsprechenden 3-Thiazolidine 4
allerdings nur in geringen bis moderaten Ausbeuten und sehr geringen
Enantioselektivitdten mit Enantiomereniberschiissen von bis zu 4% ee.['7°1 Ein weiterer
Nachteil dieser Reduktionsmethode ist die Notwendigkeit eines groBen Uberschusses des

teuren und technisch unvorteilhaften Catecholborans (Abbildung 4.3).

Pd/C, H,

LiAIH,

NaB(Boc-Pro)sH \
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RiFN R2
R® S)<R2

Abbildung 4.3. Ubersicht der untersuchten chemokatalytischen Anséatze zur Reduktion von
3-Thiazolinen 3[174,177,179]

Die Etablierung einer generellen, vom Substitutionsmuster unabhéngigen und
enantioselektiven Reduktionsmethode zur Darstellung von 3-Thiazolidinen 4 stellt daher

eine Herausforderung dar, die von groBem Interesse ist.
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4.1.2.2 Asinger-Synthese

Im Jahr 1956 berichtete Asinger erstmals die Darstellung von 3-Thiazolinen 3, nachdem
er Ammoniak, Schwefel und aliphatische bzw. arylaliphatische Ketone, die ein acides
a-H-Atom tragen, miteinander umsetzte.['7] Im ersten Schritt der Asinger-Reaktion als
Multikomponentenreaktion kommt es zur Bildung einer a-Mercaptocarbonylverbindung aus
einem Keton oder einem Aldehyd (Oxokomponente) und elementarem Schwefel
(Schema 4.2A). Asinger postulierte im nachsten Schritt die Bildung eines a-Aminoalkohols
aus einem weiteren Aquivalent der Oxokomponente und Ammoniak. Der gebildete
a-Aminoalkohol reagiert daraufhin mit der in Schritt A gebildeten
a-Mercaptocarbonylverbindung unter Wasserabspaltung zu einem N,S-Halbacetal. Unter
erneutem Wasseraustritt erfolgt schlieBlich der Ringschluss (Schema 4.2B).[172]
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Schema 4.2. Reaktionsmechanismus der Synthese von 3-Thiazolinen gemaB Asinger{172]

Die Degussa AG entwickelte eine universelle Variante der Asinger-Reaktion, die
Natriumhydrogensulfid als Schwefelatomdonor und eine a-halogenierte
Carbonylkomponente nutzt (Schema 4.3).[173.175176] Djes erleichtert die Substitution in
a-Position und die damit verbundene in situ-Ausbildung des Thiols. AuBerdem kénnen Uber
diesen Syntheseweg erhthte Ausbeuten flir 3-Thiazoline 3 mit unterschiedlichen
Substituenten in 2- und 5-Position, durch die Wahl eines a-chlorierten Aldehyds bzw.

Ketons erreicht werden.

0
RSMRa
1 1 +NH R!
Rfo + NaSH Rfo 3 N s
—_— —_— — R
- NaCl — A X s
RZ “Cl R® “SH R Ng” TR

3

Schema 4.3. Degussa-Variante der Asinger-Reaktion[173,175,176]
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4.1.3 3,4-Dihydro-2H-1,4-benzothiazine und 3,4-Dihydro-
2H-1,4-benzoxazine

3,4-Dihydro-2H-1,4-benzothiazine als weitere Vertreter der schwefelhaltigen zyklischen
Amine zeigten unter anderem antimykotische Aktivitat (Abbildung 4.4),[180] sodass auch
die Darstellung dieses Strukturmotiv von groBem Interesse ist. Wahrend lediglich die
Anwendung eines 3,4-Dihydro-2H-1,4-benzothiazins in der Literatur beschrieben ist, ist
das Anwendungsgebiet der entsprechenden sauerstoffhaltigen zyklischen Amine deutlich
groBer. 3,4-Dihydro-2H-1,4-benzoxazine sind Strukturmotive in einer Reihe biologisch und
pharmazeutisch aktiver Verbindungen wie erfolgsversprechender Antidepressiva,
Calcium-Antagonisten, anti-inflammatorischer, antibakterieller, antimikrobieller sowie
antinozizeptiver Agenzien.[181-189] Bekannte Beispiele von Pharmazeutika, die ein
3,4-Dihydro-2H-1,4-benzoxazin als Strukturmotiv tragen, sind Levofloxacin('8l und
Obscurinervidint!8] (Abbildung 4.4).

antimykotische Levofloxacin

H
N Antibiotikum
; O
Obscurinervidin
Alkaloid

Xy

R

Aktivitat :
L
S

Abbildung 4.4. Anwendungsgebiete von 3,4-Dihydro-2H-1,4-benzothiazinen und 3,4-Dihydro-2H-
1,4-benzoxazinen(180,188,189]

Aufgrund der Bedeutung dieser chiralen Strukturmotive ist das Interesse zur Entwicklung
von enantioselektiven Syntheserouten zur Darstellung von 3,4-Dihydro-2H-1,4-
benzothiazinen 6 und 3,4-Dihydro-2H-1,4-benzoxazinen 8 gro3. Da die entsprechenden
zyklischen Imine leicht zugénglich sind, stellen die 2H-1,4-Benzothiazine 5 und
2H-1,4-Benzoxazine 7 attraktive Substrate zur Synthese der entsprechenden S- bzw.

O-haltigen zyklischen Amine Uber eine Reduktion dar (Schema 4.4).

N_ _R! H R!
N 2 Reduktion 2
R - = R
R3 X~ "R? R® X~ "R?

3

w
Py

Nox
[ N-)

1 X=8
:X=0

Schema 4.4. Darstellung von 3,4-Dihydro-2H-1,4-benzothiazinen 6 und 3,4-Dihydro-2H-1,4-
benzoxazinen 8 durch Reduktion der entsprechenden zyklischen Imine 5 bzw. 7
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4.1.3.1 Chemische Methoden zur Reduktion von 2H-1,4-Benzothiazinen

und 2H-1,4-Benzoxazinen

Die asymmetrische Reduktion von 2H-1,4-Benzoxazinen mittels Ubergangsmetall-
katalysierter Hydrierung wurde in den letzten Jahrzehnten intensiv untersucht.[190-197]
Unter Verwendung verschiedener Iridium-Komplexe konnten 2H-1,4-Benzoxazine mit
hohen Enantioselektivitdten und Umsatzen zu den entsprechenden 3,4-Dihydro-2H-1,4-
benzoxazinen umgesetzt werden.[1°1/192,195]1 So berichteten Satoh et al. 1998 eine
enantioselektive Hydrierung zur Darstellung eines Schliisselintermediats des Levofloxacins
unter Verwendung eines Iridium-Komplexes mit einer hoher Ausbeute von 96% und einem
Eantiomerenliberschuss von 90% ee zugunsten des gewlnschten (S)-Enantiomers
(Schema 4.5).[191]

[Ir(coD)Cl},

Ny (25,45)-BPPM PhaR
H, (40 bar) j/ 2_)\
F 9 Benzol/MeOH ( N~ CH;PPh,
F -10°C.3 h COO-t-Bu
96% Ausbeute (2S,4S)-BPPM

90% ee (S)

Schema 4.5. Enantioselektive Hydrierung zur Darstellung eines Schlisselintermediats von
Levofloxacinl191]

Neben Iridium-Komplexen konnten Ruthenium-Komplexel93:1971 ynd Eisen-Brgnstedsaure-
Katalysatoren(1?4l erfolgreich zur Hydrierung von Benzoxazinen eingesetzt werden. Eine
metallfreie Hydrierung unter Verwendung von Tris(Pentafluorphenylboran) wurde zudem
klrzlich publiziert, welche die entsprechenden 3,4-Dihydro-2H-1,4-benzoxazine allerdings

nur in moderaten Enantioselektivitdten lieferte.[198]

Im Vergleich zu der Vielzahl an publizierten Methoden zur Ubergangsmetall-katalysierten
bzw. metallfreien Hydrierung von 2H-1,4-Benzoxazinen sind nur wenige Methoden zur
Ubergangsmetall-katalysierten Hydrierung der Schwefel-Analoga verdffentlicht. Arai et al.
gelang es 2013 eine Methode zur Hydrierung von 2H-1,4-Benzoxazinen unter Verwendung
von Ruthenium-Katalysatoren zu entwickeln und diese erfolgreich auf die Hydrierung von
2H-1,4-Benzothiazinen zu Ubertragen. Dadurch konnte die erste
Ubergangsmetall-katalysierte Hydrierung eines 2H-1,4-Benzothiazins realisiert werden
(Schema 4.6).[193]

s a

[e]
(RuRe)RU { O
t-C4HgOK e}

Br Br
H, (20 atm. H
Ng > (20 atm.) N \©/ o
X w, O [0
40 °C, 36 h s o

S

98% Ausbeute ~
>99% ee (R)

(Rn,Rp)Ru: Ar = 3,5-(CH3),CgH3

Schema 4.6. Ruthenium-katalysierte Hydrierung eines 2H-1,4-Benzothiazins[193]
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Die asymmetrische Transferhydrierung unter Verwendung des Hantzsch-Esters (HEH) als
Hydridquelle und Brgnsted-Sauren als Katalysatoren (siehe auch Kapitel 3.1.2) stellt eine
organokatalytische = Methode zur Reduktion von 2H-1,4-Benzothiazinen und
2H-1,4-Benzoxazinen dar, die 2006 erstmals von Rueping et al. flir diese Substrate
beschrieben wurde.[1°°] Diese Methode erlaubt die hoch enantioselektive Darstellung der
entsprechenden Dihydroverbindungen bei einer sehr geringen Katalysatorbeladung von
0.1 mol% der chiralen Phosphorsdaure und zeigt fir beide Substanzklassen ein breites
Substratspektrum (Schema 4.7).[19°]

Ne R pi s 5 N
©: j/ chirale Phosphorséaure (0.1 mol%) N« R
CHCI ©: j/
X \ X

RT
X=05 o o o
Eto)ﬂLOEt E0” Y okt
N SN
1.25 Aq

ausgewahlte Beispiele

o ab eyt o™

95% Ausbeute 93% Ausbeute 87% Ausbeute 51% Ausbeute
98% ee > 99% ee >99% ee 94% ee

Schema 4.7. Organokatalytische Transferhydrierung von 2H-1,4-Benzothiazinen und
2H-1,4-Benzoxazinenl199]

Im Anschluss an die Erweiterung der organokatalytischen Transferhydrierung auf
Benzothiazine und Benzoxazine entwickelten mehrere Arbeitsgruppen Konzepte zur
Immobilisierung der Brgnsted-Sauren, beispielsweise in Form  mikropordser
Polymernetzwerkel200.201] metallorganischer Materialien{292] oder der Immobilisierung auf
einem festem Polymer(?%31 und nutzten diese erfolgreich zur Reduktion von
2H-1,4-Benzoxazinen. Rueping et al. gelang es zudem die biomimetische Reduktion mittels
Hantzsch-Ester flir die Reduktion zyklischer Imine im Wassrigen zu etablieren und diese

erfolgreich auf die Reduktion eines Benzoxazins anzuwenden (Schema 4.8).[204]

( Y
N | |
@[ X chirale Phosphorsaure (2 mol%) @[

(0] ges. NaCl- Lsg

50 C 84% Ausbeute
O O o 0 90% ee

EtO%OEt E0” P ok
N NS
H

2.4 Aq. L )

Schema 4.8. Biomimetische Reduktion eines 2H-1,4-Benzoxazins mittels Hantzsch-Ester im
Wéssrigen(204]
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Ein Nachteil der biomimetischen Reduktion mittels Hantzsch-Ester (HEH) ist die
Notwendigkeit der stéchiometrischen Verwendung dieses Reduktionsmittels, da es im
Gegensatz zur Regeneration natirlicher Cofaktoren keine Méglichkeit zum Recycling des
Hantzsch-Esters gibt. Um dieses Problem zu umgehen, entwickelten Chen et al. eine
biomimetische Transferhydrierung mit Dihydrophenanthridin als NAD(P)H-Analogon,
welches (ber einen Ruthenium-Katalysator regeneriert werden kann und somit in
katalytischen Mengen eingesetzt werden kann. Diese Methode liefert die entsprechenden
3,4-Dihydro-2H-benzoxazine mit hohen Enantioselektivitaten (> 87% ee) in sehr guten

Ausbeuten von mindestens 95% (Schema 4.9).[20]

No R o ; 0 N
©: j/ chirale Phosphorsaure (1 mol%) ©:N « R g .
j/ Ar
o DCM,N o OO

0,20

0" “OH
[Ru(p-Cymol)l,], \‘ OO
(1 mol%) \ A
- 7
H, N Ar=Ph[H
10 mol% . ~ o g

ausgewahlte Beispiele

o0 b O

99% Ausbeute 99% Ausbeute 98% Ausbeute
92% ee 86% ee 91% ee

Schema 4.9. Asymmetrische Transferhydrierung mit Dihydrophenantridin als
NAD(P)H-Analogon(203]
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4.2 Motivation und Zielsetzung

Aufgrund der fundamentalen Bedeutung von 3-Thiazolidinen 4 als Strukturmotive und der
Limitierung synthetischer Routen zu dieser Verbindungsklasse (Abbildung 4.5A) ist die
Etablierung einer generellen Syntheseroute unabhangig vom Substitutionsmuster von
groBem Interesse. Dabei stellt insbesondere die Reduktion der entsprechenden zyklischen
Imine 3, die in einer Multikomponentenreaktion Uber die Degussa-Variante der
Asinger-Reaktion dargestellt werden kénnen, eine elegante Herangehensweise dar. Neben
der Entwicklung einer generellen Syntheseroute stellt zudem die Etablierung einer hoch

enantioselektiven Route eine weitere Herausforderung dar.

Auf der Basis der literaturbeschriebenen erfolgreichen Nutzung von Iminreduktasen zur
Reduktion einer Vielzahl zyklischer Imine (siehe auch Kapitel 3.1.4),[2/118,124-126,134,206]
sowie des erfolgreichen Einsatzes dieser Enzymklasse in der Optimierung und
Prozessentwicklung IRED-katalysierter Reaktionen (siehe Kapitel 3)['46], wurde die Eignung
der IREDs zur Reduktion von 3-Thiazolinen 3 untersucht (Abbildung 4.5A).

A Reduktion von 3-Thiazolinen 3:
chemokatalytische Ansétze
zur Reduktion von 3-Thiazolinen

Pd/C, H,

LiAIH,

R! NH; o Variante der R! R!
Asinger-Reaktion B
R 7210 + A, — RT&RZ NaB(Boc-Pro)sH RiZ»g'ZRZ
A NaSH R R R3 s R2 R3 s R2
(X=Cl, Br) 3 Catecholboran 4
Etablierung eines
biokatalytischen Ansatzes
IRED
NADPH NADP*
D-Glucose D-Gluconolacton
GDH

B Reduktion von 2H-1,4-Benzothiazinen 5 und 2H-1,4-Benzoxazinen 7:

Etablierung eines
biokatalytischen Ansatzes

H
N R’ IRED, GDH, N o R'
IRZ D-glucose, NADP* IRZ
R3 X R2 RS X R?
R? R®
X

5: S
7: X (0]

S 6: X
(e] 8: X

Abbildung 4.5. Limitierungen der chemischen Reduktion von 3-Thiazolinen 3 und Zielsetzung des
Projektes zur biokatalytischen Reduktion S- und O-haltiger zyklischer Imine
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Da der Einfluss weiterer Heteroatome auf die Reduktion zyklischer Imine durch
Iminreduktasen bisher nicht untersucht wurde, stellt zudem die Entwicklung einer
Plattformtechnologie zur Reduktion zyklischer Imine mit mehreren Heteroatomen eine
weitere Herausforderung dar. Aufgrund dessen soll neben der biokatalytischen Reduktion
von 3-Thiazolidinen 3 auch die IRED-katalysierte Reduktion von 2H-1,4-Benzothiazinen 5,
als weitere Verbindungsklasse mit einem schwefelhaltigen zyklischen Imin, sowie die
Reduktion von 2H-1,4-Benzoxazinen 7 als Verteter von sauerstoffhaltigen zyklischen
Iminen untersucht werden (Abbildung 4.5B). Ein Vorteil der IRED-katalysierten Reduktion
von 2H-1,4-Benzothiazinen 5 und 2H-1,4-Benzoxazinen 7 gegenlber der
organokatalytischen Reduktion mit Hantzsch-Ester besteht in der katalytischen
Verwendung des teuren Cofaktors NADPH aufgrund der in situ-Regeneration des NADPH

Uber die Glucose-Dehydrogenase.

Mit dem Ziel der Entwicklung der IRED-katalysierten Reduktion von 3-Thiazolinen 3, sowie
2H-1,4-Benzothiazinen 5 und 2H-1,4-Benzoxazinen 7 sollen zunachst geeignete Substrate
synthetisiert werden. Fir die 3-Thiazoline 3 soll daraufhin die chemokatalytische Reduktion
evaluiert werden, indem neben den bereits in Kapitel 4.1.2.1 erwdhnten Methoden weitere
literaturbekannte Methoden zur Reduktion von Iminen untersucht werden. Es folgt die
chemische Synthese der racemischen Referenzverbindungen zur Etablierung von
geeigneten Methoden zur Bestimmung des Umsatzes und des Enantiomereniiberschusses.
Im Anschluss an diese Arbeiten kann die Untersuchung der biokatalytischen Reduktion der
S- und O-haltigen zyklischen Imine erfolgen. Im Vorfeld der Biotransformationen wird
jeweils zunachst ein pH-Shift-Assay zur Identifizierung geeigneter Iminreduktasen sowie
die Bestimmung der spektrophotometrischen Aktivitdat durchgefiihrt. AuBerdem werden
initiale Prozessentwicklungen flir ausgewdhlte Substrate durchgefiihrt, um die Effizienz der

etablierten Technologie zu demonstrieren (Abbildung 4.6).

Versuche zur chemischen
Reduktion der 3-Thiazoline

Synthese der racemischen .
Substratsynthesen :> :> Referenzverbindungen :> Analytik

{l

Biokatalytische Reduktion
von 3-Thiazolinen 3

Biokatalytische Reduktion
von
2H-1,4-Benzoxazinen 7

Biokatalytische Reduktion
von
2H-1,4-Benzothiazinen 5

Abbildung 4.6. Ubersicht des Projektes zur biokatalytischen Reduktion S- und O-haltiger
zyklischer Imine
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4.3 Ergebnisse und Diskussion

4.3.1 Substratsynthesen

Zur Untersuchung der biokatalytischen Reduktion S- und O-haltiger zyklischer Imine
wurden zunachst 3-Thiazoline 3, 2H-1,4-Benzothiazine 5 und 2H-1,4-Benzoxazine 7 nach
Literaturvorschriften synthetisiert. Fir die Synthese der 3-Thiazoline 3 und der
2H-1,4-Benzothiazine 5 werden a-chlorierte Aldehyde bzw. Ketone benétigt, die zunachst
Uber eine a-Chlorierung des Aldehyds oder Ketons mit Sulfurylchlorid synthetisiert wurden.
Uber diese von Stevens et al. adaptierte Methode!2°”] wurden 2-Chlor-2-methylpropanal,
3-Chlor-3-methyl-2-butanon und 2-Chlor-2-methyl-1-phenyl-1-propanon in guten

isolierten Ausbeuten erhalten (Schema 4.10).

R R!' Ausbeute

S0,CI
0 272 H 63%
Me 77%

Ph 89%

R'=H, Me, Ph

Schema 4.10. a-Chlorierung von Aldehyden bzw. Ketonen mit Sulfurylchlorid

4.3.1.1 Synthese von 3-Thiazolinen 3

Die Darstellung der 3-Thiazoline 3a-f erfolgte nach der Degussa-Variante der
Asinger-Reaktionl!73:175] unter Verwendung eines a-chorierten Aldehyds bzw. Ketons,
wéssriger Ammoniakldsung, Natriumhydrogensulfid und einem weiteren Keton. Uber eine
Substitution in a-Position entsteht zunachst das Thiol, welches mit Ammoniak und dem
Keton zum 3-Thiazolin kondensiert. Uber die Kombination von vier verschiedenen
a-chorierten Aldehyden bzw. Ketonen (a-Chloracetaldeyhd, 2-Chlor-2-methylpropanal,
Chloraceton und 3-Chlor-3-methyl-2-butanon) und Aceton sowie Cyclopentanon als Ketone
wurden sechs verschiedene 3-Thiazoline mit geringen bis guten isolierten Ausbeuten
(5-62%) erhalten (Schema 4.11).

R NH; Variante der R

R?  Asinger-Reaktion
T e i Vo
RR3C| NaSH Rz 0°C-RT, 18h RPN ALR?
3a-f

O N« v f e e f )

S S S s S)Q S)Q
3a 3b 3c 3d 3e 3f
43% 22% 32% 62% 5% 56%

Schema 4.11. Synthese der 3-Thiazoline 3a-f
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4.3.1.2 Synthese von 2H-1,4-Benzothiazinen 5

Die Darstellung von drei verschiedenen Benzothiazinen 5a-c erfolgte nach einer Vorschrift
von Grogert?%8l  (jber eine der Degussa-Variante der Asinger-Reaktion analoge
Kondensationsreaktion. Zunachst erfolgt die Deprotonierung des Thiols des
2-Aminothiophenols durch Natriumethanolat. Uber eine Substitution in a-Position unter
Abspaltung von Natriumchlorid und die anschlieBende Kondensation unter
Wasserabspaltung erfolgt die Bildung des 2H-1,4-Benzothiazins 5. Mit dem zuvor
synthetisierten a-chlorierten Aldehyd sowie den beiden a-chlorierten Ketonen wurden die
drei 2H-1,4-Benzothiazins 5a-c nach destillativer oder saulenchromatographischer
Aufreinigung in moderaten bis guten isolierten Ausbeuten (18-79%) erhalten
(Schema 4.12).

R! 1
NH
2 0 Natrium N\ R
+ .
SH ol EtOH, RT s
5a-c

Ok CCL O

18% 71% 79%

Schema 4.12. Darstellung der 2H-1,4-Benzothiazine 5a-c

4.3.1.3 Synthese von 2H-1,4-Benzoxazinen 7

Die Synthese von zwei 2H-1,4-Benzoxazinen 7a und 7b erfolgte auf unterschiedlichen
Reaktionswegen. Das Benzoxazin 7a wurde Uber eine der Benzothiazin analoge
Syntheseroute nach Shridhar et al.[?%°1 dargestellt. Hierbei wird der Alkohol des
2-Aminophenols zundchst mit Kaliumcarbonat deprotoniert, anschlieBend erfolgt die
Substitution mit a-Bromacetophenon und per Kondensation und Abspaltung von Wasser
erfolgt schlieBlich der Ringschluss zum 2H-1,4-Benzoxazin 7a. 3-Phenyl-2H-1,4-

benzoxazin (7a) wurde mit einer isolierten Ausbeute von 39% erhalten (Schema 4.13).

NH2 K2CO3 N
+ —_— S
o Aceton
OH ce
ci ©

7a
39% Ausbeute

Schema 4.13. Synthese von 3-Phenyl-2H-1,4-Benzoxazin (7a)

AuBerdem wurde das zyklische Imin 7b als Vorstufe eines Schllisselintermediats des

Antibiotikums Levofloxacin dargestellt. Anhand dieses Substrats 7b sollte die Eignung von
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Iminreduktasen zur Darstellung des pharmazeutisch relevanten Levofloxacin-Intermediats
untersucht werden (Schema 4.14A). Die Darstellung des 7,8-Difluoro-3-methyl-2H-1,4-
benzoxazin (7b) erfolgte Uber zwei Stufen. Zundchst wurde 1-(2,3-Difluor-6-
nitroxy)propan-2-on mit einer Ausbeute von 91% nach Lopez-Iglesias et al.[?1%] (iber eine
Veretherung aus 2,3-Difluoro-6-nitrophenol und Chloraceton erhalten. Die zweite Stufe
wurde nach Battistoni et al.l?'l durchgefiihrt. Hier erfolgt zunachst die Reduktion zum
Amin, gefolgt von der Kondensation zu 7b. Das 2H-1,4-Benzoxazin 7b konnte somit mit
einer Gesamtausbeute von 52% Uber zwei Stufen erfolgreich dargestellt werden
(Schema 4.14B).

A O O H N
= A =

Levofloxacin

KBr

NO, NaHCO; NO,
oL _Ee o
F OH Toluol, 65°C, 24h  F 0

91%

NO, NaH,PO,
__Pdc

F O/W( THF/H20 (1:1),

F (6] 15 min, RT

57%
(52% Gesamtausbeute)

Schema 4.14. A Retrosynthetischer Zugang zum Antibiotikum Levofloxacin liber eine IRED-
katalysierte Reduktion des Benzoxazins 7b. B Synthese des 2H-1,4-Benzoxazins 7b

4.3.2 Versuche zur chemischen Reduktion der 3-Thiazoline

Zu Beginn der Arbeiten mit den 3-Thiazolinen 3 wurde eine Reihe von chemischen und
chemokatalytischen Methoden zur Reduktion dieser Verbindungen getestet. Das Ziel dieser
chemischen Reduktionsversuche war das Auffinden der bestmdéglichen Route zur
Darstellung der racemischen 3-Thiazolidine 4, welche als Referenzverbindungen benétigt
wurden. Hierzu wurden einerseits Methoden unter Abwandlung von Reaktionsparametern
wie Reaktionszeit und Reaktionstemperatur getestet, die bereits in der Literatur als nicht
erfolgreich zur Darstellung von 3-Thiazolidinen 4 beschrieben wurden (siehe auch
Kapitel 4.1.2.1). Zum anderen wurden weitere literaturbekannte Methoden zur Reduktion

von Iminen untersucht.

Zunachst wurde die Reduktion des 3-Thiazolidins 3¢ mit Metallhydriden wie

Lithiumaluminiumhydrid, Natriumborhydrid, tert-Butyloxycarbonyl (Boc)-geschitztem
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Natriumborhydrid und Diisobutylaluminiumhydrid (DIBAL) untersucht. Da in der Literatur
bereits eine Ring6ffnung des N,S-Acetals der 3-Thiazolidine 4 unter Verwendung von
Lithiumaluminiumhydrid, Natriumborhydrid sowie Boc-geschitztem Natriumborhydrid
beschrieben wurde,[174177:1791 wurden diese Reduktionen mit kiirzeren Reaktionszeiten und
verringerten Reaktionstemperaturen durchgefihrt. Im Falle der Verwendung von
Lithiumaluminiumhydrid wurden erneut eine Ringdffnung und weitere Spaltprodukte
beobachtet, wohingegen das 3-Thiazolin 3¢ mit Natriumborhydrid und Boc-geschitztem
Natriumborhydrid unter milderen Reaktionsbedingungen nicht umgesetzt wurde. Bei der
Reduktion mit DIBAL['?l konnte ebenfalls kein Umsatz des 3-Thiazolins 3c beobachtet
werden (Abbildung 4.7). Darlber hinaus wurde die organokatalytische Transferhydrierung
des 3-Thiazolins 3a mit Hantzsch-Ester und Diphenylphosphatl?!3] bzw. Schreiners
Thioharnstoff Katalysatorf?!4l unter Variation der Katalysatorbeladung untersucht.
Allerdings konnte 3a auch mit dieser Methode nicht umgesetzt werden (Abbildung 4.7).
Wie bereits in der Literatur beschrieben!!7#1771 wurde das 3-Thiazolin 3¢ auch Uber eine
Hydrierung mit Palladium auf Aktivkohle unter Wasserstoffatmosphare nicht umgesetzt.
Als weitere Methode zur Reduktion des 3-Thiazolins 3c wurde Zinkstaub verwendet.[?"]
Allerdings konnte auch mit dieser Methode kein Umsatz des 3-Thiazolins 3¢ nachgewiesen
werden (Abbildung 4.7).

Ansitze zur chemischen
Reduktion von 3-Thiazolinen

LiAIH,

DIBAL \

R \ R
Z:k NaBH, / NaB(Boc-Pro)sH ZLTZ
S S
Hantzsch ester /
3a/3c 4a/4c
R=H, CH, Pd/C, H, /

Zn

Abbildung 4.7. Zusammenfassung der Ergebnisse der Ansatze zur chemischen Reduktion der
3-Thiazoline 3

Von allen getesteten und literaturbekannten Methoden zur Reduktion von 3-Thiazolinen 3
ist die Reduktion mit Catecholboran('’®! als einzige zur Darstellung der racemischen
3-Thiazolidine 4 geeignhet und wurde daher zur Synthese der racemischen Referenzen
herangezogen. Dies verdeutlicht den Bedarf der Entwicklung einer generellen, vom
Substitutionsmuser  unabhdngigen Reduktionsmethode  zur  Darstellung von
3-Thiazolidinen 4.
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4.3.3 Synthese der Referenzverbindungen

4.3.3.1 Synthese von 3-Thiazolidinen 4

Die Darstellung der 3-Thiazolidin-Referenzen 4b-f erfolgte anhand der Reduktion der
3-Thiazoline 3b-f mit Catecholboran nach Groger(2%8] bzw. einer abgewandelten Vorschrift
von Reiners et al.['7°1 Die zyklischen Amine 4b-f konnten in schlechten bis moderaten
Ausbeuten (3-42%) erfolgreich isoliert werden (Schema 4.15). Die schlechten Ausbeuten
dieser Reduktion unterstreichen erneut das Interesse an der Etablierung einer allgemeinen
Methode zur Darstellung von 3-Thiazolidinen 4. 2,2-Dimethyl-3-thiazolidin 4a konnte als

einzige Referenz anhand dieser Methode jedoch nicht erfolgreich dargestellt werden.

0

R HB\O R

3 =N pR2 " 3 NHR2
R\_Z )<R (3.0 Aq.) R\f )<R
R3 R? ~ RS R?

S Toluol, 48 h, RT S
3b-f 4b-f
s s MO
4b rac-4c rac-4d rac-4e rac-4f
16% 3% 31% 8% 42%

Schema 4.15. Synthese der 3-Thiazolidine 4b-f durch Reduktion der entsprechenden zyklischen
Imine 3b-f

4.3.3.2 Synthese von 3,4-Dihydro-2H-1,4-benzothiazinen 6

Die Darstellung der 3,4-Dihydro-2H-1,4-benzothiazine 6a-c  erfolgte durch
organokatalytische Reduktion der 2H-1,4-Benzothiazine 5a-c mit Hantzsch-Ester und
Diphenylphosphat (DPP) als nicht-chirale Brgnsted-Séure nach Rueping et al.[?13] Zunachst
erfolgt eine katalytische Protonierung des Stickstoffatoms des Imins, gefolgt vom
Hydrid-Transfer des Hantzsch-Esters. Die racemischen Referenzen 6a-c konnten mit

moderaten bis guten isolierten Ausbeuten (31-65%) dargestellt werden (Schema 4.16).

)
C[N\LR DPP (10 mol%) :& -
S 40 c m j< :E 1@
)E,\/\l/\)k )E,\/\l/\/tk rac-6b rac-6¢
49% 31% 65%

14Aq

Schema 4.16. Synthese der 3,4-Dihydro-2H-1,4-benzothiazine 6a-c
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4.3.3.3 Synthese der racemischen 3,4-Dihydro-2H-1,4-benzoxazine 8

Die racemischen 3,4-Dihydro-2H-1,4-benzoxazine rac-8a-b, welche als Referenzen fir die
Analytik benétigt wurden, wurden auf zwei verschiedenen Routen synthetisiert. Die
Synthese von rac-3-Phenyl-3,4-dihydro-2H-1,4-benzoxazin (8a) erfolgte analog zur
Synthese der 3,4-Dihydro-2H-1,4-benzothiazinen 6a-c Uber die biomimetische Reduktion
mit Hantzsch-Ester und DPP.[213] Das 3,4-Dihydro-2H-1,4-benzoxazin rac-8a konnte mit

einer guten Ausbeute von 88% erfolgreich isoliert werden (Schema 4.17).

: i
N DPP (10 mol%) N
DCM,
o o
7a

40 °C, 24 h
rac-8a
88%
0 0 o) 0
EtowOEt Et0” & [ OEt
\S
N N
H
1.4 Aq.

Schema 4.17. Darstellung von rac-3-Phenyl-3,4-dihydro-2H-1,4-benzoxazin (rac-8a) Uber
biomimetische Reduktion

Die Synthese des racemischen Levofloxacin-Intermediats 8b erfolgte direkt Uber das
Intermediat 1-(2,3-Difluor-6-nitroxy)propan-2-on, welches bereits zur Synthese des
zyklischen Imins 7b verwendet wurde. Das racemische Amin 8b konnte Uber eine
Hydrierung mit Palladium auf Aktivkohle unter Wasserstoffatmosphare bei 20 bar im
Hochdruck-Autoklaven nach Lopez-Iglesias et al.[?19] mit einer guten Ausbeute von 92%

erhalten werden (Schema 4.18).

H
NO, N
parc Y
F OY Methanol, F 9)
F (@) F

H, (20 bar),
6 h, RT rac-8b
92% Ausbeute

Schema 4.18. Synthese von rac-7,8-Difluoro-3-methyl-3,4-dihydro-2H-benzoxazin (rac-8b)

4.3.4 Analytik

Mit den vorliegenden S- bzw. O-haltigen zyklischen Iminen und den entsprechenden
zyklischen Aminen wurde im nachsten Schritt eine geeignete Analytik zur Bestimmung des

Umsatzes und des Enantiomereniiberschusses etabliert.

Die Bestimmung des Umsatzes der 3-Thiazoline 3b-f zu den entsprechenden
3-Thiazolidinen 4b-f erfolgt Uber Gaschromatographie unter Verwendung einer
nicht-chiralen Saule. Der Umsatz wurde Uber das Verhaltnis des Produktintegrals im

Vergleich zur Summe der Integrale von Edukt und Produkt ermittelt, wobei die
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unterschiedliche Ionisation von Edukt und Produkt berlcksichtigt wurde (siehe
Kapitel 10.5.4.1). Da keine Auftrennung der Enantiomere der 3-Thiazolidine per chiraler
GC erreicht werden konnte, wurden die racemischen 3-Thiazolidine rac-4c-f zunachst nach

Reiners et al.l'7°1 mit Phenylisocyanat (PhNCO) derivatisiert (Schema 4.19).

0 Fh

"
RibNHRz PhNCO Ra:Z—N 2
ol e Diethylether, RS SXRZ

Cyclohexan,
rac-4c-f RT, 10 h rac-9c-f
3‘ NH ;Z NH ‘T >\‘NH ;Z >\‘NH
rac-9¢ rac-9d rac-9e rac-9f
79% Ausbeute 92% Ausbeute 100% Ausbeute  93% Ausbeute

C J

Schema 4.19. Derivatisierung der 3-Thiazolidine rac-4c-f mit Phenylisocyanat

Die Enantiomere der in exzellenten Ausbeuten erhaltenen Carbamoylderivate rac-9c-f
(Schema 4.19) konnten zur Bestimmung der Enantiomereniberschiisse schlieBlich per
SFC-HPLC aufgetrennt werden (siehe Kapitel 10.5.4.3).

Die Bestimmung des Umsatzes und des Enantiomerentberschussses der Reduktion der
2H-1,4-Benzothiazine 5a-c¢ und 2H-1,4-Benzoxazine 7a-b zu den entsprechenden
zyklischen Aminen erfolgte in einem kombinierten Ansatz per SFC-HPLC. Der Umsatz wurde
jeweils Uber das Verhaltnis des Produktintegrals im Vergleich zur Summe der Integrale von
Edukt und Produkt ermittelt und die unterschiedliche Absorption von Edukt und Produkt
berlicksichtigt (siehe Kapitel 10.5.4.4 und 10.5.4.5).

4.3.5 Biokatalytische Reduktion von 3-Thiazolinen 3

4.3.5.1 Kolorimetrischer pH-Shift-Assay

Um zu testen ob Iminreduktasen geeignete Biokatalysatoren zur Reduktion von
3-Thiazolinen 3 sind, wurde zunachst ein pH-Shift-Assay durchgefihrt. Ziel dieses Assays
war es innerhalb relativ kurzer Zeit einen qualitativen Eindruck zu erhalten welche der 31
rekombinanten Iminreduktasen,[121.124.129] dje in E. coli BL21(DE3) Uiberexprimiert wurden,
zur biokatalytischen Reduktion der 3-Thiazoline 3a-f geeignet sind. Der verwendete
Farbassay wurde in der Arbeitsgruppe um Sieber entwickelt!?®] und basiert auf dem
Farbumschlag des pH-Indikators Bromthymolblau (BTB), welcher einen pKs-Wert von 7.1
aufweist. Bei pH-Werten unterhalb von pH 6 ist eine wassrige Bromthymolblau-Lésung
gelb, wahrend die Lésung bei einem neutralen pH griin und bei pH-Werten oberhalb von
pH 8 blau gefarbt ist (Abbildung 4.8).
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Abbildung 4.8. Strukturen und Farbung von Bromthymolblau in Abhdngigkeit vom pH-Wert

Eine Reduktion des Substrates durch die IRED fuhrt Gber den Verbrauch von NADPH und
in situ-Regeneration des Cofaktors durch die GDH sowie die damit verbundene Oxidation
von D-Glucose zur Bildung von D-Gluconsdure, die einen Abfall des pH-Wertes der Lésung
zur Folge hat (Schema 4.20).

R! R!

3 2 3 2
3a-f 10 mM KP; pH 7.4 4a-f
NADPH NADP*

-

D-Glucose D-Gluconolacton
DH '
v
e ¢ T % Ty 22
e SR o BN g
3a 3b 3c 3d 3e 3f

Schema 4.20. Biokatalytische Reduktion von 3-Thiazolinen 3a-f unter Einsatz von Iminreduktasen
und in situ-Regeneration des Cofaktors mit der GDH

Dementsprechend kann mit dem kolorimetrischen pH-Shift-Assay anhand des qualitativen
Farbumschlags von griin zu gelb ein indirekter Hinweis auf die erfolgreiche biokatalytische

Reduktion unterschiedlicher Substrate, wie beispielsweise 3-Thiazoline 3, erhalten werden.

Fur alle synthetisierten 3-Thiazoline 3a-f konnten Farbumschlage von grin zu gelb in
Kombination mit einer Reihe von Iminreduktasen beobachtet werden. Beide
Negativkontrollen ohne Iminreduktase zeigten jeweils keinen Farbumschlag was darauf
hindeutet, dass sowohl die GDH als auch Proteine, die von dem E. coli-Stamm exprimiert

wurden, keine Nebenaktivitat zur Reduktion der 3-Thiazoline 3a-f zeigen (Tabelle 4.1).
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Tabelle 4.1. Kolorimetrischer pH-Shift-Assay der 3-Thiazoline 3a-f

Substrat Potentiell positive IREDs Negativ pET22b_leer
3a IREDOS5, IRED27 negativ negativ
3b IREDO5, IREDO6, IREDOS, IRED13, negativ hegativ

IRED19, IRED24, IRED27, IRED28, IRED29
3c IREDO8, IRED24, IRED27, negativ negativ
3d IREDO8, IRED24, IRED27 negativ negativ
3e IREDOS8, IRED24 negativ negativ
3f IREDO8 negativ negativ

Potentiell positive IREDs zeigten einen deutlichen Farbumschlag von griin nach gelb innerhalb von
24 h. Negativ: ohne Zugabe von IRED-ZRE, pET22b_leer: Verwendung des ZRE ohne Expression
der IRED. Fir eine bessere Lesbarkeit wurden die IREDs[121,124,129] dyrchnummeriert (Kapitel 10.3).

Fotografien der Mikrotiterplatten zur Identifikation der vielversprechendsten IREDs fir die
Reduktion des 3-Thiazolins 3f sind beispielhaft in Abbildung 4.9 gezeigt. Nach einer
Inkubationszeit von 24 h war ein deutlicher Farbumschlag von griin nach gelb fir die
IREDS8I['?4] (siehe Abbildung 4.9) zu erkennen, wohingegen kein Farbumschlag beider
Negativkontrollen zu erkennen war. Anhand des pH-Shift-Assay wurden die
vielversprechendsten IREDs zur Reduktion der Imine 3a-f favorisiert und im nachsten

Schritt spektrophotometrisch die Aktivitat dieser IREDs filir die Substrate 3a-f bestimmt.
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4.3.5.2 Spektrophotometrische Bestimmung der Enzymaktivitat

Die spektrophotometrische Bestimmung der Enzymaktivitat erfolgte tber die Messung der
Abnahme des Cofaktors NADPH fur 60 s bei 340 nm und einer Substratkonzentration der
3-Thiazoline 3a-f von 1 mM. Uber die Proteinkonzentration des Rohextrakts wurde die
Aktivitat in die spezifische Aktivitédt (U mg Ganzzell-Protein (GZP)) umgerechnet (siehe
Kapitel 10.2.7). Die spezifischen Aktivitdten der Iminreduktasen zur Reduktion der
3-Thiazoline 3a-f sind in Abbildung 4.10 dargestellt.
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Abbildung 4.10. Spezifische Aktivitat der Iminreduktasen zur Reduktion der 3-Thiazoline 3a-f

Es konnten fir alle untersuchten IREDs in Kombination mit den zyklischen Iminen 3a-f
Aktivitaten ermittelt werden. Die hochste Aktivitat von 0.015 U mgleze konnte fur die
Reduktion des spiro-zyklischen 3-Thiazolins 3f mit der IRED08['24] nachgewiesen werden.
Diese Aktivitat ist im Durchschnitt zwei bis dreifach erhdht gegeniber den
Enzymaktivitaten zur Reduktion der restlichen untersuchten 3-Thiazoline 3a-e. Fir jedes
Substrat konnte mindestens eine Iminreduktase identifiziert werden, deren spezifische
Aktivitat zur Reduktion des 3-Thiazolins 3a-f Uiber 0.005 U mglezr lag (Abbildung 4.10).
Anhand der Ergebnisse des spektrophotometrischen Aktivitdtstests wurden die
vielversprechendsten Kombinationen aus Iminreduktasen und 3-Thiazolinen ausgewahlt

und in Biotransformationen untersucht.
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4.3.5.3 Biotransformationen von 3-Thiazolinen 3

Die priorisierten Iminreduktasen wurden im nachsten Schritt in Biotransformationen im
10 mL MaBstab bei einer Substratkonzentration von 20 mM bei 30 °C eingesetzt. Zur
in situ-Regeneration des Cofaktors wurde auch hier die GDH sowie D-Glucose als
Cosubstrat verwendet (Tabelle 4.2). Nach einer Reaktionszeit von 24 h konnte die Bildung
aller 3-Thiazolidine 3b-f nachgewiesen werden. Die Iminreduktasen zeigten eine perfekte
Produktselektivitat ohne unerwlinschte Nebenreaktionen wie eine Ringdffnung, die fir
klassisch-chemische oder chemokatalytische Reduktionsmethoden beschrieben ist. In den
Biotransformationen konnten jeweils hohere Aktivitaten der IREDOS8 flr die 3-Thiazoline
mit Methylgruppen als Substituenten am Rest R3 nachgewiesen werden im Vergleich zu
den 3-Thiazolinen mit Wasserstoffatomen an R3. Daher musste fiir die Reduktion der
3-Thiazoline 3c und 3e, die Wasserstoffatome an der Position R3 enthalten, eine hdhere
Biokatalysatorbeladung der IRED08 von 5 mg mL?! zum Erreichen guter Umsatze

verwendet werden (Tabelle 4.2, Eintrage 2, 4).
Tabelle 4.2. Biotransformation der 3-Thiazoline 3b-f unter Einsatz von Iminreduktasen

R! R!

R3 —N R2 R3/" NHR2
R3>C)<R2 IRED R3 SXRZ
3b-f 100 mM KP; pH 7, 4b-f
20 mM NADPH 30°C,24h NADP*
D-Glucose \\ D-Gluconolacton
GDH
Eintrag Substrat IRED® Umsatz [%] ee [%]P
=N (o} -
. >(S e IREDO5S 29
IRED24¢ 83 -
3b
%N
2 S)< IREDOS® 89 99 (S)
3c
=N IREDOQS&¢ 82 99 (S
3 J M (%)
s IRED24¢ 12 99 (S)
3d
=N IREDO8® 91 97 (S)
4 f@
s IRED24¢ 87 99 (S)

3e
N
d
5 S)Q IREDO8 98 96 (S)
3f

azur besseren Lesbarkeit wurden die IREDs[!21,124,129] durchnummeriert (Kapitel
10.3), die verwendeten Ganzzell-Proteinkonzentrationen sind in FuBnote c und
d angegeben;die absolute Konfiguration von (S)-4f wurde von Merten durch
VCD und die absolute Konfiguration der anderen 3-Thiazolidine in Analogie zu
den Daten der chiralen SFC-HPLC bestimmt; <5 mg mL; 91.2 mg mL!
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Im Vergleich dazu konnten bereits bei einer Biokatalysatorbeladung von 1.2 mg mL! der
IREDO8 hohe Umsatze mit den 3-Thiazolinen 3d und 3f von 82% bzw. 98%, die
Methylgruppen an der Position R3 tragen, nachgewiesen werden (Tabelle 4.2, Eintrdage 3,
5). Darltber hinaus konnten héhere Aktivitaten und Umsatze flr die spiro-zyklischen
3-Thiazoline 3e und 3f erreicht werden im Vergleich zu den analogen 3-Thiazolinen 3¢ und
3d mit Methylgruppen an der Position R? (Tabelle 4.2, Eintrage 3-5). In Analogie zur
Bestimmung der hdchsten Aktivitat der IREDO8 in Kombination mit dem Substrat 3f,
konnte auch der hdchste Umsatz von 98% mit dieser Kombination erreicht werden
(Tabelle 4.2, Eintrag 5). Diese Beobachtung unterstiitzt die Hypothese, dass
Methylgruppen an der Position R3 und ein spiro-zyklisches Geriist an der Position R? die
geeighetsten Substituenten zur IRED-katalysierten Reduktion der 3-Thiazoline 3
darstellen. Negativkontrollen der Biotransformationen ohne IRED zeigten fiir alle Substrate
keine Umsatze. Die zur in situ-Regeneration des Cofaktors verwendete GDH zeigt
entsprechend keine Aktivitdt zur Iminreduktion, was Beobachtungen von Roth et al.
widerspricht.[217] Iminreduktasen sind demnach geeignete Biokatalysatoren zur Reduktion
von 3-Thiazolinen 3. Daruber hinaus katalysieren IREDs die Reduktion der untersuchten
prochiralen 3-Thiazoline 3¢c-f mit hoher bis zu exzellenter Enantioselektivitat (96-99% ee)
unabhéngig vom Substitutionsmuster an den Positionen R? und R3 (Tabelle 4.2, Eintrage
2-5). Die biokatalytische Reduktion unter Einsatz von Iminreduktasen stellt somit die erste
Methode einer hoch enantioselektiven Darstellung von 3-Thiazolidinen 4 (ber eine
Reduktion der C=N-Doppelbindung der entsprechenden 3-Thiazoline 3 dar. Aufgrund des
Mangels an enantiomerenreinen Referenzverbindungen, welches zudem die Problematik
der Darstellung dieser unterstreicht, wurde die absolute Konfiguration des 3-Thiazolidins
(S)-4f von Merten Uber eine Kombination von vibrational circular dichroism (VCD) und
guantenmechanischen Berechnungen bestimmt (siehe Kapitel 4.3.5.5).[2181 So konnte das
bevorzugt gebildete Enantiomer der anderen 3-Thiazolidine 4c-e in Analogie zu den
SFC-HPLC Daten ebenfalls als (S)-konfiguriert ermittelt werden. Die bevorzugte Bildung
der (S)-Enantiomere entspricht der zuvor publizierten Selektivitat der Iminreduktasen
IREDO8 und IRED24.[124129]1 Dje Mdoglichkeit zur Reduktion monozyklischer als auch
spiro-zyklischer 3-Thiazoline mit hohen Umséatzen und Enantioselektivitdten unterstreicht
den Wert dieser biokatalytischen Technologie. Da spiro-zyklische Strukturmotive in der
medizinischen Chemie von groBer Bedeutung sind,[?19220] konnte diese biokatalytische
Methode potentiell in der Zukunft zur Darstellung von Bibliotheken strukturell hoch diverser

(S)-spiro-heterozyklischer Amine fir die Entwicklung von Medikamenten genutzt werden.
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4.3.5.4 Prozessentwicklung der IRED-katalysierten Reduktion von 2,2,3-
Trimethyl-1-thia-4-azaspiro[4.4]non-3-en (3f)

Aufgrund der vielversprechenden Ergebnisse der biokatalytischen Reduktion von
3-Thiazolinen 3 unter Einsatz von Iminreduktasen wurde im nachsten Schritt die Effizienz
dieser biokatalytischen Methode in einer Prozessentwicklung anhand der Reduktion des
3-Thiazolins 3f aufgezeigt. Hierzu wurde in Analogie zu den Arbeiten im vorherigen
Teilprojekt ein E. coli-Ganzzell-Katalysator konstruiert (siehe Kapitel 3.3.4), der sowohl die
IREDO8 als auch die GDH zur in situ-Regeneration des Cofaktors in einer Zelle
Uberexprimiert. Da die besten Ergebnisse im ersten Projekt mit dem
Zwei-Plasmid-Konstrukt erzielt wurden (siehe Kapitel 3.3.4), wurden auch hier beide Gene
auf verschiedenen Plasmiden in die E. coli-Zelle eingebracht. Die Reaktion im vergroBerten
LabormaBstab (40 mL) wurde bei einer Substratkonzentration von 100 mM, was einer
Substratbeladung von 18 g L't entspricht und einer Katalysatorbeladung von 10 g L' der
lyophilisierten Zellen (0.1 g pro mmol Substrat) durchgefihrt (Abbildung 4.11A). Zur
Konstanthaltung des pH-Wertes bei pH 7 wurde wiederum eine TitroLine®-Apparatur
verwendet (Abbildung 4.11B).
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100 mM NADPH NADP* 99% Umsatz
18 g L :> <:] 99% ee
78% Ausbeute
D-Glucose D-Gluconolacton
v
D-Gluconséaure

Abbildung 4.11. A Prozessentwicklung der Reduktion von 2,2,3-Trimethyl-1-thia-4-
azaspiro[4.4]non-3-en (3f) B TitroLine®-System zur Konstanthaltung des pH-Wertes

Auch im vergréBerten LabormaBstab verlief die Reduktion des 3-Thiazolins 3f reibungslos,
sodass nach einer Reaktionszeit von 30 h bei 30 °C ein exzellenter Umsatz von 99% zum
entsprechenden zyklischen Amin (S)-4f mit einem Enantiomereniberschuss von 99%
bestimmt werden konnte. Zudem wurde das Produkt (S)-4f mit einer Ausbeute von 78%
und einer Reinheit von 97%, die per 'H-NMR-Spektroskopie bestimmt wurde, erfolgreich
isoliert. Das Ergebnis dieser Prozessentwicklung unterstreicht die Effizienz und Wert der
entwickelten biokatalytischen Methode zur Reduktion von 3-Thiazolinen 3, welche die erste

hoch enantioselektive Reduktionsmethode zur Synthese von 3-Thiazolidinen 4 darstellt.
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4.3.5.5 Bestimmung der absoluten Konfiguration von 4f

Die absolute Konfiguration des 3-Thiazolidins 4f aus dem Experiment im vergrdBerten
LabormaBstab wurde von Kreienborg und Merten an der Ruhr-Universitét Bochum
bestimmt.[?!8] Hierzu wurde zunachst das IR- und VCD-Spektrum von 4f aufgenommen
(siehe Abbildung 4.12A). Fir das Enantiomer (S)-4f wurde zudem auf dem
MMFF-Theorielevel mit der Software Spartan 1402211 eine Konformationsanalyse
durchgefihrt. Alle so erhaltenen acht Konformere wurden anschlieBend weiteren
Geometrieoptimierungen, gefolgt von DFT-Spektrenberechnungen (B3LYP 6-311+G**)
mit der Software Gaussian 09[222] unterzogen. Die relative freie Gibbs Energie AGaesk und
die korrespondierenden Boltzmann-Gewichtungen der beiden besetzten Konformere sind
in Abbildung 4.12B dargestellt. Daraufhin wurde das IR- und VCD-Spektrum uUber die
Zuordnung der Lorentzschen Form des Dipols und der Rotationsstarke fiir jedes Konformer
simuliert und die Spektren anschlieBend Boltzmann-gewichtet. Der direkte Vergleich der
erhaltenen simulierten und gemessenen Spektren zeigte eine sehr gute Ubereinstimmung,

sodass die absolute Konfiguration als (S)-4f bestimmt wurde.
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Abbildung 4.12. Bestimmung der absoluten Konfiguration des 3-Thiazolidins (S)-4f A Vergleich
der experimentellen und berechneten IR- und VCD-Spektren von (S)-4f mit einzelner Zuordnung
von charakteristischen Banden B Strukturen der zwei Hauptkonforme von (S)-4f sowie die
dazugehorige freie Gibbs Energie AGagsk und die Boltzmann-Gewichtung(218]

Die Ergebnisse zur biokatalytischen Reduktion der 3-Thiazoline 3 unter Einsatz von
Iminreduktasen wurden im Journal Nature Communications veroéffentlicht: N. Zumbragel,
C. Merten, S. M. Huber, H. Grbéger, Nat. Commun. 2018, 9, 1949 (DOI: 10.1038/s41467-

018-03841-5).[218]
Die weiteren Ergebnisse, die im Rahmen dieser Verdffentlichung publiziert wurden, werden
im Kapitel 4.3.6 vorgestellt.
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4.3.5.6 Biokatalytische Reduktion 2-monosubstituierter 3-Thiazoline
rac-3g-h

Aufbauend auf der von der Autorin etablierten biokatalytischen Methode zur Reduktion von
3-Thiazolinen 3 untersuchte Wagner in ihrer Bachelorarbeit unter Betreuung der Autorin
die IRED-katalysierte Reduktion 2-monosubstituierter 3-Thiazoline.[??3] In ihrer Arbeit
synthetisierte Wagner zwei racemische 3-Thiazoline rac-3g, rac-3h sowie die racemischen
Referenzverbindungen rac-4g und rac-4h. Mit den Verbindungen etablierte Wagner
daraufhin eine geeignete Analytik zur Bestimmung der Umsatze von rac-3g-h und der
Enantiomereniberschiisse der 3-Thiazolidine 4g-h. Eine Auftrennung der Enantiomere der
3-Thiazoline rac-3g-h war jedoch nicht erfolgreich. Im kolorimetrischen pH-Shift-Assay,
der Bestimmung der spektrophotometrischen Enzymaktivitat und in initialen
Biotransformationen konnte Wagner zudem zeigen, dass IREDs ebenfalls geeignete
Katalysatoren zur Reduktion der 2-monosubstituierten 3-Thiazoline rac-3g-h sind.[223]
WeiBing griff diese Ergebnisse in seiner Masterarbeit auf und konnte die IREDO8 unter den
von ihm untersuchten Iminreduktasen als besten Biokatalysator zur Reduktion der
zyklischen Imine rac-3g-h identifizieren. Unter Verwendung des Zellrohextrakts der
IREDO8 konnte WeiBing in Biotransformationen einen quantitativen Umsatz des
3-Thiazolins rac-3g und einen Umsatz von 47% zur Reduktion des 3-Thiazolins rac-3h
bestimmen (Abbildung 4.21).[224]

>(S)\( IREDOS\\ >(S)\(

rac-39 NADPH NADP* rac-49
20 mM 100% Umsatz

D-Glucose \ D-Gluconolacton
GDH
I N IREDOS >( NH
¢ — ¢
rac-3h NADPH NADP* rac-4h
20 mM \ 47% Umsatz
D-Glucose D-Gluconolacton
GDH

Schema 4.21. Zusammenfassung der Ergebnisse von WeiBing[224]

Im Rahmen dieser Dissertation wurde die Bearbeitung des Teilprojektes zur Reduktion der
2-monosubstituierten 3-Thiazoline rac-3g-h anhand der Ergebnisse von Wagner?23] und
WeiBingt??4!  fortgefiihrt. Hierfir wurden zunachst Biotransformationen der beiden
2-monosubstituierten zyklischen Imine rac-3g-h unter Verwendung des bereits zur
Prozessentwicklung von 3f verwendeten Ganzzell-Katalysators durchgefiihrt. In diesem
Ganzzell-Konstrukt sind sowohl die IREDOS8 als auch die GDH einem Zwei-Plasmid-System
in einer Zelle Uberexprimiert. Aufgrund der geringen spezifischen Aktivitat der IREDO8 zur
Reduktion von rac-3g und rac-3h(?241 wurden die Biotransformationen bei einer

Substratkonzentration von 20 mM in Gegenwart von 7.5 mg mL?! des Ganzzell-
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Katalysators durchgefiihrt (Tabelle 4.3). Nach einer Reaktionszeit von 24 h bei 30 °C
konnte flr das Isopropyl-substituierte 3-Thiazolin rac-3g ein guter Umsatz von 77%
nachgewiesen werden. Der Umsatz des sterisch anspruchsvolleren tert-Butyl-
substituierten 3-Thiazolins rac-3h war mit 21% geringer (Tabelle 4.3, Eintrage 1, 2). Im
nachsten Schritt wurde der stereochemische Verlauf der Reduktion der 2-
monosubstituierten 3-Thiazoline untersucht. Sowohl ein enantioselektiver
Reaktionsverlauf, welcher den Umsatz auf maximal 50% limitieren wiirde, als auch eine
nicht enantioselektive Reduktion, die einen eleganten Zugang zu 2-monosubstituierten 3-
Thiazolidinen erméglicht, waren von praparativem Interesse. Uber die Vermessung der
derivatisierten 3-Thiazolidine per SFC-HPLC konnten die Erkentnisse von Wagner und
WeiBing, dass die Enantiomere beider zyklischen Amine 4g und 4h im gleichen Verhaltnis

vorliegen,[223:224] pestatigt werden (Tabelle 4.3, Eintrége 1, 2).

Tabelle 4.3. Biotransformationen der 2-monosubstituierten 3-Thiazoline rac-4g-h unter Einsatz
eines Ganzzell-Katalysators.

IREDO8

Ny : Ny1
2 2
S /v\ o
rac-3g-h
rac-4g-h
20mM  NADPH[ ) {—INADP? g
D-Glucose \ﬁ D-Gluconolacton
GDH

Eintrag Substrat Umsatz [%] ee des Produkts [%]

—N
1 >(S)\( 77 0

Da das stereogene Zentrum der 3-Thiazolidine in diesem Fall ein Acetal-ahnliches
Kohlenstoffatom darstellt ware eine Racemisierung denkbar, auch wenn diese aufgrund
der neutralen Reaktionsbedingungen unwahrscheinlich ist. Um eine madgliche
Racemisierung der 3-Thiazolidine 4g und 4h ausschlieBen zu kdénnen, war eine
Bestimmung des Enantiomerentberschusses der Edukte 3g-h nach der Biotransformation
erforderlich. Da eine Auftrennung der Enantiomere der 3-Thiazoline rac-3g-h per chiraler
GC allerdings nicht moglich war,2231 wurde stellvertretend eine Biotransformation des
racemischen 3-Thiazolidins rac-3h mit Zellrohextrakt der IREDO8 durchgeflihrt und bei
einem geringen Umsatz von 6% gestoppt. Nach der Auftrennung des Eduktes und
Produktes durch Saulenchromatographie, wurde eine chemische (nicht enantioselektive)
Reduktion des verbleibenden Substrates 3h mit Catecholboran durchgefiihrt. Nach

entsprechender  Derivatisierung mit Phenylisocyanat wurde  daraufhin der
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Enantiomerenlberschuss des isolierten 3-Thiazolidins 4h bestimmt. Da beide Enantiomere
im gleichen Verhaltnis vorlagen (Schema 4.22), kann von einer nicht enantioselektiven
Reduktion der 2-monosubstituierten 3-Thiazoline rac-3g-h durch die Iminreduktasen

ausgegangen werden.

s p

Schritt 1: Biotransformation von rac-3h

St B

60 mM NADPH NADP* 6% Umsatz

N

GDH

L J

D-Glucose D-Gluconolacton

( DY
Schritt 2: Chemische Reduktion des verbliebenen
Substrats 3h aus Schritt 1

10

/

HB

0

(3.0 Ag.) >( NH

Toluol, 24 h, RT s)\é
rac-4h
0% ee

L J

Schema 4.22. Bestimmung des stereochemischen Reaktionsverlaufs der IRED-katalysierten
Reduktion 2-monosubstituierter 3-Thiazoline

Neben der Charakterisierung der IRED-katalysierten Reduktion 2-monosubstituierter
3-Thiazoline rac-3g-h stellte die Entwicklung einer effizienten Reduktion dieser
Verbindungen ein weiteres Ziel dar. Hierzu wurde eine Biotransformation im
semipraparativen MaBstab (10 mL) bei einer  Substratkonzentration des
Isopropyl-substituierten 3-Thiazolins rac-3g von 60 mM unter Verwendung des
Ganzzell-Konstrukts durchgefihrt (Schema 4.23). Nach einer Reaktionszeit von 65 h
konnte ein nahezu vollstandiger Umsatz von 96% zum racemischen 3-Thiazolidin rac-4g
nachgewiesen werden (Schema 4.23). IREDs stellen demnach ebenfalls geeignhete
Biokatalysatoren zur eleganten und effizienten Darstellung 2-monosubstituierter

3-Thiazolidine dar.

IN IREDDO8 >(NH
o T
rac-3g rac-4g
60mM  NADPH :> <:] NADP* 96% Umsatz
D-Glucose \ﬁ/ D-Gluconolacton
GDH

Schema 4.23. Biotransformation des 3-Thiazolins rac-3g im semipraparativen MaBstab

Im Rahmen dieses Teilkapitels konnte die biokatalytische Reduktionstechnologie ebenfalls
auf 2-monosubstiuierte 3-Thiazoline rac-3g-h (bertragen werden, welche die

entsprechenden 3-Thiazolidine in moderaten bis hohen Umsatzen lieferte. Die Ergebnisse
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hierzu wurden gemeinsam mit der Ergebnissen der Abschlussarbeiten von Wagner!?23] und
WeiBingl??4 als Manuskript im Journal of Heterocyclic Chemistry zur Publikation
angenommen: N. Zumbragel, K. Wagner, N. WeiBing, H. Groger, J. Heterocycl. Chem., zur
Publikation akzeptiert.[?23]

4.3.6 Biokatalytische Reduktion von 2H-1,4-Benzothiazinen 5

Im Anschluss an die erfolgreiche biokatalytische Reduktion der 3-Thiazoline 3 wurde die
Reduktion weiterer schwefelhaltiger zyklischer Imine anhand von 2H-1,4-Benzothiazinen 5

untersucht.

4.3.6.1 Kolorimetrischer pH-Shift-Assay

Um einen ersten Eindruck zu erhalten ob Iminreduktasen ebenfalls geeignete
Biokatalysatoren zur Reduktion von 2H-1,4-Benzothiazinen 5 darstellen und um zu
priorisieren welche IREDs naher untersucht werden sollten, wurde analog zu den Arbeiten
mit  den 3-Thiazolinen 3 zunachst ein Screening der synthetisierten
2H-1,4-Benzothiazine 5a-c und aller 31 rekombinant vorliegenden IREDs anhand des
pH-Shift-Assay durchgefihrt (Schema 4.24).

;
s 10 mM KP pH 7.4
Sa-e NADPH NADP* ©i j< ©i 1 ©i

GDH

D-Glucose D-Gluconolacton

|
Y
D-Gluconsaure

Schema 4.24. Biokatalytische Reduktion von 2H-1,4-Benzothiazine 5a-c unter Einsatz von
Iminreduktasen und in situ-Regeneration des Cofaktors mit der Glucose-Dehydrogenase

Farbumschldage von grin nach gelb konnten fir die Substrate 5a-c in Kombination mit
einer Reihe von IREDs identifiziert werden. Zudem war ein geringeres Volumen des
IRED-Zellrohextrakts von 10 pL zum Erreichen deutlicher Farbumschlage im Vergleich zu
den 3-Thiazolinen 3 ausreichend. Dies lasst bereits eine héhere Aktivitdt der IREDs zur
Reduktion der 2H-1,4-Benzothiazine 5a-c schlieBen. Flir das sterisch anspruchsvolle
Substrat 5¢, welches ein Phenylrest am prochiralen Kohlenstoffatom tragt, konnten im
Vergleich zu den Substraten 5a und 5b weniger IREDs gefunden werden, die einen
deutlichen Farbumschlag zeigten. Fir alle Benzothiazine 5a-c konnten fir die

Negativkontrollen keine Farbumschldage beobachtet werden, sodass auch hier vermutlich
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keine anderen Proteine, die von dem E. coli-Stamm exprimiert werden, eine Nebenaktivitat

zur Iminreduktion aufweisen (Tabelle 4.4).

Tabelle 4.4. Kolorimetrischer pH-Shift-Assay der 2H-1,4-Benzothiazine 5a-c

Substrat Potentiell positive IREDs Negativ pET22b_leer

IREDO2, IREDO5, IREDO6, IREDOS,
IRED13, IRED14, IRED21, IRED22,

5a negativ negativ
IRED24, IRED25, IRED28, IRED30,

IRED31

IREDO1, IREDO4, IREDO5, IREDOS,
IREDQ9, IRED12, IRED13, IRED14,

5b negativ negativ
IRED18, IRED21, IRED22, IRED27,

IRED28, IRED30

5c IREDOS5, IREDOS8, IRED28, IRED29 negativ negativ

Potentiell positive IREDs zeigten einen deutlichen Farbumschlag von grin nach gelb
innerhalb von 24 h. Negativ: ohne Zugabe von IRED-ZRE, pET22b_leer: Verwendung des
ZRE ohne Expression der IRED. Fir eine bessere Lesbarkeit wurden die IREDs[121,124,129]
durchnummeriert (Kapitel 10.3).

4.3.6.2 Spektrophotometrische Bestimmung der Enzymaktivitat

Die Bestimmung der Enzymaktivitat zur Reduktion der Substrate 5a-c erfolgte mit den
anhand der Ergebnisse des kolorimetrischen pH-Shift-Assay favorisierten IREDs Uber die
spektrophotometrische Messung der Abnahme von NADPH. Aufgrund der geringen
Loslichkeit der 2H-1,4-Benzothiazine Ba-c wurden die Aktivitdaten der IREDs bei einer
verringerten Substratkonzentration von 0.5 mM bestimmt (Abbildung 4.13). Fir alle
untersuchten IREDs konnten in Kombination mit den Substraten 5a-c Aktivitaten ermittelt
werden. Die Aktivitdten zur Reduktion der zyklischen Imine 5a und 5b sind etwa um den
Faktor 10 héher als die Aktivitat zur Reduktion des 3-Thiazolins 3f, welches von allen
3-Thiazolinen die hochste Aktivitdat aufwies. Die spezifische Aktivitat zur Reduktion des
sterisch anspruchsvollen Substrats 5c¢ ist zudem etwa um den Faktor 10 erhéht gegeniiber
den Aktivitaten zur Reduktion der Thiazoline 3a-e (Abbildung 4.13 im Vergleich zu
Abbildung 4.10). Die Beobachtung einer geringeren Aktivitét der Iminreduktasen zur
Reduktion flinfgliedriger Ringe im Vergleich zu sechsgliedrigen Ringen deckt sich mit
Beobachtungen der Gruppe um Turner.[125128]  Anhand der Ergebnisse des
spektrophotometrischen Aktivitatstest wurden die vielversprechendsten Kombinationen
aus Iminreduktasen und Benzothiazinen 5a-c ausgewahlt und in Biotransformationen

untersucht.
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Abbildung 4.13. Spezifische Aktivitat der Iminreduktasen zur Reduktion der Benzothiazine 5a-c

4.3.6.3 Biotransformationen von 2H-1,4-Benzothiazinen 5

Aufgrund der vielversprechenden Aktivitaten der IREDs zur Reduktion von
2H-1,4-Benzothiazinen 5 auch mit sterisch anspruchsvollen Substituenten wurden im
nachsten Schritt Biotransformationen mit den anhand des Farbassays sowie des
Aktivitatsassays ausgewahlten IREDs durchgefihrt. Die biokatalytischen Umsetzungen
erfolgten bei einer Substratkonzentration der Benzothiazine 5a-c von 20 mM im 0.5 mL
Ansatz unter in situ-Regeneration des Cofaktors NAPDH (ber die GDH (Tabelle 4.5). Unter
nicht optimierten Reaktionsbedingungen wurden alle zyklischen Imine 5a-c zu den
entsprechenden Dihydro-2H-1,4-benzothiazinen 6a-c mit moderaten bis quantitativen
Umsatzen umgesetzt. Fir die Umsetzung des sterisch anspruchsvollen Benzothiazins 5¢
wurde eine héhere Biokatalysatorbeladung als zur Reduktion des 2H-1,4-Benzothiazins 5b
bendtigt, was mit den bestimmten Enzymaktivitdten korreliert (Tabelle 4.5). Die
Negativkontrollen ohne Iminreduktasen zeigten wiederum keine Umsatze, sodass die

verwendete GDH auch keine Aktivitat zur Reduktion der 2H-1,4-Benzothiazinen 5 aufweist.
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Tabelle 4.5. Biotransformation der 2H-1,4-Benzothiazine 5a-c unter Einsatz von Iminreduktasen

H H
N R IRED N_ R N_ R
L L oder :k
S 100 mM KP; pH 7, S S

5a-c 30 °C, t . (S)-6a-c (R)-6a-c
20 mM NAI\DPH\ NADP
D-Glucose D-Gluconolacton
GDH

Eintrag Substrat Zeit [h] IRED? Umsatz [%] ee [%]P

N
= IREDOS8® > 99 -
. 0k .

IRED24¢ > 99 -

5a

) C[N]? A IRED044 96 83 (S)

S IREDO5 95 91 (R)
5b

IREDO5¢ 40 99 (R)

3 Njg© . IREDO8® 6 99 (S)

@ES IRED28¢ 50 99 (R)

5¢ IRED29¢ 34 99 (R)

azur besseren Lesbarkeit wurden die IREDs[121,124,129]1 durchnummeriert (Kapitel 10.3),
die verwendeten Ganzzell-Proteinkonzentrationen sind in FuBnote c und d angegeben;
bdie absolute Konfiguration wurde in Analogie zur absoluten Konfiguration von (S)-4f
per chiraler SFC-HPLC bestimmt; 0.6 mg mL%; 90.2 mg mL™!

Dartber hinaus katalysieren IREDs die Reduktion der Benzothiazine 5a-c mit hohen bis
exzellenten Enantioselektivitaten (83-99% ee) und ermdglichen einen Zugang zu beiden
Enantiomeren der 3,4-Dihydro-2H-1,4-benzothiazinen 6 mit hoher Enantioselektivitat
(Tabelle 4.5, Eintrédge 2, 3). AuBerdem konnte eine hdohere Enantioselektivitat der IREDs
zur Reduktion des sterisch anspruchsvolleren Substrat 5¢ mit einer Phenylgruppe am
prochiralen Kohlenstoffatom, im Vergleich zum Substrat 5b mit einer Methylgruppe am
prochiralen C-Atom, nachgewiesen werden (Tabelle 4.5, Eintrdage 2 und 3). Die
Iminreduktasen IREDO5, IRED28 und IRED29 wurde als die geeignetsten der untersuchten
Enzyme zur Reduktion des sterisch anspruchsvollen Substrats 5c¢ identifiziert (Tabelle 4.5,
Eintrag 3). Iminreduktasen stellen demnach ebenfalls geeignete Biokatalysatoren zur
Reduktion von 2H-1,4-Benzothiazinen 5 dar, sodass die entwickelte biokatalytische
Reduktionsmethode unter Verwendung von IREDs eine Plattformtechnologie zur Reduktion
von schwefelhaltigen zyklischen Iminen darstellt. Ein Vorteil der IRED-katalysierten
Reduktion der 2H-1,4-Benzothiazine 5 gegenlber der organokatalytischen Reduktion unter
Verwendung von Hantzsch-Ester als Hydriddonor, ist der Einsatz des Cofaktors NADPH in
katalytischen Mengen. Im Vergleich hierzu muss der Hantzsch-Ester bei der
organokatalytischen Reduktion mindestens in stdéchiometrischer Menge eingesetzt

werden. [19°]
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4.3.6.4 DFT-Berechnungen zur Evaluation der unterschiedlichen
Aktivitaten

Wie bereits erwdahnt, sind die Aktivitdten der Iminreduktasen zur Reduktion der
2H-1,4-Benzothiazine 5 erhéht gegeniber den Enzymaktivitdten zur Reduktion der
3-Thiazoline 3. Eine dhnliche Beobachtung wurde flr die Reduktion dieser zyklischen Imine
unter Verwendung des Hantzsch-Esters gemacht. Wahrend die Reduktion der
2H-1,4-Benzothiazine 5 mit guten Ausbeuten madglich ist, konnten keine Umsetzungen mit
den 3-Thiazolinen 3 unter Verwendung dieser organokatalytischen Methode beobachtet
werden. Sowohl die bio- als auch die organokatalytische Reduktion verwendet ein
Dihydropyridin als Hydriddonor, welches im Falle der enzymatischen Reduktion der
Cofaktor NADPH und fir die organokatalytische Reduktion der Hantzsch-Ester ist. Um diese
Beobachtungen verstehen zu kénnen, hat Huber von der Ruhr-Universitat Bochum in einem
Kooperationsprojekt mittels DFT-Berechnungen (B3LYP 6-311+G**) unter Verwendung
der Software Gaussian 09[222] die Ubergangszustdnde dieser Reduktionen simuliert.[218]
Hierzu wurden ein Dihydropyridin-Analogon, das N-protonierte 3-Thiazolin 3b sowie das
N-protonierte 2H-1,4-Benzothiazin 5a flr die Berechnungen verwendet. Die
Aktivierungsenergien der berechneten Ubergangszustdnde der Reduktionen liegen bei
23 kcal mol! fur das 3-Thiazolin 3b (Abbildung 4.14A) und bei 19 kcal mol! fur das
2H-1,4-Benzothiazin 5a (Abbildung 4.14B). Obwohl diese Gas-Phase Kalkulationen auf
vereinfachten Modellen beruhen, ist die hdhere Aktivierungsenergie zur Reduktion der
3-Thiazoline 3 in Ubereinstimmung mit den experimentellen Beobachtungen der
Aktivitatsbestimmungen und der nicht erfolgreichen organokatalytischen Reduktion mit

dem Hantzsch-Ester als Hydriddonor.[218]

A B

—{

}(\ ’ : I
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A

23 kcal/mol 19 kcal/mol

Abbildung 4.14. Per DFT-Kalkulation berechnete Ubergangszustédnde der Reduktion des
A 3-Thiazolins 3b und des B 2H-1,4-Benzothiazins 5a mit einem Dihydropyridin-Analogon als
Reduzierungsreagenz in der Gasphase (die relative freie Gibbs Energie AGygsk ist angegeben)[218]

Uber die Wiederholung der Berechnungen mit dem intrinsischen Solvatisierungsmodell
solvation model based on density (SMD) konnte Huber den Trend in den Differenzen der

unterschiedlichen Aktivierungsbarrieren in Wasser (17 kcal mol? vs. 13 kcal mol?), zur
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Simulation der IRED-katalysierten Reduktion und in Chloroform (20 kcal mol*vs. 15 kcal

mol1), zur Simulation der organokatalytischen Reduktion, bestatigen.[?18l

Die Ergebnisse zur biokatalytischen Reduktion der 2H-1,4-Benzothiazine 5 unter
Verwendung der IREDs sowie die von Huber durchgefiihrten DFT-Berechnungen sind
ebenfalls im Rahmen der bereits erwahnten Veroffentlichung im Journal Nature
Communications erschienen: N. Zumbragel, C. Merten, S. M. Huber, H. Grbger, Nat.
Commun. 2018, 9, 1949 (DOI: 10.1038/s41467-018-03841-5).[218]

4.3.7 Kristallisation und Aufklarung der Struktur einer

Iminreduktase

Anhand der DFT-Berechnungen konnten die experimentell beobachteten Unterschiede in
den Aktivitaten der IREDs zur Reduktion der 3-Thiazoline 3 und 2H-1,4-Benzothiazine 5
sowie die Unterschiede der organokatalytischen Reduktion bereits nachvollzogen werden.
Insbesondere flir die biokatalytische Reduktion konnte jedoch anhand dieser
Berechnungen keine Erkldarung flir die Beobachtungen geliefert werden. Moglicherweise
unterscheiden sich die Positionen in denen die Substrate 3 und 5 in der aktiven Tasche
liegen deutlich, sodass Uber unterschiedliche Interaktionen eventuell die Unterschiede in
den Aktivitdten der IRED-katalysierten Reduktion der 3-Thiazoline 3 und

2H-1,4-Benzothiazine 5 erklart werden kénnten.

Mit dem Ziel eine Erklarung fur die unterschiedlichen Aktivitaten der biokatalytischen
Reduktionen zu finden, wurde in einem Kooperationsprojekt mit der Arbeitsgruppe um
Niemann der Universitat Bielefeld die Struktur der IREDO8, welche im Rahmen der
biokatalytischen Reduktion schwefelhaltiger zyklischer Imine die aktivste Iminreduktase
darstellte, geldst. Hierzu wurde die Aufreinigung der Iminreduktase und Vorexperimente
zur Stabilitdt des Enzyms von der Autorin vorgenommen, wahrend die
Kristallisationsexperimente, die Vermessung der erhaltenen Kristalle und die

Strukturaufklarung von Geerds und Meyer der Arbeitsgruppe Niemann geleistet wurden.

4.3.7.1 Aufreinigung der IRED fur die Untersuchung der Stabilitat

Mit dem Ziel zunachst die Stabilitdt der aufgereinigten Iminreduktase aus Mycobacterium
smegmatis bei Raumtemperatur und 4 °C als Vorexperiment der Kristallisationen zu
untersuchen, wurde die IREDO8 zunachst per Nickel-Affinitatschromatographie mit
Tropfsdulen und Gelfiltration (GrdBenausschlusschromatographie) anhand des AKTA™
Systems aufgereinigt. Die IRED konnte in einer guten Reinheit erhalten werden, was durch
SDS-PAGE uberprift wurde (Abbildung 4.15).
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Abbildung 4.15. SDS-PAGE der Aufreinigung der IREDO8 zur Untersuchung der Stabilitat des
Enzyms

4.3.7.2 Untersuchung der Stabilitat der IREDOS8

Fir die Proteinkristallisation ist eine Kenntnis der Proteinstabilitét bei 4 °C und
Raumtemperatur, bei denen die Kristallisationsexperimente durchgefiihrt werden,
entscheidend. Daher wurde die Stabilitat der IRED0O8 sowohl bei einer Lagerung bei 4 °C
und Raumtemperatur Uber einen Zeitraum von 14 Tagen per SDS-PAGE untersucht. Bei
einer Temperatur von 4 °C war das Protein Uber einen Zeitraum von 14 Tagen stabil und
es konnte kein Proteinabbau beobachtet werden. Im Gegensatz dazu konnte bei Lagerung
des aufgereinigten Proteins bei Raumtemperatur bereits am fiinften Tag nur noch sehr
wenig Protein nachgewiesen werden und am siebten Tag ist entsprechend der SDS-PAGE
kein Protein mehr vorhanden (Abbildung 4.16). Dies ldsst auf die Anwesenheit von
Proteasen vermuten. Allerdings konnten ungewdhnlicherweise keine degradierten

Fragmente bei geringeren Molekulargewichten auf der SDS-PAGE nachgewiesen werden.

3d4°C
t=3dRT
t=5dRT
t=7 dRT

t=14dRT

t=5d4°C

t=7d4°C

t=10d4°C
t=12d4°C
t=14d4°C
t=10 d RT
t=12d RT
IREDS t=0

o
L
T ®
£g
s &

t:

35kDa -

25kDa -

Abbildung 4.16. SDS-PAGE des Stabilitatstests der IRED08 bei 4 °C und Raumtemperatur tber
einen Zeitraum von 14 Tagen
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4.3.7.3 Untersuchung der Stabilitat der IREDO8 in Anwesenheit von

Proteaseinhibitoren

Aufgrund der Instabilitat der IREDO8 bei Raumtemperatur wurde uUberprift, ob die
Anwesenheit von Proteaseinhibitoren einen positiven Einfluss auf die Stabilitat des Proteins
bei Raumtemperatur hat. Hierzu wurden sechs verschiedene Proteaseinhibitoren bzw.
Mischungen von Inhibitoren Gber einen Zeitraum von neun Tagen getestet. Als Kontrolle
wurde zudem die Stabilitatsuntersuchung in Abwesenheit von Proteaseinhibitoren

untersucht.

1dRT
3dRT
4dRT
7dRT
3dRT
4dRT
7dRT

IRED 8 t=0

t=9dRT
IRED 8 t=0

t
t
t
t
t
t
t
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Abbildung 4.17. SDS-PAGE zur Untersuchung der Stabilitat der IRED0O8 in Gegenwart von
Proteaseinhibitoren A Kontrolle B cOmplete™ + EDTA

Im Gegensatz zum ersten Stabilitdtstest bei Raumtemperatur konnte in diesem
Kontrollexperiment ein Abbau des Enzyms per SDS-PAGE nachgewiesen werden, die
bereits am dritten Tag zu beobachten ist (Abbildung 4.17A). In Gegenwart der
kommerziellen Mischung an Proteaseinhibitoren cOmplete™, die Serin- und
Cysteinproteasen inhibiert, unter Zusatz von Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA) als
Metalloproteaseninhibitor konnte der Abbau des Proteins verhindert werden und die
Iminreduktase war liber neun Tage bei Raumtemperatur stabil (Abbildung 4.17B). In
Anwesenheit des Cysteinproteaseinhibitors Iodacetamid wurde ein leichter Abbau der
Iminreduktase ab Tag 3 beobachtet (Abbildung 4.18A). Unter Verwendung von Leupeptin,
welches als Inhibitor von Cystein-, Serin- und Threoninproteasen wirkt, konnte keine
Steigerung in der Stabilitdt gegeniber der Kontrolle nachgewiesen werden
(Abbildung 4.18B).
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Abbildung 4.18. SDS-PAGE zur Untersuchung der Stabilitat der IRED0O8 in Gegenwart von
Proteaseinhibitoren A Iodacetamid B Leupeptin

Keine Stabilitatssteigerung der Iminreduktase bei Raumtemperatur iber einen Zeitraum
von neun Tagen wurde ebenfalls fiir den Serinproteaseinhibitor Aprotinin bestimmt
(Abbildung 4.19A). Die Anwesenheit des Metalloproteaseninhibitors EDTA in Kombination
mit Iodacetamid (Cysteinproteaseinhibitor) verhinderte den Abbau des Proteins, sodass die
IREDO8 bei Raumtemperatur Uber einen Zeitraum von neun Tagen stabil war
(Abbildung 4.19B).
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Abbildung 4.19. SDS-PAGE zur Untersuchung der Stabilitdat der IREDO8 in Gegenwart von
Proteaseinhibitoren A Aprotinin B EDTA + Iodacetamid

In Gegenwart von Phenylmethylsulfonylfluorid, welches als Inhibitor von Serin- und
Cysteinproteasen wirkt, wurde ein Abbau des Proteins ab dem dritten Tag beobachtet
(Abbildung 4.20).

Eine Stabilisierung des Proteins bei Raumtemperatur konnte entsprechend nur in
Gegenwart der Proteaseinhibitormischungen cOmplete™ und EDTA bzw. EDTA und
Iodacetamid nachgewiesen werden. Fir die Kristallisationsansatze wurden daher EDTA in
Kombination mit Iodacetamid als Proteaseinhibitoren zur Stabilisierung der Iminreduktase
ausgewahlt.
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Abbildung 4.20. SDS-PAGE zur Untersuchung der Stabilitat der IREDO8 in Gegenwart von
Phenylmethylsulfonylfluorid als Proteaseinhibitor

4.3.7.4 Aufreinigung der IREDOS8 flr die Kristallisationsexperimente

Neben der Verwendung von Proteaseinhibitoren zur Stabilisierung der Iminreduktase bei
Raumtemperatur wurde die Aufreinigung des Enzyms flir die Kristallisationsexperimente
modifiziert. Uber die abgednderte Aufreinigung sollten mdglichst alle Proteasen aus der
Proteinlésung entfernen werden. Hierzu erfolgte eine Anionenaustauschchromatographie
im Anschluss an die Nickel-Affinitdtschromatographie gefolgt von einer Gelfiltration als
dritten Aufreinigungsschritt. Das Protein wurde erneut in hoher Reinheit erhalten, was
durch SDS-Page Uberprift wurde (Abbildung 4.21).
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Abbildung 4.21. SDS-PAGE der Aufreinigung der IREDOS8 als Vorbereitung der
Kristallisationsexperimente
AuBerdem wurde eine massenspektrometrische Analyse der Gesamtmasse des Proteins
durchgefihrt, um zu Uberprifen ob das Protein homogen oder heterogen, beispielsweise
aufgrund von posttranslationalen Modifikationen, vorliegt. Die Homogenitat des
aufgereinigten Proteins konnte Uber massespektrometrische Analyse bestatigt werden

(siehe Kapitel 10.5.12.1). Das aufgereinigte, homogene Protein wurde anschlieBend in
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Kristallisationsexperimenten eingesetzt, die von der Arbeitsgruppe um Niemann

durchgefihrt wurden.

4.3.7.5 Cokristallisation der IREDO8 mit NADPH und Aufklarung der
Struktur

Im Rahmen der Kristallisationsexperimente von Geerds und Meyer wurden zunachst die
Kristallisationsbedingungen optimiert. Mit den optimierten Reaktionsbedingungen wurden
die Kristallisationen durchgefiihrt und die erhaltenen Kristalle am Deutschen Elektronen-
Synchrotron (DESY) vermessen. Die Kristallstruktur der IREDOS8 cokristallisiert mit NADPH
konnte daraufhin von Meyer mit einer Aufldsung von 1.55 A aufgeklart werden. Bei der

asymmetrischen Einheit handelt es sich um ein Dimer (Abbildung 4.22A).[226]

Abbildung 4.22. Struktur der IREDO8 im Komplex mit NADPH A Inhalt der asymmetrischen
Einheit B Position von NADPH in der aktiven Tasche

Die aktive Tasche des Proteins, in dem das NADPH gebunden ist, wird aus zwei
Untereinheiten des Proteins gebildet, ist gut zuganglich und scheint relativ groB zu sein.
Das NADPH ist zudem uber zahlreiche Interaktionen mit Aminosaureresten beider
Untereinheiten in der aktiven Tasche positioniert (Abbildung 4.22B).[226] Um Aussagen lber
die Positionen der 3-Thiazoline 3 bzw. 2H-1,4-Benzothiazine 5 und Interaktionen mit
Aminosdureresten in der aktiven Tasche machen zu kdnnen, die mdglicherweise eine
Erkldrung filr die unterschiedlichen Aktivitdten der IREDs zur Reduktion dieser
Verbindungen liefern, werden von Meyer Cokristallisationsexperimente mit dem 3-Thiazolin
3f und dem 2H-1,4-Benzothiazin 5b durchgefiihrt. AuBerdem werden Soakingexperimente
mit diesen Substraten und den vorhandenen Kristallen der IREDO8 von Meyer
durchgefihrt. Nach Abschluss der Experimente dieses Teilprojekts ist zudem eine

Vero6ffentlichung dieser Ergebnisse geplant.
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4.3.8 Biokatalytische Reduktion von 2H-1,4-Benzoxazinen 7

Nach der erfolgreichen Etablierung einer effizienten und hoch enantioselektiven
biokatalytischen Methode zur Reduktion von 3-Thiazolinen 3 sowie der Ausweitung auf
weitere schwefelhaltige zyklische Imine wie 2H-1,4-Benzothiazine 5 sollte die Reduktion
von sauerstoffhaltigen zyklischen Iminen zur Erweiterung der Plattformtechnologie
untersucht werden. Aufgrund der Relevanz von 2H-1,4-Benzoxazinen 7 als Strukturmotive

erfolgten die Untersuchungen mit diesen als potentielle Substrate der Iminreduktasen.

4.3.8.1 Kolorimetrischer pH-Shift-Assay

Analog zu den Arbeiten mit den schwefelhaltigen zyklischen Iminen wurde auch zur
Identifikation und Priorisierung geeigneter Iminreduktasen zur Reduktion der Benzoxazine
ein pH-Shift-Assay mit den synthetisierten Verbindungen 7a-b und den 31 IREDs
durchgefihrt (Schema 4.25).

H
N._ _R! N_+ R’
J::[ j/ IRED j/
R? O RT, R2 (o)
R2 R
7a-b 8a-b

10 mM KP; pH 7.4 2
NADPH NADP*
D-Glucose \\ D-Gluconolacton
GDH '

'
Y
D-Gluconsaure

N
N
N f
N
LY : A
(o) F
7a 7b

Schema 4.25. Biokatalytische Reduktion von 2H-1,4-Benzoxazinen 7a-b unter Einsatz von
Iminreduktasen und in situ-Regeneration des Cofaktors mit der Glucose-Dehydrogenase

Fur die Substrate 7Za und 7b konnten Farbumschldage von griin nach gelb in Kombination
mit einer Reihe von IREDs identifiziert werden. Analog zum kolorimetrischen
pH-Shift-Assay der 2H-1,4-Benzothiazine 5 war ein Volumen von 10 pL des Zellrohextrakts
der IREDs zur Identifkation eindeutiger Farbumschlage ausreichend. Flr beide Benzoxazine
7a und 7b wurden jeweils vier IREDs fir die folgenden Untersuchungen priorisiert. Die
Negativkontrollen zeigten wiederum keine Farbumschldage, sodass die GDH und andere
Proteine, die von dem E. coli-Stamm exprimiert werden, vermutlich keine Nebenaktivitat
zur Iminreduktion aufweisen (Tabelle 4.6). Dariber hinaus wurde eine unerwartete und
nicht erklarbare Braunfarbung aller Screeningansdtze flir das Substrat 7b nach 24 h
beobachtet.
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Tabelle 4.6. Kolorimetrischer pH-Shift-Assay der 2H-1,4-Benzoxazine 7a-b

Substrat Potentiell positive IREDs Negativ pPET22b_leer
7a IREDO5, IRED12, IRED27, IRED29 negativ negativ
7b IREDO5, IRED12, IRED27, IRED29 negativ negativ

Potentiell positive IREDs zeigten einen deutlichen Farbumschlag von grin nach gelb
innerhalb von 9 h-24 h. Negativ: ohne Zugabe von IRED-ZRE, pET22b_leer: Verwendung
des ZRE ohne Expression der IRED. Fir eine bessere Lesbarkeit wurden die
IREDs[121,124,1291 durchnummeriert (Kapitel 10.3).

4.3.8.2 Spektrophotometrische Bestimmung der Enzymaktivitat

Die Bestimmung der spezifischen Aktivitat der priorisierten IREDs zur Reduktion der
2H-1,4-Benzoxazine 7 erfolgte im ndachsten Schritt. Aufgrund der geringen Loéslichkeit der
Imine 7a und 7b wurden die Aktivitaten der IREDs bei einer Substratkonzentration von
0.5 mM bestimmt (Abbildung 4.23). Fur alle untersuchten IREDs wurden in Kombination

mit den 2H-1,4-Benzoxazinen 7a und 7b Aktivitaten nachgewiesen.

H
N R N R! N
j/ IRED j/ N j/
N
R2 o) 30°C, R? o ©: F o)
R2 R2 (o) F
8a-b 7a 7b

100 mM KP; pH 7
7a-b NADPH NADP*
0.5 mM

0.05 A 0.01
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0.5 mM Substratkonzentration

Abbildung 4.23. Spezifische Aktivitat der IREDs zur Reduktion der 2H-1,4-Benzoxazine 7a-b

Die hochste Aktivitédt konnte mit 0.085 U mg-czr zur Reduktion von 3-Phenyl-2H-1,4-
benzoxazins (7a) in Kombination mit der IRED12 nachgewiesen werden. Mit den
Iminreduktasen IREDO5 und IRED27 konnten hingegen nur moderate Aktivitdten zur
Reduktion des Substrates 7a nachgewiesen werden, die in demselben GroBenbereich lagen

wie die Aktivitaten zur Reduktion der Thiazoline 3a-e. Die Aktivitaten zur Reduktion des
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Imins 7b sind moderat und liegen zwischen den Aktivitaten der IRED29 und der IRED27
zur Reduktion des Substrates 7a (Abbildung 4.23).

4.3.8.3 Biotransformationen von 2H-1,4-Benzoxazinen 7

Die vielversprechenden spezifischen Aktivitaten der Iminreduktasen zur Reduktion der
2H-1,4-Benzoxazine 7a-b motivierten die Autorin im nachsten Schritt Biotransformationen
im 0.5 mL MaBstab bei Substratkonzentrationen der zyklischen Imine 7a-b von 20 mM
unter Verwendung der GDH zur in situ-Regeneration des Cofaktors durchzufiihren
(Tabelle 4.7). Unter nicht optimierten Reaktionsbedingungen wurden beide
2H-1,4-Benzoxazine 7a und 7b in moderaten bis quantitativen Umsatzen (19-100%) zu
den entsprechenden zyklischen Aminen mit einer exzellenten Produktselektivitat
umgesetzt. Die Negativkontrollen ohne Iminreduktasen zeigten auch hier keine Umsatze,
sodass die verwendete GDH keine Aktivitdt zur Reduktion der 2H-1,4-Benzoxazine 7
aufweist. Sehr geringe Biokatalysatorbeladungen von 0.6 mg mL* bzw. 1.2 mg mL* der

IRED-Zellrohextrakte reichten aus, um moderate bis quantitative Umsatze zu erreichen.

Tabelle 4.7. Biotransformation der 2H-1,4-Benzoxazine 7a-b unter Einsatz von Iminreduktasen

H H
Ny R’ N_ R’ N__.R!
j/ IRED j’ ) j
R2 o ) oaqaer )
R o) R o)
R2 100 mM KP; pH 7, R2 R2

30°C, t

7a-b NADPH NADP* (S)-8a-b (R)-8a-b
20 mM \
D-Glucose D-Gluconolacton

GDH
Eintrag Substrat Zeit [h] IRED® Umsatz [%] ee [%]P

IREDO5¢ 19 52 (R)
N

1 [::[ S 15 IRED12¢ > 99 99 (S)
(0]
7a

IRED29°¢ 29 81 (S)
. IREDO5 21 72 (R)
\f IRED12¢ 84 26 (R)
2 F o) 19.5
£ IRED27¢ 26 60 (R)
70 IRED29¢ 20 71 (R)

azur besseren Lesbarkeit wurden die IREDs[!21,124,129] dyrchnummeriert (Kapitel 10.3),
die verwendeten Ganzzell-Proteinkonzentrationen sind in FuBnote c und d angegeben;
bdie absolute Konfiguration von (S)-8a wurde Uber die spezifische Rotation und
Vergleich mit den Literaturwerten bestimmt. Die absolute Konfiguration von (R)-8b
wurde Uber Vergleich mit den HPLC Daten von Lopez-Iglesias!?!9] per chiraler SFC-HPLC
bestimmt; €0.6 mg mL%; 91.2 mg mL"?

Dartiber hinaus katalysieren Iminreduktasen die Reduktion des 3-Phenyl-2H-1,4-
benzoxazins (7a) mit moderaten bis exzellenten Enantioselektivitaten (52-99% ee) und

zeigen eine enantiokomplementare Produktbildung. Dies ermdglichte einen Zugang zu
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beiden Enantiomeren unter Verwendung verschiedener IREDs (Tabelle 4.7, Eintrag 1). Im
Gegensatz hierzu katalysieren Iminreduktasen die Reduktion des Substrates 7b nur mit
geringen bis hohen Enantioselektivitdaten (21-72% ee) und ermdglichen nur einen Zugang
zum (R)-Enantiomer des zyklischen Amins 8b (Tabelle 4.7, Eintrag 2). Da zur Synthese
des Levofloxacins das entsprechende (S)-Enantiomer von 8b bendétigt wird, konnte Uber
die IRED-katalysierte Reduktion bisher nicht das richtige Enantiomer fiir die Synthese von
Levofloxacin bereitgestellt werden. Mit dem Ziel der Synthese eines pharmazeutischen
Intermediats koénnte in zukinftigen Arbeiten directed evolution zum Auffinden einer
(S)-selektiven IRED zur Reduktion des zyklischen Imins 7b angewendet werden. Im
Rahmen dieser Biotransformationen wurde auBerdem eine Anderung der
Enantioselektivitat der Iminreduktasen IRED12 und IRED29 in Abhangigkeit von den
verwendeten Substraten 7Za bzw. 7b beobachtet. Fir beide IREDs ist die Bildung des
(S)-Enantiomers in Kombination mit dem Substrat 7a, welches eine Phenylgruppe an der
Position R! und Wasserstoffatome an R? tragt, bevorzugt (Tabelle 4.7, Eintrag 1). Im
Gegensatz dazu katalysieren beide IREDs in Kombination mit dem Substrat 7b, welches
an der Position R! eine weniger sterisch anspruchsvolle Methylgruppe tragt und an der
Position R? zwei Fluoratome tragt, bevorzugt die Bildung des (R)-Enantiomers. AuBerdem
fallt auf, das die IRED12 eine geringere Enantioselektivitdat zur Reduktion von 7b im
Vergleich zum zyklischen Imin 7a aufweist (Tabelle 4.7, Eintrag 1 und 2). Mdéglicherweise
kénnen die Substrate 7a und 7b aufgrund ihres unterschiedlichen Substitutionsmusters
verschiedene Interaktionen in der aktiven Tasche der IRED ausbilden, sodass die Reduktion
mit sehr unterschiedlichen Enantioselektivitdten verlduft. Zur Uberpriifung dieser
Hypothese koénnten in zuklnftigen Untersuchungen Protein-Liganden-Docking
durchgefiihrt werden, um einen Eindruck tber die Interaktionen der 2H-1,4-Benzoxazine 7

im aktiven Zentrum der IREDs zu erhalten.

4.3.8.4 Prozessentwicklung der IRED-katalysierten Reduktion von
3-Phenyl-2H-1,4-benzoxazin (7a)

Aufgrund der  positiven Ergebnisse  der biokatalytischen Reduktion  von
2H-1,4-Benzoxazinen 7 unter Einsatz von Iminreduktasen sollte im nachsten Schritt die
Effizienz dieser biokatalytischen Methode in einer Prozessentwicklung anhand der
Reduktion von 3-Phenyl-2H-1,4-benzoxazin (7a) aufgezeigt werden. In Analogie zu den
Arbeiten im vorherigen Projekt wurde daher zunachst ein E. coli-Ganzzell-Katalysator
konstruiert (siehe Kapitel 3.3.4), der sowohl die IRED12 als auch die GDH zur
in situ-Regeneration des Cofaktors in verschiedenen Plasmiden in einer Zelle
Uberexprimiert. Die Reaktion im vergréBerten LabormaBstab (40 mL) wurde bei einer
Substratkonzentration von 50 mM, was einer Substratbeladung von 10 g L' entspricht,

einer geringen Biokatalysatorbeladung des lyophilisierten Ganzzell-Katalysators von
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0.1 g pro mmol Substrat 7Za und einer Reaktionstemperatur von 30 °C durchgefihrt
(Abbildung 4.24A). Zur Konstanthaltung des pH-Wertes bei einem Wert von pH 7 wurde
erneut eine TitroLine®-Apparatur verwendet (Abbildung 4.24B).

A B
H - d
N\ IRED08 N
X i X
o 7 o |
7a E. coli GZK (5)8a
NADPH . NADP+ > 99% Umsatz
50 mM . 0.1 g mmol” G 99% ee
10gL \ 71% Ausbeute
D-Glucose 4 D-Gluconolacton
U
GDH "
]
D-Gluconsaure

Abbildung 4.24. A Prozessentwicklung der Reduktion von 3-Phenyl-2H-1,4-benzoxazin (7a)
B TitroLine®-System zur Konstanthaltung des pH-Wertes

Auch im praparativen MafBstab verlief die Reduktion von 3-Phenyl-2H-1,4-benzoxazin (7a)
reibungslos, sodass nach einer Reaktionszeit von 26 h ein quantitativer Umsatz und eine
exzellente Enantioselektivitét von 99% zugunsten des (S)-Enantiomers des zyklischen
Amins 8b nachgewiesen konnten. Nach Aufarbeitung konnte das gewiinschte Produkt
(S)-8b zudem mit einer Ausbeute von 71% und einer Reinheit von 98%, die per
'H-NMR-Spektroskopie bestimmt wurde, isoliert werden (Abbildung 4.24). Die Ergebnisse
dieses Experiments im praparativen LabormaBstab unterstreichen erneut den Wert und die
Anwendbarkeit der im Rahmen dieser wissenschaftlichen Arbeit entwickelten
biokatalytischen Methode zur Reduktion sauerstoffhaltiger zyklischer Imine. Im Rahmen
dieses Projekts konnte somit eine Plattformtechnologie zur hoch enantioselektiven

Reduktion zyklischer Imine mit zusdtzlichen Heteroatomen entwickelt werden.

Die Ergebnisse zur biokatalytischen Reduktion der 2H-1,4-Benzoxazine 7 unter
Verwendung der IREDs wurden gemeinsam mit den Ergebnissen der Abschlussarbeiten von
Machuif??”] und Nonnhoffl228], die jeweils die IRED-katalysierte Reduktion eines weiteren
2H-1,4-Benzoxazins untersucht haben, in einem Manuskript im Journal of Organic
Chemistry zur Veroffentlichung eingereicht: N. Zumbragel, P. Machui, J. Nonnhoff, H.

Groger, J. Org. Chem. zur Veroffentlichung eingereicht.
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4.4 Ausblick

Im Rahmen dieses Kapitels konnte eine biokatalytische Methode zur Reduktion von
schwefel- und sauerstoffhaltigen zyklischen Iminen erfolgreich etabliert werden und die
Effizienz dieser Technologie wurde in verschiedenen praparativen Reaktionen
demonstriert. Nach jahrzehntelangen groBtenteils erfolglosen Versuchen zur
enantioselektiven Reduktion von 3-Thiazolinen 3 konnte diese Problematik im Rahmen des
Projektes Uber die Entwicklung einer biokatalytischen Methode gelost werden. Diese
biokatalytische Reduktionsmethode stellt bislang die erste Methode zur hoch
enantioselektiven Reduktion von 3-Thiazolinen 3 dar. AuBerdem konnte gezeigt werden,
dass die entwickelte Methode als Plattformtechnologie fir die Reduktion einer Vielzahl von
S- und O-haltigen zyklischen Iminen genutzt werden kann. In Folgearbeiten ware
insbesondere die Identifikation von (R)-selektiven IREDs zur Darstellung von
(R)-3-Thiazolidinen, sowie die IRED-katalysierte Darstellung des (S)-Intermediats des
Levoflocacin 8b interessant. AuBerdem ware die Durchfiihrung von Dockingstudien zur
Evaluation der Beobachtungen dieses Teilprojektes in zuklinftigen Experimenten von
groBem Interesse. So kénnte anhand von Protein-Liganden-Docking méglicherweise eine
Erklarung fir die héhere Aktivitat der IREDs zur Reduktion von 2H-1,4-Benzothiazinen 5
im Vergleich zu 3-Thiazolinen 3 aufgrund unterschiedlicher Interaktionen im aktiven
Zentrum des Enzyms gefunden werden. Darlber hinaus kénnte eventuell eine Erklarung
fir die Anderung der Enantioselektivitat der IRED12 und IRED29 im Rahmen der Reduktion
der 2H-1,4-Benzoxazine 7 gefunden werden. Mit dem Ziel die Prozesse zur biokatalytischen
Reduktion S- und O-haltiger zyklischer Imine unter Einsatz von Iminreduktasen weiter zu
optimieren, ware zudem die Etablierung einer Hochzelldichtefermentation der
Ganzzell-Katalysatoren von groBem Interesse, um die Kosten pro Gramm Biokatalysator
zu reduzieren. Die Durchflihrung der Biotransformationen unter
Fermentationsbedingungen im Hinblick auf die Entwicklung eines technisch optimierten

Prozesses ware ebenfalls interessant.
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5. VERKNUPFUNG VON HETEROZYKLENCHEMIE UND

BIOKATALYSE IN EINTOPF-SYNTHESEN

5.1 Stand der Wissenschaft

5.1.1 Kombination von Chemo- und Biokatalyse

Die Entwicklung chemoenzymatischer Eintopf-Synthesen insbesondere fir industriell
relevante Verbindungsklassen weckt immer gréBeres Interesse. Uber die Kombination
chemokatalytischer bzw. chemischer Reaktionen mit biokatalytischen Schritten in einer
Eintopf-Synthese kann die Isolierung von Intermediaten vermieden werden. Die
Minimierung des Solventverbrauchs und die damit verbundene Reduktion an Abfall
ermoglicht zudem eine erhéhte Ressourceneffizienz mehrstufiger Eintopf-Kaskaden.[22°]
Dartber hinaus entstehen durch die Kombination von Chemo- und Biokatalyse keinerlei
Probleme durch unstabile oder schwer handhabbare Intermediate. Uber die Verschiebung
von Reaktionsgleichgewichten kénnen zudem die Umséatze und Enantiomereniiberschiisse
erhéht werden.[230] Allerdings gehen auch eine Vielzahl von Herausforderungen mit
chemoenzymatischen Eintopf-Synthesen einher, die wahrend der Etablierung dieser
Kaskaden zu berlicksichtigen sind. Unter anderem gibt es kein generelles Konzept oder
eine allgemeine Herangehensweise zur Etablierung solcher Kaskadenreaktionen, sodass
hohe Entwicklungskosten und eine lange Entwicklungsphase unter Umstdanden von Néten

sind.[22°]

1980 berichtete die Arbeitsgruppe um van Bekkum die erste Kombination von Chemo- und
Biokatalyse, in dem sie erfolgreich eine Kaskade zur Synthese des Zuckeralkohols
D-Mannitol ausgehend von D-Glucose Uber die Kombination einer enzymkatalysierten

Isomerisierung und einer heterogenen metallkatalysierten Hydrierung entwickelten.[231]

Die Entwicklung der dynamisch kinetischen Racematspaltung (DKR) stellt die erste breit
angewandte Technologie chemoenzymatischer Eintopf-Synthesen dar, die sowohl von
einer Vielzahl akademischer Arbeitsgruppen als auch der Industrie untersucht
wurde.[232-236]  Ein Grund fur die initiale Entwicklung der dynamisch kinetischen
Racematspaltung unter Kombination von Chemo- und Biokatalyse als angewandte
Eintopf-Technologie ist vermutlich die Aktivitdat und Stabilitat von Lipasen in organischen
Solventien. Reetz et al. beschrieben als erste die dynamisch kinetische Racematspaltung
von 1-Phenylethylamin Gber die Kombination einer Lipase-katalysierten Acylierung und

einer Metall-katalysierten Racemisierung (Schema 5.1).[236]
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\/@ * Y© Acylierung \/© Y©
H Novozym SP 435® HNT(
o]

NH, NH, NH,

1 Racemisierung
Pd/C

Schema 5.1. Dynamisch kinetische Racematspaltung (DKR) eines chiralen Amins(236]

Die Kombination von homogenen Metallkatalysatoren mit Enzymen wurde zunachst in
sequentiellen Eintopf-Prozessen durchgefihrt. Ein Beispiel hierfir ist die von Simons et al.
etablierte Kombination der Metall-katalysierten Hydrierung und der Acylase-katalysierten
Racematspaltung zur Synthese von L-Aminosauren.[?37] Burda et al. kombinierten zudem
erfolgreich eine Suzuki-Kreuzkupplung mit einer biokatalytischen Ketonreduktion durch

eine Alkoholdehydrogenase in einem sequentiellen Eintopf-Prozess (Schema 5.2).[238]

0 * OH
B(OH), Pd Kat. O (S)-ADH O
+ _— _ -
B ©/ Wasser NADH, pH 7
' 2-Propanol
nicht isoliert 91% Umsatz
>99% ee

Schema 5.2. Kombination einer Suzuki-Kreuzkupplung und einer biokatalytischen Ketonreduktion
in einer sequentiellen Eintopf-Synthesel238]

Der Anstieg an Arbeiten zur Kombination von Organo- und Biokatalyse lasst sich unter
anderem auf die Fortschritte im Bereich der asymmetrischen Organokatalyse der letzten
Jahre zurtckfihren. So wurde das Potential zur Verwendung von Organokatalysatoren in
chemoenzymatischen Eintopf-Reaktionen beispielsweise Uber die Kombination von
Aldolreaktionen mit biokatalytischen Transformationen anhand von Redoxenzymen sowohl
im sequentiellen als auch simultanen Modus beschrieben.[239-241] Rulli et al. konnten
erfolgreich die Eintopf-Synthese von 1,3-Diolen mit hohen Umsdtzen sowie exzellenten
Diastereo- und Enantioselektivitaten (dr > 25:1, bis zu 99% ee) unter Verknipfung von
Organo- und Biokatalyse im sequentiellen Modus etablieren (Schema 5.3).[2401 Im Jahr
2017 publizierten Rulli et al. zudem die Synthese von 1,3-Diolen durch simultane Organo-
und Biokatalyse.[?*1] Ein weiteres Beispiel stellt die von Simon et al. etablierte Kombination
einer organokatalytischen Mannich-Reaktion und einer biokatalytischen Ketonreduktion in

einer Eintopf-Synthese dar.[?42]
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1) o
CH\N Ph
Ph
" " Ho OH OH
Cl | . i ges. NaCl-Lsg., 24 h o ;
2) (S)-ADH, NAD*,
2-Propanol, Puffer
1) o
Ph
LR
" Ho OH OH
Cl | . )(L ges. NaCl-Lsg., 24 h ol =
2) (R)-ADH, NAD",

2-Propanol, Puffer

> 95% Gesamtumsatz
dr (anti/syn) > 25:1
99% ee (anti)

> 95% Gesamtumsatz
dr (syn/anti) > 25:1
99% ee (syn)

Schema 5.3. Eintopf-Synthese von 1,3-Diolen durch Verknlipfung von Organo- und
Biokatalysel240]

Ein Beispiel der Verknlipfung von Organo- und Biokatalyse im simultanen Modus, bei der
die enzymatische Umsetzung im ersten Schritt erfolgt, ist die Synthese von
3-substituierten 2,3-Dihydrobenzofuran-2,5-diolen von Sulji¢ et al. Zunachst erfolgt die
Laccase-katalysierte Oxidation von 1,4-Dihydrobenzol zum entsprechenden Chinon,
welches in einer Michael-Reaktion mit einem Aldehyd das gewiinschte Produkt mit hohen
Ausbeuten von bis zu 97% und exzellenten Enantioselektivitdten bis zu 99% ee liefert
(Schema 5.4).[243]

Ph
H
OH OOTMS OH R1OH
R1 (10 mol%) R spontane A
‘\ N . ;O _Laccase Oz Laccase, O, ‘\ N (P Zyklisierung ‘ _
pZ R MeCN, Z ’,) R
o Puffer OH R2 © -

nicht isoliert

ausgewahlte Beispiele

OH OH OH OH
cl
cl
o—/ o—/ o—/ o—/
OH OH OH OH

72 h 72 h 72 h 72 h
97% Ausbeute 91% Ausbeute 90% Ausbeute 90% Ausbeute
96% ee 92% ee 71% ee 97% ee

Schema 5.4. Simultane Eintopf-Synthese zur Synthese von 3-substituierten
2,3-Dihydrobenzofuran-2,5-diolen mit der biokatalytischen Transformation als ersten Schritt[243]
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5.1.2 Reaktionstechnische Strategien zur Vermeidung von

Inkompatibilitaten von Katalysatoren oder Reagenzien

Eine Herausforderung bei der Etablierung von Eintopf-Synthesen zur Kombination von
Chemo- und Biokatalyse stellt die Kompatibilitat der einzelnen Reaktionssysteme dar.[22°]
Inkompatibilitaten im Hinblick auf Cokatalysatoren wie stéchiometrische Mengen von
Metallsalzen, hohe Substratbeladungen oder Unldslichkeiten von Substraten kénnen eine
Deaktivierung einer der katalytischen Spezies verursachen und somit eine erfolgreiche
Eintopf-Synthese erschweren. Um solche Inkompatibilitdten zu umgehen, wurden eine
Vielzahl reaktionstechnischer Strategien entwickelt,??°1 die im Folgenden naher erldutert
werden. Das groBte Vorbild fir die Entwicklung von Strategien zur Vermeidung von
Inkompatibilitditen von Katalysatoren oder Reagenzien stellt die Dbiologische
Kompartimentierung als Konzept der Natur dar. Diese erlaubt lebenden Organismen die
Metabolisierung, die Vermehrung, die Aufrechterhaltung der Zellstrukturen und die
Kommunikation mit ihrer Umgebung in einem groBen , Eintopf*-System.[?2°] Anhand dieser
Inspiration wurden eine Vielzahl von Strategien entwickelt um die bereits erwahnten
Inkompatibilitdten zu umgehen. Beispiele hierflir sind die Verwendung biphasischer
Systeme, supramolekularer Chemie, artifizieller Metalloenzyme, Immobilisierungen von
Chemo- bzw. Biokatalysatoren oder die Mdéglichkeit zur raumlichen Trennung mittels

Flowchemie.[229]

Heidlindemann et al. konnten die bereits erwahnte Eintopf-Synthese von 1,3-Diolen unter
Kombination von Organo- und Biokatalyse zudem raumlich kompartimentiert durchfiihren.
Hierfir nutzten die Autoren Superabsorber zur Immobilisierung des Biokatalysators und
des Cofaktors und flhrten den Prozess in einem Zwei-Phasen-System aus fliissiger
organischer und fester wéassriger Phase durch. Uber die Immobilisierung des
Organokatalysators gelang es den Autoren zudem die Synthese der 1,3-Diole im Flow

durchzufihren.[244]

Ein weiteres interessantes Beispiel fiir die Verwendung eines biphasischen Systems ist die
von Denard et al. etablierte Kombination eines Grubbs-Hoveyda Metathese-Katalysators
der zweiten Generation mit einer P450-BM3 Monooxygenase. Uber diese
chemoenzymatische Synthese konnten die Autoren eine Kreuzmetathese-Epoxidation
ungesattigter Fettsauren mit Ausbeuten von bis zu 48% realisieren (Schema 5.5). Da die
enzymatische Reaktion irreversibel ist, verschiebt sich das Gleichgewicht der reversiblen
Metathesereaktion auf die Produktseite und erhéht somit die Ausbeute gegeniber der

hypothetischen Ausbeute der berechneten Einzelreaktionen.[24°]



Verknlipfung von Heterozyklenchemie und Biokatalyse in Eintopf-Synthesen 89

o O
AN
HOXMB/\ Kat. (2.5 mol%) 8 P450 Monooxygenase HOW
+ Puffer/Isooctan o * NADP* 8
N YN 20% (viv) HO ™ OH PTDH, Katalase, 48% Ausbeute
8
g . 8 o) Natriumphosphit 38% ee
i-Pr i-Pr
N N
i-Pr\(i-Pr
Clpy=
4
Kat.

Schema 5.5. Zwei-Phasen-System zur Kombination einer Metathesereaktion mit einer
enzymatischen Epoxidation[24°]

Eine Vielzahl von Strategien beschaftigt sich zudem mit der Immobilisierung von
Katalysatoren auf Nanopartikeln, mesoporésem Silika, Polymerkugeln oder auch in
tetraedrischen supramolekularen Clustern.[246-2491 K{irzlich entwickelte die Arbeitsgruppe
um von Langermann die Kompartimentierung von Enzymen und Cofaktoren in
UV-geharteten Polyurethanen als Polymermatrix.[2°%1 Die Wissenschaftler entwickelten so
eine Alternative zur Verwendung von Polydimethylsiloxan (PDMS) als Polymermatrix der

Arbeitsgruppe um Ansorge-Schumacher.[251]

Die Verwendung artifizieller Metalloenzyme stellt (ber die Einbindung eines
Metallkatalysators in die Proteinstruktur eine weitere Mdéglichkeit dar den Katalysator vor
den Umgebungsbedingungen zu schitzen.[??°] Hier kommt insbesondere die Verwendung
von Streptavidin als Proteingeriist zum Einsatz, an welches der Metallkatalysator Gber
einen Biotinlinker gekoppelt wird. Dieses Konzept nutzte insbesondere die Arbeitsgruppe
von Ward um eine Vielzahl an Tandemreaktionen mit verschiedenen Enzymen zu

realisieren.[252]

AuBerdem konnte in einer Reihe von Arbeiten gezeigt werden, dass die raumliche Trennung
von Reaktionen durch PDMS-Hilsen eine geeignete Strategie zur Durchflihrung von
Eintopf-Reaktionen mit inkompatiblen Reaktionsschritten darstellt. Die
Kompartimentierung mit den PDMS-Membranen wurde von der Arbeitsgruppe um Bowden
zur Kombination chemokatalytischer und klassisch-chemischer Reaktionen, beispielsweise
Wacker-Tsuji Oxidation mit Palladium-katalysierter Homokupplung, entwickelt.[253-255] In
der Arbeitsgruppe um Gréger konnte die Eignung der raumlichen Kompartimentierung
anhand der PDMS-Hulsen flr nicht kompatible chemo- und biokatalytische Reaktionen
anhand der Kombination einer Wacker-Oxidation und einer biokatalytischen
Ketonreduktion gezeigt werden.[2%¢] In dieser Arbeit fUhrten Sato et al. zunéachst die
Wacker-Oxidation innerhalb der PDMS-Hiilse durch, daraufhin wurde der biokatalytische

Reaktionsansatz in das auBere Kompartiment gegeben um die Diffusion des Acetophenons
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und die anschlieBende ADH-katalysierte Ketonreduktion zu ermdglichen. Die Autoren
konnten so den gewtlinschten Alkohol mit einem hohen Gesamtumsatz von 85% und
exzellenter Enantioselektivitdt (99% ee) isolieren. Insbesondere die sequentielle

Durchfiihrung war fur den Erfolg dieser Eintopf-Synthese entscheidend (Schema 5.6).[2%6]

PdCl,
MeOH/H,0 (7:1v/v) o} (R)-ADH OH
©/\ 16 h, RT NADP* :
\ Puffer/2-Propanol ©/\
(3:1 vv)
cu" cu 16 h, RT
87% Umsatz 98% Umsatz (Schritt 2)
\ 85% Gesamtumsatz
0, H,O 99% ee

Schema 5.6. Sequentielle Kombination von Wacker-Oxidation und biokatalytischer
Keton-Reduktion unter Verwendung der Kompartimentierung mit PDMS-HUlsen(256]

Die PDMS-Technologie zur rdumlichen Trennung inkompatibler Reaktion wurde mittlerweile
fir die Kombination eine Reihe weiterer Metall-katalysierter Reaktionen (wie
Suzuki-Reaktion und Wacker-Oxidation) und Biotransformationen (beispielsweise
Halogenasen, Transaminasen und Amin-Dehydrogenasen) erfolgreich eingesetzt(2>7-259]
und stellt ein weiteres Konzept zur Vermeidung von Inkompatibilitdten von Katalysatoren

oder Reagenzien dar.
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5.2 Motivation und Zielsetzung

Im vorherigen Kapitel konnte die erste hoch enantioselektive Reduktion von
3-Thiazolidinen 4 erfolgreich etabliert werden (siehe Kapitel 4.3.5). Die 3-Thiazoline 3,
welche als Substrate fiir diese biokatalytische Reduktion dienen, kénnen wiederum elegant
Uber die Degussa-Variante der Asinger Reaktion als Multikomponentenreaktion aus
einfachen und kostenglinstigen Startmaterialien dargestellt werden (siehe Kapitel
4.1.2.2).1173.175,176]1 Bisher erfolgte die enantioselektive Darstellung der 3-Thiazolidine 4 in
einer Zweitopf- und Zwei-Schritte-Kaskade mit einer Aufarbeitung per Destillation oder
Saulenchromatographie nach der Asinger-Synthese und einer weiteren Aufarbeitung nach

dem biokatalytischen Schritt zur Isolation des 3-Thiazolidins 4 (Abbildung 5.1).[218]

pH ~ 12
NH,

+ 0

DalySe
Cl NaSH

Asinger-ghnliche
Synthese

Ly

Aufarbeitung

pH=7

S

(S)-4f

IRED, GDH

|

Lo

S

NH

0

D-Glucose,
NADP*

3f

Aufarbeitung

—NH

S

(S)-4f

Abbildung 5.1. Im vorherigen Kapitel etablierte Darstellung der chiralen 3-Thiazolidine am
Beispiel der Synthese von (S)-4f(218]

Mit dem Ziel der Kombination von Heterozyklenchemie bzw. einer
Multikomponentenreaktion und der biokatalytischen Iminreduktion sollte in diesem Kapitel
eine Eintopf-Prozess zur Darstellung von chiralen 3-Thiazolidinen 4 ausgehend von
einfachen und kostenglinstigen Startmaterialen etabliert werden. Die Verkntpfung beider
Reaktionen sollte beispielhaft an der Synthese des spiro-3-Thiazolidins 4f erfolgen. Da die
Variante der Asinger-Reaktion bei einem basischen pH-Wert von etwa 12 ablauft,
wohingegen die biokatalytische Reduktion unter Verwendung der Iminreduktasen ein
pH-Optimum von 7 hat, sind beide Reaktion bereits auf den ersten Blick nicht kompatibel

miteinander (Schema 5.7).

o NH; O
+
Cl

NaSH

Asinger Synthese

_ =

pH ~ 12

IRED-Reduktion
pH=7

NADPH
(S)-4f

NADP*

Ne
<O
3f
nicht isoliert

Schema 5.7. Zielsetzung dieses Projektes: Enantioselektive Synthese von 3-Thiazolidinen im
Eintopf-Prozess durch die Verknlipfung einer Variante der Asinger-Synthese und der
IRED-katalysierten Reduktion
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Daher wurden im Rahmen dieses Projektes zwei Konzepte entwickelt, um die
Inkompatibilitdt der beiden Einzelreaktionen zu umgehen und erfolgreich die
Eintopf-Synthese des 3-Thiazolidins 4f ausgehend von Cyclopentanon, Ammoniak,
Natriumhydrogensulfid und 3-Chlor-3-methyl-2-butanon zu etablieren. Im ersten
entwickelten Konzept erfolgt eine Kompartimentierung der Reaktionsschritte, wohingegen
im zweiten Konzept eine sequentielle Reaktionsfiilhrung verfolgt wird. Hierzu wurden flr
jedes Konzept zunachst die Einzelreaktionen, bestehend aus der Variante der
Asinger-Synthese, der biokatalytischen Reduktion und der Diffusion durch die
PDMS-Membran, im Falle der kompartimentierten Reaktion, im Detail untersucht.
Daraufhin sollte eine kompartimentierte sowie eine sequentielle Eintopf-Synthese realisiert
werden (Abbildung 5.2).

Kompartimentierung der Reaktionsschritte Sequentielle Eintopf-Synthese

Studien zur Variante der

Asinger-Reaktion Asinger-Reaktion im Kolben

innerhalb der PDMS-Hiilse

l J

Studien des biokatalytischen

Studien zur Variante der

Schrittes in Gegenwart der
Edukte der Asinger-Reaktion

J !

{ Studien des biokatalytischen l Sequentielle

Diffusions-Effizienz

Schrittes Eintopf-Synthese

I

Kompartimentierte
Eintopf-Synthese

Abbildung 5.2. Ubersicht des Projektes zur Verkniipfung von Heterozyklenchemie und Biokatalyse
in Eintopf-Synthesen
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5.3 Ergebnisse und Diskussion

5.3.1 Verknupfung von Heterozyklenchemie und Biokatalyse
durch Kompartimentierung der Reaktionsschritte
5.3.1.1 Kompartimentierungsansatz

Aufgrund der unterschiedlichen pH-Optima der Variante der Asinger-Reaktion (pH 12) und
der biokatalytischen Reduktion unter Einsatz von Iminreduktasen (pH 7) sind die
Einzelreaktionen nicht kompatibel miteinander (Schema 5.7). Inspiriert durch die
erfolgreiche Verwendung von PDMS-Hllsen zur Kombination von Chemo- und Biokatalyse
mit inkompatiblen Einzelreaktionen!?>6-25%1 wurde ein Kompartimentierungsansatz unter
Verwendung von PDMS-Hiilsen verfolgt. In friilheren Arbeiten konnte bereits gezeigt
werden, dass PDMS permeabel flir hydrophobe Verbindungen und gréBtenteils
impermeabel fir wasserldsliche Komponenten ist.[2°3-25%] Daher wurde im Folgenden die
Verwendung von PDMS-Hilsen zur Kompartimentierung der Degussa-Variante der
Asinger-Reaktion und der IRED-katalysierten Reduktion untersucht. Hierbei sollten der
Biokatalysator sowie Natriumhydrogensulfid die Membran nicht passieren kénnen,
wohingegen das 3-Thiazolin 3f die PDMS-Membran Uberwinden kann, nachdem es in der
gebildet wurde und somit als Substrat der

Asinger-Reaktion biokatalytischen

Transformation dienen kann (Abbildung 5.3).

Abbildung 5.3. Konzept der Eintopf-Synthese des 3-Thiazolidins (S)-4f durch Kompartmentierung

PDMS-Hiilse
pH~12 | pH=7
NH3 “—NH
0 Ny
e e
NaSH
) (S)-4f
Asinger D-Glucose,
Synthese NADP*
IRED, GDH
Ne Ne
—_—
P
<O <O
3f 3f

der Einzelreaktionen
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5.3.1.2 Studien zur Degussa-Variante der Asinger-Reaktion innerhalb
der PDMS-Hllse

Zur Etablierung der kompartimentierten Eintopf-Synthese des 3-Thiazolidins (S)-4f wurde
im ersten Schritt die Asinger-Multikomponentenreaktion innerhalb der PDMS-Hiilse
untersucht. Als Benchmark dient hierbei das Ergebnis der Synthese von 2,2,3-Trimethyl-
1-thia-4-azaspiro[4.4]non-3-en (3f) im 200 mmol MaBstab im Kolben unter langsamen
Zutropfen des a-chlorierten Ketons und Kiihlung in Gegenwart von Dichlormethan (Kapitel
4.3.1.1). Hierbei konnte eine isolierte Ausbeute von 56% und somit auch mindestens ein
Umsatz von 56% erreicht werden (Abbildung 5.4A, Benchmark). Wird die Synthese jedoch
im kleineren MaBstab (4.5 mmol) in einem GlasgefaB bei Raumtemperatur ohne
schrittweise Addition des a-chlorierten Ketons durchgefihrt, um die nachfolgenden
Experimente mit der PDMS-Hilse zu simulieren, bei dem eine Kihlung nicht maéglich ist,
fallt der Umsatz auf 41% ab (Abbildung 5.4A, Kontrolle). Aufgrund der Sensibilitat der
PDMS-Hllsen gegenliber Scherkrdften, die mit hdéherer RlUhrgeschwindigkeit bei
Verwendung eines Magnetrithrkerns innerhalb der Hilse ansteigen, wurde die erste
Multikomponentenreaktion innerhalb der PDMS-Hilse bei einer  geringen
Rihrgeschwindigkeit unter Verwendung eines Magnetrihrkerns durchgefiihrt. Hierbei
konnte jedoch nur ein sehr geringer Umsatz von 3% nach einer Reaktionszeit von 18 h bei
Raumtemperatur nachgewiesen werden (Abbildung 5.4A, Hilse (Magnetrihrkern)). Dieser
geringe Umsatz konnte auf die unzureichende Durchmischung des Zwei-Phasen-Systems
der Reaktion zurlickgefiihrt werden.

o NH3 :O Asinger-Synthese fN
+ 0 e ——
RTY 18h )Q
C

NaSH S

3f

A 100 - B

60 4 Ausbeute
56

50 A

40

Umsatz [%)]

30

20 A

104
3

0 -

Benchmark Kontrolle Hilse Hilse
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Abbildung 5.4. A Degussa-Variante der Asinger-Reaktion in unterschiedlichen ReaktionsgefaBen
B Mechanischer Riihrer zum Erreichen einer hohen Riihrgeschwindigkeit in der PDMS-Hiilse
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Daraufhin wurde ein eigens dafir angefertigter mechanischer Rihrer, der auf einem
kerngezogenen Prazisions-Glasgerat (KPG) Rihrer beruht (Abbildung 5.4B), verwendet.
Dieser mechanische Rihrer erlaubt hohe Riihrgeschwindigkeiten bei gleichzeitig geringen
Scherkrdften. Der Umsatz der Multikomponentenreaktion innerhalb der PDMS-Hiilse
konnte unter Verwendung dieses mechanischen Ruihrers signifikant auf 25% erhéht werden
(Abbildung 5.4A, Hilse (Mechanischer Rulhrer)), welches einen vielversprechenden
Startpunkt fiir die Anwendung in der kompartimentierten Eintopf-Reaktion zur Darstellung

von 3-Thiazolidinen 4 unter Verwendung der PDMS-Hiilsen darstellt.

5.3.1.3 Diffusions-Effizienz

Die Diffusion des 3-Thiazolins 3f durch die PDMS-Membran stellt einen weiteren kritischen
Punkt bei der Verwendung von PDMS-Hilsen dar, der vor der Durchfiihrung des
Eintopf-Prozesses untersucht wurde. Die Anwesenheit eines organischen Losungsmittels
wirkt sich positiv auf die Diffusion des 3-Thiazolins 3f aus, was mit den Ergebnissen von
Uthoff et al. korreliert.[?571 Aus diesem Grund hat die Autorin wassermischbare
Cosolventien, die von der Iminreduktase toleriert werden, zur Erhéhung der Diffusion des
zyklischen Imins 3f in Betracht gezogen. In Kapitel 3.3.4.3 konnte bereits gezeigt werden,
das Methanol und Dimethylsulfoxid geeignete Cosolventien flir die IRED-katalysierte
Reduktion unter Verwendung eines E. coli-Ganzzell-Katalysators darstellen. Um eine
madglichst hohe Diffusionsrate von 3a zu erreichen, ist eine hohe Konzentration des
Cosolvents im duBeren Kompartiment von Vorteil. Um die maximale Konzentration an
Cosolvent zu evaluieren, die vom Ganzzell-Konstrukt zur Reduktion des 3-Thiazolins 3f
toleriert wird, wurden Biotransformationen in Gegenwart unterschiedlicher
Konzentrationen an Methanol bzw. DMSO bei 30 °C fir 18 h durchgefiihrt (Abbildung 5.5).
Hierfir wurde erneut das System verwendet, bei der die IREDO8 und die GDH in einem
Zwei-Plasmid-System in einer Zelle Uberexprimiert vorliegen (siehe Kapitel 4.3.5.4).[218]
In Gegenwart von 10% v/v Methanol konnte allerdings nur ein geringer Umsatz des
3-Thiazolins 3f zum entsprechenden zyklischen Amin 4f von 25% nachgewiesen werden.
Methanol ist demnach als Cosolvent in hohen Konzentrationen nicht geeignet fiir den
vorgesehenen Eintopf-Prozess. Ein guter Umsatz von 83% nach einer Reaktionszeit von
18 h konnte bei einer Cosolventkonzentration von 20% v/v DMSO nachgewiesen werden.
Allerdings fallt der Umsatz bei einer weiteren Erhéhung der DMSO-Konzentration auf
30% v/v drastisch auf 3% ab (Abbildung 5.5). Als Kompromiss zwischen einer hohen
Konzentration an Cosolvent und hohem Umsatz wurde daher eine Konzentration von

20% v/v DMSO fir den Eintopf-Prozess ausgewahlt.
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Abbildung 5.5. Biokatalytischen Reduktion des 3-Thiazolins 3f unter Verwendung eines E. coli-
Ganzzell-Katalysators in Gegenwart unterschiedlicher Konzentrationen Methanol oder
Dimethylsulfoxid

Im nachsten Schritt wurde mit der optimalen Cosolventkonzentration die Diffusion des
3-Thiazolins 3f durch die PDMS-Membran untersucht. Bei Verwendung einer wassrigen
Lésung mit 20% v/v DMSO konnte allerdings nur eine geringe Diffusion von 24% in das
auBere Kompartiment nach 22 h nachgewiesen werden. Daraufhin wurde die Diffusion des
zyklischen Imins 3f mit purem DMSO untersucht und eine gute Diffusion von 60% nach
einer Zeit von 6 h nachgewiesen. Aufgrund der Notwendigkeit zur Durchfiihrung des
Diffusionsschrittes mit reinem DMSO im &duBeren Kompartiment muss die

kompartimentierte Eintopf-Reaktion zudem im sequentiellen Modus durchgefiihrt werden.

Im Rahmen der Experimente zur Untersuchung der Membrangdngigkeit des
3-Thiazolins 3f, konnte auch eine Diffusion von Cyclopentanon und 3-Chlor-3-methyl-2-
butanon, die als Substrate im ersten Schritt der Kaskade dienen (Abbildung 5.3 und
Abbildung 5.4), nachgewiesen werden. Einerseits erfordert dies ebenfalls die Durchflihrung
der Eintopf-Synthese zur Darstellung des 3-Thiazolidins 4f im sequentiellen Modus,
andererseits sollte bereits im Voraus der Einfluss der Edukte des ersten Reaktionsschrittes

auf die biokatalytische Reduktion untersucht werden.
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5.3.1.4  Studien zur biokatalytischen Reduktion

Um den Einfluss der Reaktanden der Degussa-Variante der Asinger-Reaktion auf die
biokatalytische IRED-Reduktion zu untersuchen, wurden Biotransformationen des
3-Thiazolins 3f in Gegenwart unterschiedlicher Konzentrationen (5 bzw. 20 mM) von
Cyclopentanon oder 3-Chlor-3-methyl-2-butanon unter Verwendung des
Ganzzell-Katalysators mit 20% v/v DMSO bei 30 °C fiir 18 h durchgefiihrt (Abbildung 5.6).
Die Biotransformationen verliefen auch in Gegenwart von 5 bzw. 20 mM Cyclopentanon
bzw. 3-Chlor-3-methyl-2-butanon reibungslos mit einem Umsatz von 70% in Gegenwart
von 20 mM Cyclopentanon. In Anwesenheit von 20 mM des a-chlorierten Ketons als Additiv
wurde ebenfalls ein guter Umsatz von 60% bestimmt. Im Vergleich zur biokatalytischen
Reduktion ohne Additive, fliir die ein Umsatz von 83% bestimmt wurde (Abbildung 5.6),
konnte in beiden Fillen ein leichter Abfall im Umsatz nachgewiesen werden. Uber eine
Verldngerung der Reaktionszeit oder eine Erhéhung der Biokatalysatorbeladung kénnte

diesem Abfall im Umsatz in dem Eintopf-Prozess entgegengewirkt werden.
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Abbildung 5.6. Biotransformationen des 3-Thiazolins 3f in Gegenwart unterschiedlicher
Konzentrationen von Cyclopentanon bzw. 3-Chlor-3-methyl-2-butanon
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5.3.1.5 Kompartimentierte Eintopf-Synthese

Mit den optimierten Einzelreaktionen zur Eintopf-Synthese von (S)-2,2,3-Trimethyl-1-thia-
4-azaspiro[4.4]nonan ((S)-4f) wurde im nachsten Schritt der anvisionierte Prozess
durchgefihrt (Abbildung 5.7). Aufgrund der Notwendigkeit der Verwendung von reinem
DMSO im Diffusionsschritt sowie der Membrangangigkeit von Cyclopentanon und des
a-chlorierten Ketons als Edukte der Asinger-Reaktion wurde die Kaskadenreaktion
sequentiell durchgefihrt. Zunachst erfolgte die Variante der Asinger-Reaktion innerhalb
der PDMS-Hilse fir 18 h bei Raumtemperatur. AnschlieBend wurde das auBere
Kompartiment mit DMSO aufgeflllt, um die Diffusion des 3-Thiazolins 3f in das zweite
Reaktionsmedium zu ermdglichen. Nach 6 h wurden Puffer, D-Glucose, NADP* und der
lyophilisierte Ganzzell-Katalysator in das duBere Medium gegeben, sodass die DMSO
Konzentration auf 20% v/v reduziert wurde. Die Biotransformation wurde daraufhin fir
24 h bei 30 °C durchgefiihrt. Das gewilinschte 3-Thiazolidin (S)-4f wurde mit einem
Gesamtumsatz von 13% und einem exzellenten Enantiomerentberschuss von 99% ee
zugunsten des (S)-Enantiomers gebildet und wurde mit einer Ausbeute von 12% und einer
Reinheit von 97% (bestimmt durch 'H-NMR-Spektroskopie) isoliert (Abbildung 5.7).
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cl pH ~ 12 S)@ S oH=T\ >Q)Q
NaSH NADPH NADP*

3f (S)-4f
nicht isoliert > 99% Umsatz (Biokat.)
13% Gesamtumsatz
PDMS-Hiilse 12% isolierte Ausbeute
99% ee
pH~12 | pH=7
NH; —NH
0 S
A?: § OZO S)Q
NaSH
< (S)-af
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Synthese NADP*
IRED, GDH
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-
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3f KP; pH 7 3f
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Abbildung 5.7. Eintopf-Prozess zur Synthese von (S)-4f unter Kompartimentierung der
Einzelreaktionen mit PDMS-Hiilsen

Obwohl der Gesamtumsatz mit 13% relativ gering ist, korreliert dieser sehr gut mit dem
erwarteten Gesamtumsatz, der aus den Umsatzen der einzelnen Reaktionen berechnet
werden kann. Nach Extraktion des dauBeren Kompartiments des Eintopf-Prozesses konnte
ein vollstandiger Umsatz der biokatalytischen Reduktion nachgewiesen werden.
Dementsprechend stellt die Biotransformation in dieser Kaskade keinen limitierenden
Schritt dar, welches erneut den Wert der etablierten biokatalytischen

Reduktionstechnologie unterstreicht. Der erwartete Umsatz aus den ersten beiden
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Reaktionsschritten unter Bericksichtigung eines Umsatzes von 25% in der
Asinger-Reaktion und einer Diffusion des 3-Thiazolins von 60% in das auBere
Reaktionsmedium betragt 15% und weicht somit nur um 2% vom beobachteten
Gesamtumsatz ab. Neben der Degussa-Variante der Asinger-Reaktion stellt die Diffusion
des 3-Thiazolins 3f durch die PDMS-Membran eine weitere starke Limitierung in diesem
Prozess dar. Durch eine sequentielle Reaktionsfitlhrung, die ebenfalls untersucht wurde,
koénnte dieser limitierende Schritt vermieden werden. Diese Eintopf-Synthese stellt nach
bestem Wissen der Autorin den ersten Proof of Concept der Kombination einer
Heterozyklenbildung Uber eine klassisch-chemische Multikomponentenreaktion unter stark
basischen Bedingungen mit einer biokatalytischen Transformation dar. Die Kaskade
ermdoglicht auBerdem die Darstellung eines enantiomerenreinen spiro-zyklischen Amins

ausgehend von /ow cost Edukten in einer Eintopf-Synthese.

Die Ergebnisse dieses Teilkapitels zur Verknlipfung von Heterozyklenchemie und
Biokatalyse zur Darstellung des 3-Thiazolidins (S)-4f in einem Eintopf-Prozess unter
Kompartimentierung mit PDMS-Hulsen wurden als Artikel im Journal Bioengineering
ver¢ffentlicht: N. Zumbragel, H. Gréger, Bioengineering 2018, 5, 60 (DOI:
10.3390/bioengineering5030060).[260]

5.3.2 Sequentielle Eintopf-Synthese zur Darstellung des
3-Thiazolidins 4f

5.3.2.1 Sequentieller Reaktionsansatz

Nach der Etablierung des ersten Eintopf-Prozesses zur Darstellung von 3-Thiazolidinen 4
durch Kompartimentierung der Einzelreaktionen im sequentiellen Modus wurde ein
optimierter Eintopf-Prozess unter Verwendung eines weiteren Reaktionskonzepts realisiert.
Die Limitierungen des ersten Konzepts bestanden im geringen Umsatz der Variante der
Asinger-Reaktion innerhalb der PDMS-Hilse und der unvollstandigen Diffusion des
3-Thiazolins 3f. Darlber hinaus war die Etablierung eines leicht zu handhabenden
Prozesses, der ebenfalls im groBen MaBstab anwendbar und durchfihrbar ist, von groBem
Interesse. Mit diesem Ziel wurde ein sequentieller Eintopf-Prozess ohne raumliche
Trennung der Einzelreaktion in Betracht gezogen. Ebenfalls beispielhaft an der Synthese
von (5)-2,2,3-Trimethyl-1-thia-4-azaspiro[4.4]nonan ((S)-4f), sollte hierbei zunachst die
Synthese des 3-Thiazolins 3f U(ber die Multikomponentenreaktion erfolgen. Nach
Anpassung des pH-Wertes sollte daraufhin die Biotransformation durchgefiihrt werden
(Abbildung 5.8). Zur Etablierung des sequentiellen Eintopf-Prozesses wurden im ersten
Schritt ebenfalls die einzelnen Reaktionsschritte unabhangig vom pH-Wert im Detail

untersucht.
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Abbildung 5.8. Konzept der sequentiellen Eintopf-Synthese zur Darstellung von (S)-4f

5.3.2.2  Studien zur Degussa-Variante der Asinger-Reaktion im Kolben

Die Variante der Asinger-Reaktion wurde in der Regel unter Verdinnung in Dichlormethan
durchgefiihrt.[17?] Da Dichlormethan nicht kompatibel mit Biokatalysatoren ist, wurde die
Multikomponentenreaktion als Teil der bereits etablierten Eintopf-Synthese in Abwesenheit
von Dichlormethan durchgefihrt. Ein weiterer Punkt, der in diesem Reaktionsschritt zu
berlcksichtigen war, ist das Zwei-Phasen-System aus wassriger und organischer Phase.
Die Durchmischung der Phasen hatte einen bedeutenden Einfluss auf den Reaktionsverlauf
und damit den Umsatz der Reaktion, insbesondere in kleinen MaBstdben. Bereits im
Rahmen der Etablierung des ersten Eintopf-Prozesses konnte gezeigt werden, dass DMSO
auch in verhaltnismaBig hohen Konzentrationen ein geeignetes Cosolvent fir die
biokatalytische Umsetzung ist (Kapitel 5.3.1.3).[2601 Daher wurde die Degussa-Variante der
Asinger Reaktion flr die Etablierung des sequentiellen Prozesses im 4.5 mmol Maf3stab in
einem Kolben unter schrittweise Zugabe des a-chlorierten Ketons bei einer Temperatur
zwischen 0-10 °C im Kolben durchgeflihrt. Zudem wurde 3-Chlor-3-methyl-2-butanon vor
der Zugabe mit DMSO verdinnt, um eine finale Gesamtkonzentration von 10% v/v DMSO

im Reaktionsansatz zu erhalten (Schema 5.8).

o NH; O .
. Asinger-Synthese ﬁ:N
Asinger-Synthese
ci é DMSO (10% viv) )@
18 h s
NaSH

4.5 mmol 3f
33% Umsatz

Schema 5.8. Variante der Asinger-Reaktion im 4.5 mmol MaBstab

Allerdings konnte auch unter diesen Bedingungen nur ein moderater Umsatz von 33% zum
gewlinschten 3-Thiazolin 3f nachgewiesen werden. Im Vergleich zum Umsatz der

Multikomponentenreaktion innerhalb der PDMS-Hllse, welche 25% betrug (siehe
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Kapitel 5.3.1.2),[2%0] wurde somit eine Verbesserung in diesem Reaktionsschritt erreicht.
Da die Edukte der Multikomponentenreaktion zudem kostenglinstig und kommerziell
erhaltlich sind, ist ein moderater Umsatz am ehesten in diesem Schritt des Prozesses
akzeptabel.

5.3.2.3  Studien zur biokatalytischen IRED-Reduktion in Gegenwart der
Edukte der Asinger-Synthese

Zur Durchfiihrung des Eintopf-Prozesses im sequentiellen Modus wurde im nachsten Schritt
die Kompatibilitat der biokatalytischen IRED-Reduktion des zyklischen Imins 3f mit den
Edukten der Degussa-Variante der Asinger-Reaktion bei einer Cosolventkonzentration von
10% v/v DMSO untersucht. Hierzu wurden Biotransformationen bei einer Konzentration
des zyklischen Imins 3f von 20 mM in Gegenwart derselben Konzentrationen von
Cyclopentanon, 3-Chlor-3-methyl-2-butanon bzw. Natriumhydrogensulfid-Monohydrat fur
18 h bei 30 °C durchgefihrt (Abbildung 5.9). Es wurde wiederum der Ganzzell-Katalysator
verwendet, bei der die IREDO8 und die GDH in einem Zwei-Plasmid-System in einer Zelle

Uberexprimiert vorliegen (siehe Kapitel 4.3.5.4).[218]
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Abbildung 5.9. Biotransformationen des 3-Thiazolins 3f in Gegenwart von 20 mM Cyclopentanon,
3-Chlor-3-methyl-2-butanon oder Natriumhydrogensulfid-Monohydrat
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Die IRED-katalysierte Reduktion in Gegenwart von Cyclopentanon und des a-chlorierten
Ketons verlauft analog zur Kontrollreaktion ohne die Edukte der Multikomponentenreaktion
mit jeweils quantitativem Umsatz (Abbildung 5.9). Die Umsatze im biokatalytischen Schritt
unter Verwendung von 10% v/v DMSO konnten somit im Vergleich zur Verwendung von
20% v/v DMSO bei der kompartimentierten Eintopf-Synthese verbessert werden (siehe
Kapitel 5.3.1.4).02601  AuBerdem wurde auch in Gegenwart von 20 mM
Natriumhydrogensulfid-Monohydrat ein hoher Umsatz von 88% zugunsten des zyklischen
Amins (S)-4f beobachtet (Abbildung 5.9). Dieser geringe Abfall im Umsatz im Vergleich
zum quantitativen Umsatz der Kontrolle (Abbildung 5.9, linke Sadule) kénnte in der
sequentiellen Kaskadenreaktion beispielsweise durch eine verldngerte Reaktionszeit

ausgeglichen werden.

5.3.2.4 Sequentielle Eintopf-Synthese

Aufgrund der vielversprechenden Ergebnisse zur biokatalytischen Reduktion des
3-Thiazolins 3f in Gegenwart der Edukte der Multikomponentenreaktion wurde daraufhin
der sequentielle Eintopf-Prozess zur Darstellung von 4f im 4.5 mmol MaBstab durchgefiihrt
(Abbildung 5.10). Im ersten Schritt erfolgte die Variante der Asinger-Reaktion, wobei die
schrittweise Addition von 3-Chlor-3-methyl-2-butanon unter Konstanthaltung der
Reaktionstemperatur zwischen 0-10 °C und Verdinnung mit DMSO zum Erreichen einer
finalen Cosolventkonzentration von 10% v/v DMSO durchgefiihrt wurde. Nach Zugabe des
a-chlorierten Ketons wurde die Reaktionslésung fiir 18 h bei Raumtemperatur gerihrt und
daraufhin wurden Puffer, b-Glucose, NADP*, E. coli-Ganzzell-Katalysator und DMSO (um
eine Gesamtkonzentration von 10% v/v DMSO zu erhalten) zugegeben und die Mischung
fir 24 h bei 30 °C gerihrt. Die maximale Konzentration des 3-Thiazolins 3f im
biokatalytischen Schritt betrug damit 90 mM bei einem Volumen von 50 mL
(Abbildung 5.10). Die Kaskadenreaktion verlief mit einem Gesamtumsatz von 26%
zugunsten des zyklischen Amins 4f und exzellenter Enantioselektivitat von 99% ee
zugunsten des (S)-Enantiomers. Nach Aufarbeitung konnte das Produkt (S)-4f zudem mit
einer Ausbeute von 26% und einer Reinheit von 97% (bestimmt durch
'H-NMR-Spektroskopie) isoliert werden (Abbildung 5.10). Per GC-Analyse der organischen
Phase nach der Extraktion des Reaktionsgemisches mit Dichlormethan konnte zudem ein
quantitativer Umsatz des 3-Thiazolins 3f zum zyklischen Amin (S)-4f nachgewiesen
werden, was erneut den Wert der von der Autorin etablierten biokatalytischen Technologie

unterstreicht.
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Abbildung 5.10. Sequentielle Eintopf-Synthese zur Darstellung von (S)-4f

In diesem Eintopf-Prozess stellt somit die Degussa-Variante der Asinger-Synthese den
einzigen limitierenden Schritt dar. Da in diesem Schritt einfache, kostenglinstige und
kommerziell verfligbare Edukte verwendet wurden, ist im Rahmen der Kaskade am ehesten
in diesem Schritt ein moderater Umsatz akzeptabel. Der erwartete Gesamtumsatz dieses
Prozesses, der aus den Umsatzen der einzelnen Reaktion kalkuliert werden kann, wird nur
durch den Umsatz von 33% der Degussa-Variante der Asinger-Reaktion (siehe
Kapitel 5.3.2.2) limitiert, sodass der berechnete Gesamtumsatz ebenfalls 33% betragt.
Entsprechend korreliert der beobachtete Gesamtumsatz von 26% sehr gut mit dem
erwarteten Umsatz. Der Prozess stellt somit einen Proof of Concept einer sequentiellen
Eintopf-Synthese =zur Darstellung von 3-Thiazolidinen 4 ohne Notwendigkeit zur
Kompartimentierung der Einzelreaktionen dar. AuBerdem konnte im zweiten Prozess der
Gesamtumsatz von 13% der kompartimentierten Eintopf-Synthese, bei dem mit der
Variante der Asinger-Reaktion und der Diffusion zwei limitierende Schritte vorlagen, 260
auf 26% erhéht werden und somit der Gesamtumsatz verdoppelt werden. Die Darstellung
des 3-Thiazolidins (S)-4f in einer Eintopf-Synthese konnte also Uber die sequentielle

Durchflihrung des Prozesses optimiert werden.

Die Ergebnisse zur Eintopf-Synthese von 3-Thiazolidinen 4 {ber die sequentielle
Durchfihrung einer Variante der Asinger-Reaktion wund einer biokatalytischen

IRED-Reduktion stellt nach bestem Wissen der Autorin die erste Eintopf-Synthese zur
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Darstellung von 3-Thiazolidinen 4 ohne Kompartimentierung der Einzelreaktion dar und
wurde als Manuskript im Journal of Biotechnology zur Veroéffentlichung eingereicht:

N. Zumbragel, H. Grbger, J. Biotechnol. zur Veroéffentlichung eingereicht.

5.4 Ausblick

Im Rahmen dieses Teilprojektes zur Verknlipfung von Heterozyklenchemie und Biokatalyse
in Eintopf-Synthesen konnten zwei Kaskaden zur Darstellung von 3-Thiazolidinen 4 am
Beispiel der Synthese von (S)-2,2,3-Trimethyl-1-thia-4-azaspiro[4.4]nonan ((S)-4f)
erfolgreich realisiert werden. Beide Prozesse stellen zum jetzigen Zeitpunkt jeweils einen
Proof of Concept dar und bedirfen weiterer Optimierung zur Etablierung eines robusten
Prozesses, der industriell interessant ist. Fir ein Upscaling ist insbesondere die sequentielle
Prozessfihrung ohne Kompartimentierung von Interesse. Eine groBe Limitierung der
Anwendbarkeit des Prozesses ist bisher der geringe Umsatz der Asinger-Reaktion. Der
Umsatz der Degussa-Variante der Asinger-Reaktion ist stark von dem ReaktionsmaBstab
und von den Substituenten der a-chlorierten Verbindung sowie der Oxokomponente
abhangig, sodass die gewahlte Verbindung kein optimales Beispiel ist. Insbesondere mit
a-chlorierten Aldehyden sind hohere Umsatze leicht realisierbar, welche allerdings zu nicht
chiralen Produkten geflihrt hatte. Um die Robustheit der biokatalytischen Technologie
aufzuzeigen, welche die erste hoch enantioselektive Reduktion der 3-Thiazoline 3
ermdglicht, bevorzugte die Autorin den Prozess anhand der Synthese eines chiralen

3-Thiazolidins 4 zu realisieren.



Biokatalytische Reduktion von Iminen mit zusatzlichen Stickstoffatomen 105

6. BIOKATALYTISCHE REDUKTION VON IMINEN MIT

ZUSATZLICHEN STICKSTOFFATOMEN

6.1 Stand der Wissenschaft

6.1.1 Bedeutung des Hydrazin-Strukturmotivs

Hydrazine und Hydrazin-Derivate wie Pyrazolidine sind bedeutende Strukturmotive, die
aufgrund einer Vielzahl von Anwendungen in der medizinischen Chemie von
herausragender Bedeutung sind. Einige ausgewahlte Beispiele hierflir sind in Abbildung 6.1
dargestellt.[261] Das Pyrazolidinon LY288513 ist zum Beispiel ein praklinischer Kandidat zur
Inhibition des Cholecystokinin (CCK) Rezeptors,[262:263] der unter anderem Auswirkungen
auf das Schmerzempfinden, das Sattigungsgefihl und das Angstgefiihl hat.[264
Pyrazolidin-Aminosdurederivate zeigen zudem einen inhibitorischen Effekt auf die
Dipeptylpeptidase IV[26>266] ynd haben somit potentielle Anwendung in der Behandlung des
Typ 2 Diabetes mellitus.[?67] AuBerdem eignen Pyrazolidine sich als Antiepileptikal2%8] oder
als antibiotische bzw. antimykotische Agenzien.[?%°] Die Manzacidine A, B und C sind
nattirlich vorkommende Alkoloide, die 1991 erstmals isoliert wurden(2791 und
pharmazeutische Aktivitaten aufweisen!?7tl, Die chemische Synthese von Manzacidin C, die
von Tran et al. etabliert wurde, verlauft Uber das in Abbildung 6.1 dargestellte
Pyrazolidin.[2721 Azaprolin-Analoga, die einen Pyrazolidinrest enthalten, zeigen eine hohere
Resistenz gegeniuber proteolytischer Spaltung und finden daher Anwendung als

Enzyminhibitoren bzw. Rezeptorantagonisten.[273-276]

o 0
N | Ph (0]
NH ! NO,
| H 0 N, O (0]
Phi v R Q Oy LN% N
Ph 70( \©\ \/YL . HN@ /\*o
Br N O2N
NH,
LY288513 Inhibitor der Dipeptylpeptidase IV Antiepileptikum Antibiotikum und Antimykotikum
praklinischer Kandidat (DPP 1V)
zur Inhibition des
CCK-Rezeptors
7
[0} ~__N O O
s [\ NHz rRo—<4 H-oR
HN-N \ N,N NH N—N
IPrOZCM o 0 W %OR
\ o -Cl o
OTBDPS (o}
Vorlaufer fur Manzacidin C Azaprolin-Derivat D-(+)-JB-516 Vorlaufer des PDE9 Inhibitors
Ligand fir FKBP12 Inhibitor Monoamin-Oxidase

Abbildung 6.1. Ausgewdahlte Amine mit pharmazeutischer Aktivitat, die ein Hydrazin als
Strukturmotiv enthalten(261.277,278]
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Hydrazine als azyklische Analoga der Pyrazolidine stellen ebenfalls bedeutende
Strukturmotive dar. D-(+)-]JB-516 eignet sich beispielsweise als Inhibitor der
Monoaminoxidase im Mausegehirnt?’8l und ein weiteres azyklisches Hydrazin stellt einen
Vorlaufer eines PDE9 Inhibitors dar (Abbildung 6.1).[2771 Aufgrund der herausragenden
Bedeutung des Hydrazin-Strukturmotivs stellt die Synthese von Pyrazolidinen bzw.

Hydrazinen ein aktuelles Forschungsgebiet dar.

6.1.2 Chemische Methoden zur Darstellung von Pyrazolidinen

Klassische Methoden zur Darstellung von Pyrazolidinen umfassen insbesondere eine
Vielzahl von Cycloadditionsreaktionen.[?6'] Die Synthese dieser Verbindungen durch
[3+2]-Cyloadditionsreaktionen mit Hydrazonen und Olefinen wurde vor allem unter stark
saurenl279-283]1 oder thermischen!?84-28%1 Reaktionsbedingungen beschrieben. Kobayashi et
al. berichteten 2002 die erste intramolekulare, enantioselektive
[3+2]-Cyloadditionsreaktion. Unter Verwendung eines Zirkonium/BINOL-Komplexes
gelang es den Autoren eine Vielzahl von Pyrazolidinen mit trans-Selektivitat und in einigen

Fallen hoher Enantioselektivitat darzustellen (Schema 6.1).[290]

y1

Y2
O
ed
3 R4 Y2 Y1
R sR* HH

R
xﬁ Zr(OPr), N‘N(p-NO 82)
K/L \ [T veno,
‘ - R
1

RN NH(p-NO,B2) AR
38-99% Ausbeute
R'-R*=H, Me, -SCH,CH,S- 72-99% ee
X =-CHy-, O
Yy2=H Br, |

Schema 6.1. Intramolekulare, enantioselektive [3+2]-Cyloadditionsreaktion zur Darstellung von
Pyrazolidinaduktent290]

Shirakawa et al. entwickelten eine hoch enantioselektive [3+2]-Cyloadditionsreaktion
unter Einsatz einer chiralen Silicium-basierten Lewis-Sdure, die in groBen Ansatzen aus
dem (S,S) bzw. (R,R) Pseudoephedrin und Phenyltrichlorsilan dargestellt werden kann. Mit
dieser Methode wurden eine Vielzahl aliphatischer, aromatischer und heteroaromatischer
Benzoylhydrazone mit tert-Butylvinylethern zur Darstellung von Pyrazolidinen in guten
Ausbeuten und exzellenten Diastereo- bzw. Enantioselektivitdten verwendet
(Schema 6.2).[2°1]
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_NHBz Bz
N

(1.5 Aq.)

“Soteu * ] N
R Toluol, 23 °C, 24 h R’K)"’Ot-Bu
(3.0 Aq.)
66-85% Ausbeute
> 95:5 dr

90-98% ee

Schema 6.2. Synthese von Pyrazolidinen unter Einsatz einer Silizium-basierten Lewis-Saure in
einer [3+2]-Cycloadditionsreaktion[291]

AuBerdem konnten Shirakawa et al. Pyrazolidine mit drei Stereozentren Uber die

Verwendung von B-substituierten Enolethern darstellen.[2°1]

Organokatalytisch kénnen Pyrazolidine zudem unter Einsatz von Brgnsted-Sauren
dargestellt werden.[?°2] 2012 entwickelte die Arbeitsgruppe um Rueping eine
asymmetrische Brgnsted-Saure-katalysierte [3+2]-Cycloaddition von N-Acylhydrazonen
und Alkenen zur Darstellung von Pyrazolidinen. Als Katalysator verwendeten die Autoren
BINOL-basierte N-Triflylphosphoramide, da diese eine erhdohte Aziditdt als die
entsprechenden Phosphorsauren aufweisen. Mit dieser Methode gelang es der
Arbeitsgruppe Alkyl-, Aryl- und Alkenyl-substituierte Hydrazone mit einer Vielzahl von
Alkenen, die von Alkyl-, Aryl- und Heteroaryl-substituierten Styrolen abgeleitet sind, in
moderaten bis hohen Ausbeuten sowie guter Diastereo- und Enantioselektivitat

umzusetzen (Schema 6.3).[293]

Cox
O0._.0

o
“ X NO,
H 2 X= 2,4,6-(iPr)3CgHy o
N . WAr (5-10 mol%) .

N N

J Chloroform / Dichlorethan HN" aAr
o
R 18 h )j

R

R = Alkyl, Alkenyl, Aryl 51-99% Ausbeute

80-98% ee

Schema 6.3. Asymmetrische Brgnsted-Saure-katalysierte [3+2]-Cycloaddition zur Darstellung von
Pyrazolidinen(293]

Eine weitere bedeutende Methode zur Darstellung einer Vielzahl komplexer, flinfgliedriger
Heterozyklen ist die 1,3-dipolare Cycloaddition.[2°4:295] Mit Azomethin-Iminen kdénnen durch
1,3-dipolare Cycloadditionen hochfunktionalisierte Heterozyklen erhalten werden, welche
Pyrazolidine enthalten und von der Arbeitsgruppe um Oppolzer in den 70er-Jahren erstmals
beschrieben wurden.[2°6:2°7] Da diese Methode zur Bildung von Pyrazolidonen flihrt,[298-300]

wird diese hier nicht weiter ausgefihrt.

Dariber hinaus eignen sich Tandemreaktionen zur Synthese von Pyrazolidinen.
Beispielsweise entwickelte die Arbeitsgruppe um Vicario eine Reaktionssequenz aus einer

aza-Michael/Hemiaminal-Bildung, um ausgehend von N,N-disubstituierten Hydrazinen und
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a,B-ungesattigten Aldehyden Pyrazolidin-3-ole darzustellen. Fir eine erfolgreiche
Umsetzung werden hierbei elektronenziehende Substituenten am Hydrazin benétigt,
wohingegen eine Vielzahl von substituierten Aldehyden eingesetzt werden kann

(Schema 6.4).0301]

Ar
N Ar

H OTMs
Ar = 3,5-(CF3),CoHs
o] Boc (10 mol%) OH
! . HI\‘I/ Benzoesé&ure (25 mol%) :kN/Boc
| HN- s Toluol, RT AN
R R Ns
21-99% Ausbeut

(R = Alkyl, Alkenyl, CO,Et, CH(OMe), ] 21997 Ausbeute

85-99% ee
Schema 6.4. Darstellung von Pyrazolidon-3-olen in einer Tandemreaktion(301]

Den Arbeitsgruppen um Wang und Coérdova gelang es diese Methode auch auf

Aryl-substituierte a,B-ungesattigte Aldehyde zu Ubertragen.[302.303]

Als weiteres Beispiel zur Darstellung von Pyrazolidinen ist die Kupfer- und
Palladium-katalysierte asymmetrische Drei-Komponenten-Reaktion, die von Ma et al.
entwickelt wurde, zu nennen. In diesem Eintopf-Prozess findet eine Aminierung des
2-(2',3'-Dienyl)-B-ketoesters mit Azodicarbonsdurediethylester statt, die mit hohen

Ausbeuten, allerdings mit eingeschrankter Diastereoselektivitat verlauft (Schema 6.5).1304]

ausgewahltes Beispiel

1) 07><To
N
Ph P

4 //Ph Ph
Ph =
0 _CO,Bn Cu(OTf), N,Bn NIBn
Dichlormethan, 0 °C, 3 h \ \
+ PR+ N~ * N~
CO.Et “CO,Bn 2) KoCO3, Pd(PPhg), Bn 7 Bn
2 1,4-Dioxan, 100 °C, 4 h CO,Et CO,Et
(0] (6]
(3R, 5R) (3R, 55)
98% ee 98% ee

85% Ausbeute
33:67 dr (R,R)/(R,S)

Schema 6.5. Kupfer- und Palladium-katalysierte asymmetrische Drei-Komponenten-Reaktion zur
Darstellung von Pyrazolidinen[304]

In weiterfiUhrenden Arbeiten gelang es der Arbeitsgruppe um Ma die Diastereoselektivitat
der Reaktion Uber eine zweifache asymmetrische Induktionsmethodel3°3] zu
verbessern.[3%8] Allerdings stellte sich heraus, dass die Enantiomerenreinheit des Produktes
von der chiralen Information des eingesetzten Eduktes abhangig war. Aufgrund dessen
entwickelte die Arbeitsgruppe eine enantioselektive Palladium-katalysierte Reaktion
ausgehend von racemischen Hydrazinen.!3%71 AuBerdem entwickelte die Arbeitsgruppe um
Toste einen chiralen Biarylphosphingold(I)-Komplex fiir die enantioselektive

Hydroaminierung von Allenen mit Hydrazinen.[308]
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Neben den bereits vorgestellten Routen zur Synthese von Pyrazolidinen, eignen sich
auBerdem  Hetero-Diels-Alder Reaktionen,[39°1  Annellierungsreaktionen  zwischen
Hydrazonen und Cyclopropanen(3'% und Carboaminierungsreaktionen(3!tl zur Darstellung

von Pyrazolidinen.

Eine sehr elegante Syntheseroute zur Darstellung von Pyrazolidinen ist die Reduktion der
entsprechenden ungesattigten 2-Pyrazoline, welche Uber die Addition von Hydrazinen an
a,B-ungesattigte Aldehyde bzw. Ketone, die Addition von Estern mit Allen-Struktur und
Azodicarbonsduredialkylester, sowie die Hydrohydrazinierung (Addition von Hydrazin an
Alkine) dargestellt werden konnen.[312-316] Kirzlich publizierten Lellek et al. eine
Eintopf-Kondensationsreaktion zur Darstellung von 2-Pyrazolinen ausgehend von einem
Keton, einem Aldehyd und Hydrazin-Monohydrochlorid, die von den Autoren noch mit einer

Oxidation zum Pyrazol in einem Topf verknlpft wurde (Schema 6.6).[317]

fo) N—NH + HCI Oxidat N—NH
(0] / xidation I
RA% + Q +  NH;NH, « HCI m R"%)\R —_— R*/%/KR
e
R?2 R 5-60 °C R? R?
ausgewahlte Beispiele

N—NH N—NH

x L NA o e
!
=

X=H 92% Ausbeute 63% Ausbeute
X =p-Br 91% Ausbeute
X = p-Me 76% Ausbeute
X =p-Cl 65% Ausbeute

Schema 6.6. Eintopf Kondensationsreaktion zur Darstellung von 2-Pyrazolinen und anschlieBende
Oxidation zu den entsprechenden Pyrazolen[317]

Etablierte Methoden zur Reduktion von 2-Pyrazolinen zu den entsprechenden Pyrazolidinen
umfassen dem Einsatz von Lithiumtriethylborhydrid, welche mit moderaten bis guten
Ausbeuten verbunden ist.[316:318]  AuBerdem ist die Verwendung von
Natriumcyanoborhydrid zur Reduktion von 2-Pyrazolinen beschrieben,[31°1 die
insbesondere aufgrund der mdglichen Entstehung von Blausdure im sauren Milieu
bedenklich ist. Eine etablierte Reduktionsmethode der azyklischen Analoga, der Hydrazone,
zur Darstellung von offenkettigen Hydrazinen weist Uber die Bildung der BH2CN-Addukte
unter Verwendung von Natriumcyanoborhydrid ebenfalls Nachteile auf.[3201 AuBerdem
stellen Borhydride aus 6konomischer Sicht nur bedingt ein attraktives Reduktionsmittel dar
und die Etablierung einer hoch enantioselektiven Reduktionsmethode ausgehend von

prochiralen 2-Pyrazolinen bzw. Hydrazonen stellt bis heute eine Herausforderung dar.
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6.2 Motivation und Zielsetzung

Aufgrund der herausragenden Bedeutung des Hydrazin-Strukturmotivs stellt die
Entwicklung neuartiger Routen zur Darstellung dieser Verbindungen ein interessantes
Forschungsgebiet dar. Die Reduktion der ungesattigten Verbindungen, der 2-Pyrazoline
und Hydrazone, stellt eine sehr elegante Methode zur Synthese von Pyrazolidinen und
Hydrazinen dar. Allerdings weisen etablierte Reduktionsmethoden Nachteile auf, sodass
insbesondere die Etablierung einer enantioselektiven und nachhaltigen
Reduktionsmethode, welche die Nachteile der etablierten Methoden vermeidet, von

groBem Interesse ist (Abbildung 6.2).

Ausgehend von der erfolgreichen Nutzung von Iminreduktasen zur Reduktion zyklischer
und azyklischer Iminel!18121,124,125,129,150] (gjehe auch Kapitel 3.1.4), der erfolgreichen
Prozessentwicklung (siehe Kapitel 3)'46] und der erfolgreichen Etablierung der Reduktion
schwefel- sowie sauerstoffhaltiger zyklischer Imine (siehe Kapitel 4),[218225] gollten erste
Experimente durchgefihrt werden, um die Eignung von IREDs zur Reduktion von

Substraten mit Hydrazin-Strukturmotiv zu evaluieren (Abbildung 6.2).

Etablierte Reduktionsmethoden:

bedenkliche Reagenzien
moderate bis gute Ausbeuten

keine enantioselektiven Methoden

. \ o NHe HN—NH
J\* bzw. R3’S)\R5
R' “R? R / R’ 11R2 R
10

IRED

J

NADPH NADP*

DM
G D-Gluconolacton

Etablierung eines
biokatalytischen Ansatzes

D-Glucose

Abbildung 6.2. Limitierungen etablierter Reduktionsmethoden zur Darstellung von Pyrazolinen
und Hydrazinen und Zielsetzung des Kapitels

Da Hydrazone 10 sehr einfach Uber eine Kondensationreaktion von Ketonen bzw.
Aldehyden mit Hydrazin-Monohydrat zugdnglich sind, sollen im Rahmen dieses Kapitels der
vorliegenden Dissertation beispielhaft erste Experimente zur IRED-katalysierten Reduktion

der azyklischen Hydrazone 10 durchgefiihrt werden.

Hierzu sollen zunachst beispielhaft Hydrazone 10 synthetisiert und die Stabilitat der
Hydrazone 10 im wassrigen Medium untersucht werden. Mittels Reduktion wurden
auBerdem Versuche zur Darstellung der entsprechenden racemischen Hydrazine 11 als
Referenzverbindungen unternommen. Im nachsten Schritt sollen nach der Etablierung

einer Analytik initiale Experimente zur Untersuchung der biokatalytischen Reduktion der
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Hydrazone 10 erfolgen. Analog zu den Arbeiten zur Reduktion der S- und O-haltigen
zyklischen Imine soll zundchst ein pH-Shift-Assay zur Identifizierung geeigneter
Iminreduktasen sowie die Bestimmung der spektrophotometrischen Enzymaktivitat
durchgefihrt werden. Daraufhin sollten initiale Biotransformation durchgefiihrt werden,

um die Eignung der IREDs zur Reduktion von Hydrazonen zu untersuchen (Abbildung 6.3).

Substratsynthesen

I

Versuche zur Synthese der
racemischen
Referenzverbindungen

ﬁ

Untersuchungen zur Stabilitat
der Hydrazone im Wassrigen

l

Analytik

ﬁ

Untersuchungen zur

biokatalytischen Reduktion
von Hydrazonen 10

Abbildung 6.3. Ubersicht des Projektes zur biokatalytischen Reduktion von Iminen mit
zusatzlichen Stickstoffatomen
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6.3 Ergebnisse und Diskussion

6.3.1 Synthese von Hydrazonen 10

Zur Untersuchung der biokatalytischen Reduktion von Hydrazonen 10 unter Einsatz von
Iminreduktasen wurden zunachst beispielhaft zwei Hydrazone Uber
Kondensationsreaktionen synthetisiert. Die Synthese des Hydrazons 10a erfolgte
ausgehend von meta-Chloracetophenon nach einer Vorschrift von Poh et al.[32!1 Das
Hydrazon 10a wurde in einer exzellenten isolierten Ausbeute von 96% erhalten
(Schema 6.7A). Die Darstellung des 1-Indanonhydrazons 10b erfolgte nach einer
adaptierten Vorschrift von Wu et al.[3221 ebenfalls in einer Kondensationsreaktion unter
Saurekatalyse mit Essigsaure ausgehend von 1-Indanon. Das Hydrazon 10b wurde mit

einer guten Ausbeute von 89% isoliert (Schema 6.7B).

A
o N,NH2
cl NoH4H,O cl |
MeOH, 3.5 h, Reflux
10a
96% Ausbeute
B NoHgeH,0, N-NH;

(0]
AcOH 1
Toluol, 16 h, CS
Reflux, Argon

10b
89% Ausbeute

Schema 6.7. Synthese der Hydrazone 10a und 10b

6.3.2 Synthese der Referenzverbindungen

Im nachsten Schritt wurde die Darstellung der racemischen Hydrazine 11, die als
Referenzverbindungen flr die Etablierung einer geeigneten Analytik bendtigt wurden,
untersucht. Die Verwendung von Natriumcyanoborhydrid zur Darstellung der Hydrazine 11
ausgehend von den Hydrazonen 10 kam aufgrund der literaturbeschriebenen Bildung der
BH2CN-Addukte nicht in Frage.[3?9) Daher wurde die Synthese der racemischen
Hydrazine 11 anhand einer abgewandelten Vorschrift von Kawase et al. zur Reduktion von
Oximen untersucht.[323] Die Reduktionsversuche erfolgten hierbei sdurekatalysiert unter
Verwendung von Boran-Trimethylamin Komplex. Allerdings wurden anhand dieser Methode
nicht die gewiinschten Hydrazine 11, sondern die entsprechenden Alkohole erhalten. Uber
Sadurekatalyse erfolgte zunachst die Hydrolyse der Hydrazone zu den entsprechenden
Ketonen, welche unter den Reaktionsbedingungen daraufhin zu den entsprechenden
Alkoholen reduziert wurden (Schema 6.8). Die entsprechenden Hydrazine 11a-b konnten
Uber diese Reduktionsmethode somit nicht erfolgreich isoliert werden. Im Rahmen dieser

Experimente zeigte sich bereits die Hydrolyseempfindlichkeit der Hydrazone 10, sodass im
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Hinblick auf die biokatalytische Reduktion zunachst die Stabilitdt dieser Verbindungen im

wassrigen Medium untersucht wurde.

BH3-NMe;
n-NH2 HCI (2M) Nz
R1J\R2 EtOH, R15\R2
10a-b 4°C-RT. 1.5h rac-11a-b
_NH .
j‘\\ 2 H*, H,0 1i ¢ N, BH3-NMe; 1?\H 2
R1TOR? R R R R

10a-b

Schema 6.8. Versuch zur Synthese der racemischen Hydrazine 11a-b

6.3.3 Untersuchung der Stabilitat von Hydrazonen im

wassrigen Medium

Bereits bei der Lagerung des Hydrazons 10a bei Raumtemperatur unter Luftatmosphare
konnte nach einigen Tagen die Bildung von Kristallen in der 6ligen Reinsubstanz beobachtet
werden. Per 'H-NMR-Spektroskopie und Massenspektrometrie konnte eine Bildung des
Azins 12a nachgewiesen werden, die formal einer Dimerisierung des Hydrazone 10a zu
Dihydrazonen entspricht (Schema 6.9). Eine Lagerung des Hydrazons 10a unter
Argonatmosphare und idealerweise verringerter Temperatur (4 °C) war daher zwingend

erforderlich.

_NH
N 2

10a 12a

Schema 6.9. Dimerisierung des Hydrazons 10a zum Azin 12a durch Lagerung bei
Raumtemperatur unter Luftatmosphéare

Eine solche Dimerisierung konnte flir das 1-Indanonhydrazon 10b, welches im Gegensatz
zu der Verbindung 10a als Feststoff isoliert wurde, bei Lagerung unter Luftatmosphare

nicht nachgewiesen werden.

Zur Untersuchung der biokatalytischen Reduktion von Hydrazonen 10 sind Kenntnisse der
hydrolytischen Stabilitat der Edukte 10 von groBer Bedeutung. Eine hydrolytische
Instabilitét von Hydrazonen konnte bereits 2008 von Kalia et al. nachgewiesen werden.
Demnach sind Hydrazone zwar im wassrigen Medium zwar stabiler als azyklische Imine,
allerdings instabiler gegeniber Oximen, welche hydrolytisch stabil sind
(Abbildung 6.4).[324]
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Abbildung 6.4. Einordnung der hydrolytischen Stabilitat von Hydrazonen 10 gegenuber
azyklischen Iminen und Oximen(324]

Um einen Eindruck Uber die hydrolytische Stabilitét der im Rahmen dieser Arbeit
untersuchten Hydrazone 10a-b zu erhalten, wurde die zeitliche Stabilitat der Hydrazone
10a und 10b 'H-NMR-spektroskopisch in D20 und in 100 mM Kaliumphosphat-Puffer pH 7
bei einer Temperatur von 20 °C untersucht. Analog zur Lagerung des Hydrazons 10a unter
Luftatmosphare wurde eine Dimerisierung beider Hydrazone 10a-b in deuteriertem Wasser
und in 100 mM KP; pH 7 nachgewiesen. Nach einer Inkubationszeit von 5 h waren in D20
sowie Kaliumphosphat-Puffer 4% des Hydrazons 10a zum Azin 12a dimerisiert. Die
Dimerisierung des Hydrazons 10b verlduft im Vergleich dazu langsamer und es wurde
sowohl in D20 als auch Kaliumphosphat-Puffer nach einer Inkubation von 5 h lediglich 1%
des Azins 12b nachgewiesen. Zusatzlich zur Dimerisierung der Hydrazone 10 wurde eine
Hydrolyse zu den entsprechenden Ketonen beobachtet, die in 100 mM
Kaliumphosphat-Puffer schneller verlief als in deuteriertem Wasser. So wurde nach einer
Inkubationszeit von 23 h in 100 mM KPi pH 7 eine Hydrolyse des Hydrazons 10a zum
entsprechenden Keton mit 7% und eine Dimerisierung zum Azin 12a mit 11% beobachtet.
Analog dazu wurde neben der Dimerisierung auch eine Hydrolyse des Hydrazons 10b zum

entsprechenden Keton nachgewiesen (Schema 6.10).

NNH2 JR\Z o
| _ 17X, ,-N R?
RWJ\RZ 10mMKPpH7 RN \\Ri * RWLRz
10 12
N2 o
\
cl - N7 cl 4 C
100 mM KP; pH 7,
23h
10a 12a
1% 7%
/; :
N-NH; N-N o
/ /
— +
100 mM KP;pH 7,
23h
10b 12b
12% 5%

Schema 6.10. Stabilitat der Hydrazone 10a-b im Wassrigen

Sofern die Dimerisierung der Hydrazone 10 im Rahmen der biokatalytischen Umsetzungen
nicht unterdriickt werden kann, muss neben der Hydrolyse der Hydrazone 10 auch die

Dimerisierung im Rahmen der biokatalytischen Reduktionen bericksichtigt werden.
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AuBerdem sollte untersucht werden, ob mdéglicherweise auch die Azine 12 geeignete
Substrate fiir die IRED-katalysierte Reduktion sind.

6.3.4 Analytik

Die vorliegenden Hydrazone 10 wurden fir eine Vermessung per SFC-HPLC zunachst mit
Acetylchlorid in Gegenwart von Triethylamin nach einer abgewandelten Vorschrift von Rye
et al. acyliert.[32°] Die Amide der Hydrazone 13 wurden in guten Ausbeuten erhalten
(Schema 6.11).

O

A 0
cl
(1.1Aq.) \\T/

Et;N (1.5 Aq.)

R2 Dichlormethan, R!

R1
RT, 1h
10a-b 13a-b

) v~

‘ N
ClO)\ : f/
13a 13b

92% 83%

Schema 6.11. Acylierung der Hydrazone 10 fir die Etablierung einer SFC-HPLC Analytik

Eine Auftrennung der Hydrazonamide 13, der Azine 12 und der ebenfalls derivatisierten
Alkohole konnte per SFC-HPLC erreicht werden, um einen ersten Eindruck lber die Eignung

von IREDs zur Darstellung von Hydrazinen 11 zu erhalten.

6.3.5 Biokatalytische Reduktion von Hydrazonen

6.3.5.1  Kolorimetrischer pH-Shift-Assay

Trotz der Instabilitét der Hydrazone 10 wurde analog zu den Arbeiten mit den S- und
O-haltigen zyklischen Iminen im Rahmen der biokatalytischen Untersuchungen zunachst
ein kolorimetrischer pH-Shift-Assay durchgefiihrt. Dieser indirekte Assays wurde
verwendet um einen ersten Eindruck zu erhalten, ob Iminreduktasen geeignete
Biokatalysatoren zur Reduktion von Hydrazonen 10 bzw. Azinen 12, die wahrend der
Inkubation des Assays entstehen (siehe Kapitel 6.3.3), sind (Schema 6.12). Mdgliche
falsch-positive Farbumschldage aufgrund einer Reduktion der Ketone als Hydrolyseprodukte
durch andere exprimierte Proteine des E. coli-Stammes mussten ebenfalls beriicksichtigt

werden.
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D-Glucose D-Gluconolacton
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Schema 6.12. Biokatalytische Reduktion von Hydrazonen 10 unter Einsatz von Iminreduktasen
und in situ-Regeneration des Cofaktors mit Glucose-Dehydrogenase

Leichte Farbumschlage von griin nach gelb konnten flir die Substrate 10a-b in Kombination
mit einigen IREDs identifiziert werden. Analog zum Screening der 3-Thiazoline musste ein
Volumen von 40 pyL des IRED-ZRE eingesetzt werden, womit allerdings nur leichte
Farbumschldge nachgewiesen werden konnten. Die schwacheren Farbumschldage im
Vergleich zu den Farbumschlagen, die mit den 3-Thiazolinen 3 beobachtet wurden,
kdénnten einerseits mit einer geringen Aktivitdt der IREDs gegeniber den Hydrazonen 10
erklart werden. Zum anderen nahm die Hydrazonkonzentration aufgrund der Azinbildung
sowie der Hydrolyse im Verlauf des pH-Shift-Assays ab, sodass mit der Zeit immer weniger
Hydrazonmolekiile zur Verfiigung standen und somit verhaltnismaBig weniger Gluconsaure
entstehen konnte, falls die IREDs lediglich eine Aktivitdt zur Reduktion der
~Mono"“-Hydrazone 10 aufweisen. AuBerdem erhdhte das bei der Hydrolyse des Hydrazons
gebildete Hydrazin den pH-Wert der Reaktionsldsung und beeinflusste somit Uber die
Farbung des Bromthymolblau die Ergebnisse des kolorimetrischen pH-Shift-Assay. Fur alle
Hydrazone 10a-b konnten im Rahmen der Negativkontrollen keine signifikanten
Farbumschlage ermittelt werden, sodass die Aktivitat anderer Proteine, die von dem

E. coli-Stamm exprimiert werden, vermutlich gering ist (Tabelle 6.1).

Tabelle 6.1. Kolorimetrischer pH-Shift-Assay der Hydrazone 10

Substrat Potentiell positive IREDs Negativ pET22b_leer
10a IREDO1, IREDO6, IRED27, IRED31 negativ negativ
10b IREDO1, IREDO6, IRED12, IRED27 negativ negativ

Potentiell positive IREDs zeigten einen deutlichen Farbumschlag von grin nach gelb
innerhalb von 24 h. Negativ: ohne Zugabe von IRED-ZRE, pET22b_leer: Verwendung des
ZRE ohne Expression der IRED. Fir eine bessere Lesbarkeit wurden die IREDs
durchnummeriert (Kapitel 10.3).

Aufgrund der Instabilitat der Hydrazone 10 konnten anhand dieses Assays im Vergleich
zum Screening der S- und O-haltigen zyklischen Imine keine vielversprechenden Hinweise

auf die Eignung von IREDs zur Reduktion der Hydrazone 10a-b gewonnen werden.
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6.3.5.2  Spektrophotometrische Bestimmung der Enzymaktivitat

Aufbauend auf den bestimmten schwach positiven Farbumschlagen, die fir die Hydrazone
10a-b in Kombination mit einigen IREDs beobachtet wurden, wurde im nachsten Schritt
die Aktivitat der Iminreduktasen zur Reduktion dieser Verbindungen bei einer
Substratkonzentration von 1 mM spektrophotometrisch bestimmt. Hierzu wurde die
Abnahme des Cofaktors NADPH bei 340 nm fiir 60 s verfolgt. Uber die Proteinkonzentration
des Rohextrakts wurde die Aktivitat in die spezifische Aktivitat (U mg Ganzzell-Protein
(GZP)) umgerechnet. Geringe Aktivitaten konnten fir alle untersuchten IREDs in
Kombination mit den Hydrazonen 10a-b ermittelt werden, wobei die IRED27 in
Kombination mit den Substraten 10a-b vergleichweise die hochsten Aktivitaten aufwies
(Abbildung 6.5).

2
_NH, R _NH,
N 2 IRED HN
J\ oder R1J\\N’N\\(R J\
R R2 R \ R OR2
10a-b 12 11a-b
NADPH NADP*
_NH, /;
N‘ N—-NH> N-N
10a 10b 12b
0.0075 U mgise

0.007

0.006

0.005

0.0050

0.004

0.003

0.0025

spezifische Aktivitat [U mgd,p]

0.0000

P ™~ ~
o N o
a [a) [a)
w i) i)
14 ox 14

10b 12b -

1 mM Substratkonzentration

Abbildung 6.5. Spezifische Aktivitat der IREDs zur Reduktion der Hydrazone 10a-b, zur Reduktion
des Azins 12b und Negativkontrolle ohne Substrat

Da auch die Azine 12, die im Wassrigen gebildet werden, potentielle Substrate der IREDs
darstellten, wurde beispielhaft die Aktivitdat der IRED27 zur Reduktion des Azins 12b
bestimmt. Es konnte eine Aktivitat bestimmt werden, die jedoch geringer ist als die
Aktivitdt der IRED27 zur Umsetzung des Hydrazons 10b. Als Negativkontrolle wurde

zudem die Aktivitat der IRED27 in Abwesenheit von Substrat bestimmt. Die so bestimmte
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Aktivitat kann auf die Anwesenheit von NADPH-Oxidasen im Zellrohextrakt zurickgefiihrt
werden und liegt Uber der Aktivitat der IRED27 in Gegenwart des Azins 12b
(Abbildung 6.5). Anhand dieses Ergebnisses konnte ausgeschlossen werden, dass das
Azin 12b durch die IRED27 umgesetzt wird und gilt vermutlich analog flir das Azin 12a.
Die IRED27 weist somit geringe Aktivitaten flr alle untersuchten Hydrazone 10 auf, die
leicht Uber der bestimmten Negativaktivitdat in Abwesenheit von Substrat liegen
(Abbildung 6.5). Da im Rahmen dieser spektrophotometrischen Bestimmung jeweils die
initiale Aktivitat der IRED in den ersten 60 s nach der Vermischung der Substrate 10a und
10b mit der wassrigen Losung determiniert wurde, kann zudem davon ausgegangen
werden, dass der Einfluss der Dimerisierung der Hydrazone 10 zu den Azinen 12 und der
Hydrolyse zu den Ketonen relativ gering ist. Entsprechend sollte eine Nebenaktivitat
anderer Enzyme, die von dem E. coli-Stamm exprimiert wurden wie von ADHs zur
Reduktion der Ketone in dieser Zeit vernachldssigbar sein. Die ermittelten geringen
Aktivitaten, die nicht deutlich Gber der Aktivitét der Negativkontrolle liegen, geben bereits
einen Hinweis darauf, dass die verwendeten Iminreduktasen madoglicherweise keine

geeigneten Biokatalysatoren zur Reduktion von Hydrazonen 10 darstellen.

6.3.5.3 Biotransformationen von Hydrazonen 10

Trotz der Instabilitdt der Hydrazone 10 im wassrigen Medium und des Mangels an
Referenzverbindungen der Produkte 11 wurden im nachsten Schritt Biotransformationen
durchgefihrt, um die Eighung von IREDs zur Darstellung von Hydrazinen 11 zu
untersuchen. Es  wurden Biotransformationen im 1.0 mL  MaBstab bei
Substratkonzentrationen der Hydrazone 10a-b von 10 mM unter Verwendung der GDH zur
in situ-Regeneration des Cofaktors durchgefiihrt. Mit dem Ziel die Rate der Dimerisierung
und Hydrolyse der Substrate 10 gering zu halten, wurden die Reaktionen entgegen dem
Optimum IRED-katalysierter Reaktionen bei einer verringerten Temperatur von 20 °C fir
24 h durchgefihrt. Da die IRED27 im Rahmen der spektrophotometrischen
Untersuchungen die héchste Aktivitat zur Reduktion der Hydrazone 10 aufwies, wurden
alle Biotransformationen bei einer Gesamt-Proteinkonzentration von 4 mg mL! der IRED27
durchgefihrt. ErwartungsgemaB wurden nach einer Reaktionszeit von 24 h jeweils die
Azine 12a-b per SFC-HPLC nachgewiesen (Schema 6.13). AuBerdem konnten in den
Biotransformationen jeweils die nicht umgesetzten Hydrazone 10 bzw. Hydrazonamide 13
(aufgrund der Acylierung im Anschluss der Biotransformation) per SFC-HPLC detektiert
werden. Somit erfolgte keine vollstédndige Dimerisierung oder Hydrolyse der Hydrazone 10
wahrend der Biotransformationen und es standen Hydrazone 10a-b fir die
IRED-katalysierte Reduktion zu den entsprechenden Hydrazinen 11 Uber einen Zeitraum
von mehr als 24 h unter den Reaktionsbedingungen der Biotransformationen zur

Verfigung. Im Rahmen der Biotransformation des Hydrazons 10a wurden neben den
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Signalen des Hydrazons 10a und des Azins 12a, zudem der acylierte Alkohol beobachtet.
Der Alkohol wurde vermutlich durch Reduktion von anderen exprimierten Proteinen des
E. coli-Stammes wie ADHs aus dem Keton, das im Rahmen der Biotransformation als
Hydrolyseprodukt entsteht, gebildet (Schema 6.13) und Uber die Derivatisierung im
Rahmen der Vorbereitung der HPLC-Messungen in den acylierten Alkohol Uberfihrt. Fir
die Umsetzung des Hydrazons 10b wurde neben den Signalen des Hydrazons 10b und des
Azins 12b ebenfalls der acylierte Alkohol beobachtet. Neben den Signalen der Hydrazone
10, der Azine 12 und der Alkohole konnten flr beide Biotransformationen keine weiteren
Signale in den HPLC-Chromatogrammen beobachtet werden (Schema 6.13). Uber eine
Vermessung der Rohprodukte der Biotransformation per 'H-NMR-Spektroskopie, konnten
ebenfalls keine Signale identifiziert werden, die einen Hinweis auf die Bildung der Hydrazine
11 geben. Im Rahmen der Bemihungen der Autorin konnte somit keine erfolgreiche
biokatalytische Reduktion von Hydrazonen 10 etabliert werden. Trotz der beobachteten
geringen Aktivitdten der IREDs UUber den indirekten spektrophotometrischen
Aktivitatsassay konnte keine Bildung der Hydrazine 11 in Biotransformationen
nachgewiesen werden (Schema 6.13). Die im Rahmen dieser Arbeit untersuchten
Iminreduktasen stellen daher keine geeigneten Biokatalysatoren zur Reduktion von

Hydrazonen 10 dar.

Ziel: Reduktion der Hydrazone 10 zu den Hydrazinen 11
wurde nicht beobachtet
N-NHz IRED27 yn-NH2
J‘\ *
1 2 R" "R
RT R 700 mM KP; pH 7
10a-b o
10 mM NADPH 207°C 240 \Appr e
D-GlI \ D-Gluconolacton
Glucose GDH

C J

im Rahmen der Biotransformationen beobachtete Reaktionen
R2
1L\ N._R? i
100 mM KP; pH 7 R N \\( + RTOR2
20°C,24 h R
12a-b Reduktion
(z.B.: durch ADH
im IRED-ZRE)
OH
R1J<R2

L J

Schema 6.13. Nicht erfolgreiche biokatalytische Reduktion von Hydrazonen 10a-b
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6.4 Ausblick

Im Rahmen dieses Kapitels wurden erste Studien zur Eignung von Iminreduktasen zur
Reduktion von Hydrazonen 10 durchgefiihrt. Allerdings konnte keine geeignete
Iminreduktase zur Darstellung der Hydrazine 11 identifiziert werden. Mit dem Ziel eine
IRED-katalysierte Reduktion von Hydrazonen in zukinftigen Arbeiten zu etablieren, kdnnte
beispielsweise directed evolution genutzt werden, um IREDs zu entwickeln, die
Hydrazone 10 als Substrate akzeptieren. Eine weitere Hlrde fir die Entwicklung dieser
biokatalytischen Methode stellt die Instabilitat der Hydrazone 10 im wassrigen Medium
dar, die nicht zu vernachlassigen ist. Aufgrund dessen koénnte ein Wechsel des
Modellsubstrates interessant sein. Sofern 2-Pyrazoline eine erhéhte Stabilitdt in wassrigen
Medien gegenliber Hydrazonen aufweisen, konnte auch die Reduktion dieser
Hydrazon-Analoga aufgrund der medizinischen Bedeutung von Pyrazolinen von groBem

Interesse sein.
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/. VANADIUM-KATALYSIERTE DEHYDRIERUNG VON

N-HETEROZYKLEN IN WASSER

7.1 Stand der Wissenschaft

7.1.1 Bedeutung von Chinolinen

Von allen sechsgliedrigen, aromatischen Stickstoff-Heterozyklen, die in Pharmazeutika als
Strukturmotive auftreten, gehdéren Chinoline zu den Top-Funf.l!! So kommt
2-Methylchinolin in einer Reihe von pharmazeutisch aktiver Verbindungen, beispielsweise
zur Behandlung von Schizophrenie (PF-2545920),[3261 Malaria (Mefloquin),[3271 Asthma
(Montelukast),3281 Schmerzen (JTC-801),132°1 und HIV-Infektionen (Styrylchinoline)t330 vor
(Abbildung 7.1).

NH
OH
A
~
N CF3
CF;
PF-2545920 Mefloquin
Neuroleptikum Antiprotozoikum

Montelukast JTC-801
Leukotrienrezeptor-Antagonist Nociceptinrezeptor-Antagonist

Abbildung 7.1. Ausgewdhlte Pharmazeutika, die Chinaldin als Strukturmotiv enthalten[326-329]

Die Dehydrierung von Tetrahydrochinolinen 14 ermdéglicht eine atomdékonomische und

elegante Darstellung von Chinolinen 15 (Schema 7.1), die im Folgenden néaher erlautert

©\/}R Dehydrierung mR
—
N

N
H
14 15

wird.

Schema 7.1. Dehydrierung zur atomékonomischen Darstellung von Chinolinen 15
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7.1.2 Methoden zur Dehydrierung von N-Heterozyklen

Die Dehydrierung von Tetrahydrochinolinen 14 wurde in den letzten Jahren bereits intensiv
untersucht. Thermodynamisch stellt die Dehydrierung von N-Heterozyklen einen
Uphill-Prozess dar, sodass haufig harsche Reaktionsbedingungen erforderlich sind, obwohl
das Stickstoffatom die Endothermie im Vergleich zu Cycloalkanen verringert.[331
Pionierarbeit in der Dehydrierung/Hydrierung von Stickstoff-Heterozyklen leisteten
Yamaguchi et al. unter Verwendung eines Iridium-Komplexes, welcher

Ruckflussbedingungen in p-Xylol fiir die Dehydrierungsreaktion benétigt (Schema 7.2).[332]
-2 H,

Reflux J AN
@fj\ Ir-Kat (5 mol%), p-Xylol, 20 h P
N N
H \
14a 15a

100% Ausbeute +2H, 100% Ausbeute

Schema 7.2. Reversible Dehydrierung/Hydrierung mit einem Iridium-Komplex[332]

In den letzten Jahren wurden zudem eine Reihe weiterer Dehydrierungen von
Stickstoff-Heterozyklen mit Iridiumkatalysatoren beschrieben.[333-3351 Chakraborty et al.
entwickelten die erste Eisen-katalysierte Dehydrierung von Tetrahydrochinolinen 14
(Schema 7.3)[3361 und der Arbeitsgruppe um Beller gelang 2015 die Anwendung neuartiger

Eisen-Graphen-Materialien zur Dehydrierung von Stickstoff-Heterozyklen.[337]

,BH3
H
—PH(Pr),

H.
N—Fe—CO

< /7 H
P(iPr), (3 mol%) N
R1 RZ R1 R2
N Reflux, 30 h N/

H Xylol
14 15

ausgewahlte Beispiele

solicenicoNpoury

69% Ausbeute 72% Ausbeute 91% Ausbeute 58% Ausbeute 86% Ausbeute

Schema 7.3. Eisen-katalysierte Dehydrierung von N-Heterozyklen[336]

AuBerdem wurden Dehydrierungsreaktion unter Verwendung von Metallkomplexen
basierend auf Cobalt,[338-341] Nickel,[342343] Ruthenium[344:343] und Kupferl3+61 entwickelt. Die
Arbeitsgruppe um Stahl etablierte zudem eine Dehydrierung von Cyclohexanon bzw.
2-Cyclohexen-1-on zu Phenolen unter Verwendung von Palladium-Katalyse.[347:348] Die
entsprechende Palladium-katalysierte Methode zur Dehydrierung von N-Heterozyklen
wurde zuerst von Tanaka et al. mit Palladium auf Aktivkohle etabliert.[34°1 Kiirzlich wurde
auch der erfolgreiche Einsatz von Palladium-Nanopartikeln zur Dehydrierung von
Stickstoff-Heterozyklen beschrieben.[350,351] Neben der Verwendung von

Palladium-Nanopartikeln konnten Deraedt et al. zudem Platin- und Rhodium-Nanopartikel
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erfolgreich zur reversiblen Dehydrierung und Hydrierung einsetzen, wobei die
Dehydrierung harschere Reaktionsbedingungen (héhere Reaktionstemperatur,

Katalysatorbeladung, Reaktionszeit) erfordert (Schema 7.4).03°1]

5 mol% Kat.
Toluol-dg, 23 h, 130 °C 2H,

) 1
H R Rh-NP N R

2.5 mol% Kat.

X=C,N °
R=H, CHs Toluol-dg, 6 h, 60 °C

Schema 7.4. Reversible Dehydrierung/Hydrierung von N-Heterozyklen und Pd-, Pt- bzw. Rh-
Nanopartikel Katalysel351]

Der Einsatz von ortho-Chinon-basierten Katalysatoren, welche von physiologischen
Chinonen abgeleitet wurden, in Kombination mit Zink und Ruthenium ermdglichte der
Arbeitsgruppe um Stahl die Etablierung weiterer Methoden zur Dehydrierung von
Stickstoff-Heterozyklen.[345:352] Die Verknupfung des ortho-Chinon-basierten Katalysators
mit Zink erforderte jedoch relativ lange Reaktionszeiten (24-48 h) und wies nur ein
eingeschranktes Substratspektrum auf (Schema 7.5A).[3521 Uber die Verwendung eines
oktahedralen [Ru(phd)s:]?>* Katalysators, der eine héhere Aktivitat aufwies, gelang es der
Arbeitsgruppe schlieBlich die Dehydrierung bei Raumtemperatur mit Luftsauerstoff
durchzufthren (Schema 7.5B).[34°]

A
N
5 mol% phd R )\
2.5 mol% Znl, _N =
R. N~ 'R
NH 15 mol% PPTS
R) ACN, RT, O, (1 atm.),
24-48 h

Ublicherweise 80-90% Ausbeute

ausgewabhlte Beispiele
2.5 mol% [Ru(phd)3](PFg)

B
2 Ph Ph
5 mol% Co(salophen) A X A
R R AN N
ACN, RT, Luft-O, ~ P P
N N N N P P
H N N

14 15

5h, 89% Ausbeute 6 h, 91% Ausbeute 7 h, 90% Ausbeute 6.5 h, 94% Ausbeute

Schema 7.5. Dehydrierung von N-Heterozyklen mit ortho-Chinon-basierten Katalysatoren in
Kombination mit A Zink[352] und B Ruthenium(345]
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Allerdings ist bisher nur eine Vanadium-katalysierte @ Dehydrierung von
Stickstoff-Heterozyklen beschrieben, die auf der Verwendung von Vanadiumpentoxid
beruht. Nachteile dieser Methode sind die Notwendigkeit einer hohen Katalysatorbeladung

von bis zu 2.0 Aquivalenten V20s und hohe Reaktionstemperaturen (Schema 7.6).13°3]

ausgewahltes Beispiel

V05 (2.0 Aqu.) N
©\/j Si0 @\/j
~
N N
H

Toluol, Reflux, 41 h

75% Ausbeute

Schema 7.6. Dehydrierung von 1,2,3,4-Tetrahydrochinolin mit Vanadiumpentoxid(353]

7.1.3 Vanadium-Katalyse

Aufgrund der guten Verfligbarkeit von Vanadium, welches in der Natur in demselben MaB
vorkommt wie Zink und den damit verbundenen geringen Kosten sowie der relativ geringen
Toxizitat gegenuber anderen Schwermetallen, stellt Vanadium eine attraktive Komponente
in Metallkatalysatoren dar.[29211 Die physiologische Akkumulation von Vanadium in
aquatischen tierischen Organismen durch Vanadium-bindende Proteinel??! zeigt zudem die
Kompatibilitdt von Proteinen und dem Metall Vanadium auf. So nutzte die Arbeitsgruppe
um Akai einen Vanadium-Katalysator in einem chemoenzymatischen Eintopf-Prozess zur
dynamisch-kinetischen Racematspaltung sekundédrer Alkohole durch Kombination einer
Vanadium-katalysierten Racemisierung und einer enantioselektiven enzymatischen
Acylierung, die nicht racemisierbare Allylester liefert. Der etablierte Vanadium-Katalysator
und das Enzym zeigen eine hohe Kompatibilitdt und ermdglichen die dynamisch-kinetische

Racematspaltung mit hoher Aktivitat und Enantioselektivitat (Schema 7.7).[23-26]

V-MPS (1 mol%)

Lipase
1 o (0]
OH /\Ok k )’K
racj\ [e) oder (o]
R" TR2 Heptan oder Acetonitril /L R
R1OR2 RITR2
ausgewahlte Beispiele
OAc
OAc = OAc
= =
N
Cl Boc
99% Ausbeute 96% Ausbeute 90% Ausbeute
99% ee 99% ee 97% ee

Schema 7.7. Chemoenzymatische dynamisch-kinetische Racematspaltung sekundérer Alkoholel25!



Vanadium-katalysierte Dehydrierung von N-Heterozyklen in Wasser 125

Ein weiterer Ansatz ist die Entwicklung eines artifiziellen Vanadium-Metalloenzyms der

Arbeitsgruppe um Sheldon zur asymmetrischen Sulfoxidation (Schema 7.8).[3>4-358]

ausgewahltes Beispiel

S Phytase / VO, s
H20,

> 99% Umsatz
> 99% Selektivitat (Sulfoxid)
66% ee

Schema 7.8. Asymmetrische Sulfoxidation mit einer artifiziellen Vanadium-Phytasel354-358]

In den letzten Jahrzehnten wurde zudem eine Vielzahl von Arbeiten auf dem Gebiet der
asymmetrischen Katalyse unter Verwendung chiraler Vanadium-Katalysatoren
veroffentlicht. Insbesondere die Anwendung der Vanadium-katalysierten Redoxchemie und
Lewis-Saure basierter Chemie stellen hierbei groBe Themengebiete dar.[3°°1 Eine Vielzahl
von Vanadium-Katalysatoren wurde beschrieben, welche typischerweise ein
mononukleares Vanadium als Metallzentrum und einen chiralen mehrzahnigen Liganden
tragen. Diese effizienten Katalysatoren konnten erfolgreich fiir eine Vielzahl von
Reaktionen beispielsweise Epoxidierungen, [360,361] Sulfoxidationen,[362,363]
Disulfidoxidationen,[3¢4  Oxidationen von a-Hydroxyestern,[363]1 Hetero-Diels-Alder-
Reaktionen,[3%6]1  Cyanierungen von Aldehyden,[3¢71  Strecker-Reaktionen[3%8]  und
Cyanierungen von Nitroalkenen(3%°1 eingesetzt werden. Die oxidative Kupplung von
2-Naphthol zur Synthese von 1,1'-Bi-2,2'-naphthol (BINOL) als bedeutender Ligand in der
asymmetrischen Katalyse wurde in einem Proof of Concept erstmalig von den
Arbeitsgruppen um Chenl37%1 und Uang[37!l beschrieben. Aufgrund der moderaten
Enantioselektivitdten in den initialen Publikationen wurden verbesserte mononukleare
Vanadium-Katalysatoren, die auf veranderten Liganden beruhen, etabliert. In einer
weiteren Arbeit der Arbeitsgruppe von Chen konnte bei einer langen Reaktionszeit von

15 Tagen eine hohe Enantioselektivitat von 87% ee erreicht werden (Schema 7.9).13721

)
oé N
O\V\O

10 mol% o OO
OH RT, 15 Tage OH
cel,

65% Ausbeute
87% ee (S)

Schema 7.9. Oxidative Kupplung von 2-Naphthol mit einem optimierten mononuklearen
Vanadium-Katalysator(372]

Unter Verwendung eines dinuklearen Vanadium-Katalysators mit einer V-0O-V Verknlpfung
konnten die Arbeitsgruppen von Luo und Gong erstmalig exzellente Enantioselektivitdten,

allerdings mit langen Reaktionszeiten von bis zu 5 Tagen, erreichen.[373-375]
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Die Entwicklung von Katalysatoren, die eine Kupplung von 2-Naphthol mit hoher
Enantioselektivitat und hoher Aktivitat katalysieren, stellte demnach eine Herausforderung
dar. Inspiriert durch bifunktionelle Katalysatoren, die sowohl Substrat als auch Reagenz in
einem  Schritt  aktivieren,[376]  entwickelte die  Arbeitsgruppe um  Sasai
Vanadium-Katalysatoren, die eine Fahigkeit zur Bindung von zwei Molekilen 2-Naphthol
aufweisen, eine ausreichende Flexibilitat bieten um beide 2-Naphthole zur Reaktion zu
bringen und eine starre chirale Umgebung aufweisen um eine hohe asymmetrische
Induktion bei der oxidativen Bildung der C-C-Bindung zu ermdéglichen. Dinukleare
Vanadium-Katalysatoren, wie in Schema 7.10 dargestellt, erfillen diese Kriterien.[28-35] Es
werden beide 2-Naphthol Molekile an jeweils einem Oxovanadium gebunden und sowohl
die Cz-symmetrischen BINOL-Gertliste als auch die chiralen Aminosaure-Untereinheiten
sind an der Bildung des Produkts beteiligt. Die Unabh&ngigkeit beider Vanadium-Einheiten
ermoglicht die Ausbildung einer fiir die Kupplungsreaktion glinstigen Anordnung Uber die
Rotation um die C-C-Bindung der Binaphthol-Untereinheiten. Uber dieses Konzept gelang
es hohe Enantioselektivitéten (91% ee) sowie hohe Aktivitdten zur Kupplung von

2-Naphthol bei einer kurzen Reaktionszeit von 24 h zu erreichen (Schema 7.10).[30.31]

tBu

CCL,
0y

76% Ausbeute
91% ee
(nach 24 h)

+ O,
-H,0

tBu

SN
OO V/S:O
0 u\O

0o

o ‘
09\‘/,0
I =0

tBu

Duale Substrataktivierung

Schema 7.10. Asymmetrische Kupplung von 2-Naphthol in Gegenwart eines chiralen dinuklearen
Vanadium-Katalysators!30.31

Uber die Optimierung des Katalysators konnte die Enantioselektivitdt im Rahmen der
Arbeiten der Arbeitsgruppe um Sasai von 91% auf 97% ee erhdht werden.[2°-31]1 AuBerdem
ermdglicht der Wechsel des Lésungsmittels von Dichlormethan zu Tetrachlormethan einen
Wechsel in der Enantioselektivitdt des gebildeten BINOLs.[3!] Die oxidative Kupplung von
2-Naphthol unter Verwendung der dinuklearen Vanadium-Komplexe kann auBerdem in
Wasser als umweltfreundliches Solvens erfolgreich durchgefiihrt werden.[36] AuBerdem

konnte diese Methode auf die enantioselektive Kupplung polyzyklischer Phenolel34 und
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3-Hydroxycarbazolel3?”1 angewandt werden. Neben der oxidativen Kupplung wurden
dinukleare Vanadium-Komplexe zudem erfolgreich flr Lewis-Saure katalysierte Reaktionen
wie die asymmetrische Friedel-Crafts Umsetzung von Iminen mit 2-Naphtholen oder

Indolen verwendet (Schema 7.11).[33]

Ar<_ “NHTs
OH Kat. (5 mol%
T o 2 " :
Chlorbenzol, 10 °C R OO /S:“
S

bis zu 90% ee

Ar

NHTs O
0,
@ b ANTs Kat. (5 mol%) {
N Chlorbenzol, 10 °C Kat
N :

H
bis zu 91% ee

Schema 7.11. Vanadium-katalysierte Friedel-Crafts Reaktion von Iminen mit 2-Naphtholen oder
Indolen(33]

7.2 Motivation und Zielsetzung

Vanadium stellt als ubiquitar verfligbares Metall mit vergleichsweise geringer Toxizitat eine
attraktive Komponente flir einen Metallkatalysator dar.[202%.271 Mono- und dinukleare
Vanadiumkomplexe konnten zudem bereits erfolgreich flir oxidative Reaktionen unter
milden Reaktionsbedingungen eingesetzt werden.!?”] Die Dehydrierung von N-Heterozyklen
stellt aufgrund der Bedeutung von Chinolinen eine fundamentale Reaktion dar, die haufig
harsche Reaktionsbedingungen erfordern (siehe Kapitel 7.1.2). Aufgrund der vorteilhaften
Eigenschaften von Vanadium und der Mdglichkeit Vanadium-Katalyse unter milden
Reaktionsbedingungen durchzufiihren, sollte im Rahmen dieses Projektes eine
Vanadium-katalysierte  Dehydrierung von  Stickstoff-Heterozyklen unter milden
Bedingungen etabliert werden. Die Etablierung und Optimierung dieser Reaktion sollte
aufgrund der Bedeutung von 2-Methylchinolint326-3301 zunachst anhand von 2-Methyl-
1,2,3,4-tetrahydrochinolin (14a) erfolgen. Dabei sollte die Reaktionstemperatur mdéglichst
gering gehalten werden und es sollte mdglichst Wasser als umweltfreundliches Solvens

verwendet werden (Schema 7.12).

@[Nj/ Oxovanadium(V) Kat. (¥ mol%) @i\‘j/
H,0, 4 T Z
15a

Ausweitung des Substratspektrums

H H
N N
) 3
N N
H H
14 16 17

Schema 7.12. Zielsetzung der Vanadium-katalysierten Dehydrierung von N-Heterozyklen
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Hierfir sollten zunachst drei kommerziell erhaltliche Vanadium-Katalysatoren und sieben
mono- bzw. dinukleare Vanadium-Komplexe in einem Katalysator-Screening bei zwei
unterschiedlichen Temperaturen untersucht werden. Mit dem besten Katalysator sollten
daraufhin die Reaktionsbedingungen optimiert werden. Im Anschluss an die Optimierung
und die Durchfiihrung der Dehydrierungsreaktion im 1 mmol MaBstab sollten erste
Untersuchungen zur Aufklarung des Mechanismus der Vanadium-katalysierten
Dehydrierung von N-Heterozyklen durchgefiihrt werden. Anhand dieser sollte daraufhin ein
Reaktionsmechanismus der Dehydrierung von 2-Methyl-1,2,3,4-tetrahydrochinolin (14a)
postuliert werden. Darlber hinaus sollte die Methode auch auf die Dehydrierung anderer
Stickstoff-Heterozyklen, wie anderweitig substituierte 1,2,3,4-Tetrahydrochinoline 14,
Tetrahydrochinoxaline 16 und 9,10-Dihydroacridin  (17) (Ubertragen werden
(Schema 7.12). Zudem wurde getestet, ob sich 1,2,3,4-Tetrahydroisochinolin (18) und 2-
Methylpiperidin  (19) als Substrate flir diese Dehydrierungsreaktion eignen
(Abbildung 7.2).

Screening von drei kommerziell
erhaltlichen Vanadiumkatalysatoren

Screening von sieben mono- und

Katalysator-Screening dinuklearen Vanadium-Komplexen

Screening bei zwei
ﬁ unterschiedlichen Temperaturen

Katalysatorbeladung und
Substrakonzentration

Optimierung der
Reaktionsbedingungen

Additiv-Screening

und der Reaktionszeit

ﬁ Einfluss von Oxidationsmitteln

Dehydrierung im 1 mmol Ansatz

ﬁ Untersuchung der Reaktion
unter inerten Bedingungen
Untersuchungen
Zzum Reaktionsmec?‘lanismus Untersuchungen zur Bildung von H,0,
Postulierung eines
ﬁ Reaktionsmechanismus

Tetrahydrochinoline,
-chinoxaline, 9,10-Dihydroacridin
Erweiterung des
Substratspektrums ‘

1,2,3,4-Tetrahydroisochinolin,
2-Methylpiperidin

Abbildung 7.2. Ubersicht des Projektes zur Vanadium-katalysierten Dehydrierung von
N-Heterozyklen in Wasser

Dieses Projekt wurde in Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe um Sasai durchgefiihrt
und ein GroBteil der Experimente wurden von der Autorin im Rahmen eines
Forschungsaufenthaltes in der Arbeitsgruppe von Sasai am Institute of Scientific and

Industrial Research (ISIR) der Universitat Osaka durchgefiihrt.
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7.3 Ergebnisse und Diskussion

7.3.1 Katalysator-Screening

Mit dem Ziel der Etablierung einer Vanadium-katalysierten Dehydrierung von
Stickstoff-Heterozyklen unter milden Reaktionsbedingungen wurde =zunachst ein
Katalysator-Screening durchgefiihrt. In den initialen Experimenten wurden drei
kommerziell erhaltliche Vanadium-Katalysatoren (VOSO4, NaVOs3, VO(OEt)3) und sieben
Oxovanadium(V)-Katalysatoren, die mono- und dinukleare Vanadium-Komplexe umfassen
(Schema 7.13), gegen 2-Methyl-1,2,3,4-Tetrahydrochinolin (14a) als Modellsubstrat
getestet. Das Screening wurde unter Luftatmosphare fiir 17 h bei 70 °C und 50 °C in
destilliertem Wasser (dH20) mit 5 mol% der dinuklearen Vanadium-Komplexe und

10 mol% im Falle der mononuklearen Vanadium-Komplexe durchgefiihrt (Schema 7.13).

y V-Kat. (5 /10 mol%) N
dH,0, T, 17 h =z
14a 15a

untersuchte Vanadium-Komplexe
t-Bu

-Bu
R2
(6] 1

R ~N
N
\Q\Av/gzo
V0
08 on

R!

rac-C (R"=Br, R?=/-Pr)
(Ra:S)-B (S)-D (R" = t-Bu, R? = t-Bu)
(S)-E (R"=Br, R?= t-Bu)

HO O
o 0-y-0 HO
i s

(R*R*)-/(R,S)-F (S)-G

Schema 7.13. Screening von mono- und dinuklearen Vanadium-Katalysatoren zur Dehydrierung
von 2-Methyl-1,2,3,4-Tetrahydrochinolin (14a)
Von den drei getesteten kommerziell erhaltlichen Vanadium-Katalysatoren konnte nur mit
VO(OEt)s ein sehr geringer Umsatz von 3% nach einer Reaktionszeit von 17 h bei 70 °C
nachgewiesen werden, wohingegen mit den anderen beiden kommerziellen
Vanadium-Katalysatoren keine Umsatze detektiert wurden (Abbildung 7.3). In Gegenwart
der untersuchten Vanadium-Komplexe A-G konnten erfolgreiche Umsetzungen des
Amins 14a zu 2-Methylchinolin (15a) ohne Bildung von Nebenprodukten mit Umsdtzen
von 20-50% unter nicht optimierten Reaktionsbedingungen nachgewiesen werden
(Abbildung 7.3). Da die Dehydrierung ohne Bildung von Nebenprodukten verlauft, erfolgte
die Umsatzbestimmung Uber den Vergleich der Integrale eines Signals des Eduktes und
des Produktes per 'H-NMR-Spektroskopie. Uber eine Simulation der Aufarbeitung mit
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Mischungen definierter Verhaltnisse des Amins 14a und Chinolins 15a wurde zudem ein
Verlust einer der Verbindungen durch die Aufarbeitung ausgeschlossen. Bei einer
Reaktionstemperatur von 70 °C lieferte der mononukleare Vanadium-Komplex (S)-D mit

50% den héchsten Umsatz (Abbildung 7.3).

N V-Kat. (5 /10 mol%)

N
dH,0, 70 °C, 17 h Z

14a 15a

100 ~

Umsatz [%)]

&
€

Katalysator

Abbildung 7.3. Katalysator-Screening zur Dehydrierung von 2-Methyl-1,2,3,4-
Tetrahydrochinolin (14a) bei 70 °C

Im nachsten Schritt wurde das Screening bei einer verringerten Reaktionstemperatur von
50 °C wiederholt, um den besten Vanadium-Komplex fir die Dehydrierung bei einer
madglichst geringen Reaktionstemperatur zu identifizieren (Abbildung 7.4). Alle getesteten
Vanadium-Komplexe katalysieren die Dehydrierung des Amins 14a auch bei 50 °C mit
Umsatzen von 13-39% nach einer Reaktionszeit von 17 h (Abbildung 7.4). Im Vergleich zu
den Umsatzen bei 70 °C fallen die Umsatze bei einer verringerten Temperatur und
gleichbleibender Reaktionszeit entsprechend geringer aus. Die besten Umsatze von 39%
bzw. 36% konnten bei 50 °C mit den Vanadium-Komplexen (Ra,S,S)-A und (S)-D erreicht
werden (Abbildung 7.4). Eine Unterscheidung der Enantiomere des 2-Methyl-1,2,3,4-
Tetrahydrochinolin (14a) in der Dehydrierungsreaktion wurde in allen Fallen nicht
beobachtet, sodass theoretisch ein quantitativer Umsatz des Amins 14a zum gewulnschten

Produkt 15a unter milden Reaktionsbedingungen erreicht werden kann.
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Abbildung 7.4. Katalysator-Screening zur Dehydrierung von 2-Methyl-1,2,3,4-
Tetrahydrochinolin (14a) bei 50 °C

Im Rahmen des Katalysator-Screenings wurden die beiden Vanadium-Komplexe
(Ra,S,S)-A und (S)-D als geeignetste Katalysatoren fir die Dehydrierung identifiziert. Flr
die Optimierung wurde der Komplex (S)-D ausgewahlt, der bereits nach 17 h und 50 °C
mit 36% den zweithdchsten Umsatz zur Dehydrierung von Tetahydrochinaldin (14a)
zeigte. Ein weiterer Grund flr die Auswahl dieses Katalysators fiir die Optimierung ist der
einfache Zugang Uber eine einstufige Synthese aus kommerziell erhéltlichen Edukten
(siehe Kapitel 10.8.2.1).

7.3.2 Einfluss des ReaktionsgefaBes auf die Dehydrierung des

Amins 14a

Im Anschluss an das Katalysator-Screening, bei dem alle Reaktionen in verschraubbaren
Reagenzglasern durchgefuhrt  wurden, wurden Dehydrierungsreaktionen in
unterschiedlichen ReaktionsgefaBen unter identischen Reaktionsbedingungen
durchgefliihrt. So wurde die Reaktion in Schlenk-Rohren (7 mL Fassungsvermdégen) und in
GlasgefaBen (1.5 mL Fassungsvermégen) ausgeflhrt (Abbildung 7.5). Die
Dehydrierungsreaktion in dem Glasgefal3 erreichte unabhangig von der Reaktionszeit unter
Luftatmosphére lediglich Umsatze von 19%, wohingegen keine Limitierung im Umsatz bei
der Durchfihrung im Schlenk-Rohr zu beobachten war. Der einzige Unterschied der beiden
ReaktionsgefaBe besteht in dem Luftvolumen oberhalb der Reaktionslésung und

unterscheidet sich damit in dem Volumen an Sauerstoff, das fir die Reaktion zur Verfiigung
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steht. Zur Vergleichbarkeit der Reaktionen im Rahmen der Optimierung der Dehydrierung

wurden daher alle Reaktionen in Schlenk-Rohren durchgefiihrt.

)

Abbildung 7.5. ReaktionsgefaBe, die zur Dehydrierung von 14a getestet wurden, links:
Schlenk-Rohr mit 7 mL Fassungsvermdgen, rechts: GlasgefaB mit 1.5 mL Fassungsvermdgen

7.3.3 Optimierung der Reaktionsbedingungen

Die Reaktionen zur Optimierung der Reaktionsbedingungen wurden unter Luftatmosphare
mit dem Vanadium-Komplex (S)-D durchgefihrt. Da sich im Katalysator-Screening bereits
gezeigt hatte, dass der Umsatz bei einer Reaktionstemperatur von 50 °C mit dem Komplex
(S)-D nach 17 h nur moderat ist und die Reaktionszeit bei mdglichst geringer Temperatur
ebenfalls kurz gehalten werden sollte, wurden die Optimierungsreaktionen bei einer

Temperatur von 60 °C durchgefihrt.

7.3.3.1 Optimierung der Katalysator- und Substratbeladung

Im ersten Schritt der Optimierung wurde der Einfluss der Katalysatorbeladung untersucht.
Hierzu wurde 2-Methyl-1,2,3,4-tetrahydrochinolin (14a) in Gegenwart verschiedener
Katalysatorbeladungen des Vanadium-Komplexes (S)-D von 2.5-20 mol% fir 24 h bei
60 °C umgesetzt (Abbildung 7.6). Erwartungsgemag stieg der Umsatz des Amins 14a mit
Erhéhung der Katalysatorbeladung, sodass der héchste Umsatz von 60% mit 20 mol%
(S)-D erreicht wurde. Als Kompromiss zwischen hohem Umsatz und einer 6konomischen
Verwendung des Katalysators wurde eine Katalysatorbeladung von 10 mol%, die einen
Umsatz von 44% nach 24 h Reaktionszeit lieferte, fir die weitere Optimierung ausgewahlt
(Abbildung 7.6).
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Abbildung 7.6. Optimierung der Katalysatorbeladung zur Dehydrierung von 2-Methyl-1,2,3,4-
tetrahydrochinolin (14a)

Daraufhin wurde die optimale Substratkonzentration zur Dehydrierung des Amins 14a
evaluiert. Hierbei wurde die Konzentration des Substrates 14a von 0.1-1.0 M bei einer
Katalysatorbeladung des Komplexes (S)-D von 10 mol% und einer Reaktionszeit von 24 h
variiert (Abbildung 7.7).

¥ (S)-D (10 mol%) N +Bu X N/S:
dH,0, 60 °C, 24 h Z 8 ou
t-Bu
14a 15a
0.1-1.0M (S)-D

100

90 -

80

70 -
5
N
®
2]
£
D

0.1 0.4 1.0
Substratkonzentration 14a [M]

Abbildung 7.7. Optimierung der Substratkonzentration zur Dehydrierung von 14a

Interessanterweise konnte bei einem konstanten Verhaltnis von Substrat zu Katalysator

eine Erhdhung des Umsatzes mit steigender Substratkonzentration beobachtet werden. Als
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optimale Substratkonzentration wurde eine mittlere Konzentration von 0.4 M gewahlt, die
einen Umsatz von 44% nach einer Reaktionszeit von 24 h bei 60 °C lieferte
(Abbildung 7.7).

7.3.3.2 Untersuchung des Einflusses von Tensiden und Cosolventien

Mit der optimalen Katalysatorbeladung und der optimalen Substratkonzentration wurde
aufgrund der geringen Léslichkeit des Oxovanadium-Komplexes (S)-D und des Substrates
14a in Wasser der Effekt von Tensiden in katalytischen Mengen auf die Dehydrierung bei
der optimalen Substratkonzentration und Katalysatorbeladung evaluiert. Es wurden das
anionische Tensid Natriumdodecylsulfat (SDS), das neutrale Triton X-100 und das
kationische Tetrabutylammoniumbromid (TBAB) getestet (Abbildung 7.8). Die Zugabe von
5 mol% der Tenside hatte jedoch keinen signifikant positiven Einfluss auf die Dehydrierung
von 2-Methyl-1,2,3,4-tetrahydrochinolin (14a). Die Anwesenheit des kationischen Tensids
TBAB wirkte sich sogar eher negativ auf die Umsetzung des Amins 14a aus, da ein Abfall
des Umsatzes von 44% ohne Tensid auf 37% in Anwesenheit von 5 mol% TBAB beobachtet
wurde (Abbildung 7.8).
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Abbildung 7.8. Untersuchung des Einflusses von Tensiden auf die Dehydrierung von 2-Methyl-
1,2,3,4-tetrahydrochinolin (14a)
Daruber hinaus wurde der Einfluss wassermischbarer Cosolventien auf die Dehydrierung
von 2-Methyl-1,2,3,4-tetrahydrochinolin (14a) bei 60 °C und einer Reaktionszeit von 24 h
untersucht. Hierflir wurden Methanol und DMSO jeweils in Konzentrationen von 10% v/v
und 20% v/v untersucht (Abbildung 7.9). Auch die Addition von Cosolventien bewirkte

keine Erhdhung des Umsatzes des Amins 14a, wirkte sich im Gegenteil sogar eher negativ
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auf den Umsatz aus. Wahrend in Gegenwart von DMSO nur ein leichter Abfall des Umsatzes
von 44% ohne Cosolvent auf 39 bzw. 40% beobachtet wurde, sank der Umsatz in
Gegenwart von 10 bzw. 20% v/v Methanol signifikant auf 30% (Abbildung 7.9).

t-Bu
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Abbildung 7.9. Untersuchung des Einflusses von Cosolventien auf die Dehydrierung von 2-Methyl-
1,2,3,4-tetrahydrochinolin (14a)

7.3.3.3  Einfluss der Reaktionszeit unter Luftatmosphare

Da die Umsatze zur Dehydrierung von 2-Methyl-1,2,3,4-tetrahydrochinolin (14a) im
Rahmen der bisher vorgestellten Optimierungsreaktionen lediglich moderat waren und
gute bis quantitative Umsatze zur Etablierung einer effizienten Dehydrierungsreaktion
winschenswert sind, wurde im nachsten Schritt die Reaktionszeit verldngert um den
Einfluss der Reaktionszeit auf die Dehydrierung zu untersuchen und einen Eindruck Gber
die Stabilitdt des Katalysators zu erhalten. Der Umsatz des Amins 14a zum Produkt 15a
stieg mit Erhéhung der Reaktionszeit von 24 h auf 48 h an und erreichte nach einer
Reaktionszeit von 72 h einen guten Umsatz von 90% (Abbildung 7.10). Dieses Experiment
lasst zudem auf eine hohe Stabilitat des Oxovanadium-Komplexes (S)-D schlieBen, da bei
einer Reaktionszeit von 72 h in den letzten 24 h noch eine Umsatzsteigerung von 27% im

Vergleich zum Umsatz bei 48 h zu beobachten war (Abbildung 7.10).
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Abbildung 7.10. Untersuchung des Einflusses der Reaktionszeit auf die Dehydrierung von
2-Methyl-1,2,3,4-tetrahydrochinolin (14a) unter Luftatmosphére

7.3.3.4 Untersuchung des Einflusses von Oxidationsmitteln

Die positiven Ergebnisse zur Dehydrierung von 2-Methyl-1,2,3,4-tetrahydrochinolin (14a)
mit dem Oxovanadium-Komplex (S)-D motivierten die Autorin den Effekt von
Oxidationsmitteln auf die Dehydrierung des Amins 14a zu untersuchen. Zunachst wurde
der Einfluss von Peroxiden anhand von Wasserstoffperoxid und tert-Butylhydroperoxid
(TBHP) auf die Dehydrierung von 2-Methyl-1,2,3,4-tetrahydrochinolin (14a) untersucht.
Die Reaktionen hierzu wurden aufgrund der Instabilitdt der Peroxide bei erhdhten
Temperaturen fir 24 h bei Raumtemperatur durchgefiihrt. Ohne Zusatz von einem
Oxidationsmittel war der Umsatz des Amins 14a unter Umgebungsluftatmosphare bei
Raumtemperatur mit 10% entsprechend gering. Durch Addition von 1.5 Aquivalenten
Wasserstoffperoxid wurde ein signifikanter Anstieg im Umsatz der Dehydrierungsreaktion
auf 51% nach 24 h nachgewiesen. Im Gegensatz dazu konnte durch Zugabe von
1.5 Aquivalenten TBHP keine signifikante Umsatzsteigerung gegeniiber dem

Vergleichsversuch beobachtet werden (Abbildung 7.11).



Vanadium-katalysierte Dehydrierung von N-Heterozyklen in Wasser 137

H (S)-D (10 mol%) t-Bu SN
N Oxidationsmittel (1.5 Aq.) N N o
~N
dH,0, RT, 24 h tBu OH
14a 15a
04M ()b

100 ~

90

80

704

Umsatz [%]

ohne H,0,
Oxidationsmittel [1.5 Aq.]

Abbildung 7.11. Untersuchung des Einflusses von Oxidationsmitteln auf die Dehydrierung von
2-Methyl-1,2,3,4-tetrahydrochinolin (14a) bei Raumtemperatur

AuBerdem wurde der Einfluss von Sauerstoff als mildes und umweltfreundliches
Oxidationsmittel auf die Dehydrierung von 1,2,3,4-Tetrahydrochinaldin (14a) bei der im
Rahmen der Optimierung standardmaBig verwendeten Reaktionstemperatur von 60 °C
evaluiert. Unter Sauerstoffatmosphére konnte ein signifikant gesteigerter Umsatz von 76%
gegenlUber der Reaktion unter Luftatmosphdre nachgewiesen werden. Aufgrund der
positiven Eigenschaften von Sauerstoff als mildes und einfach handhabbares
Oxidationsmittel wurde getestet, ob Sauerstoff ein geeignetes Oxidationsmittel zur
effektiven Dehydrierung von 2-Methyl-1,2,3,4-tetrahydrochinolin (14a) unter Einsatz des
Oxovanadium-Komplexes (S)-D mit hohen Umsétzen darstellt. Uber die Verldngerung der
Reaktionszeit auf 48 h konnte ein sehr guter Umsatz des Amins 14a zum gewinschten
Produkt 2-Methylchinolin (15a) von 91% ermittelt werden (Abbildung 7.12). Aufgrund

dessen wurde Sauerstoff als Oxidationsmittel fir eine effektive Dehydrierung ausgewahlt.

Die optimierten Reaktionsbedingungen zur Dehydrierung von 2-Methyl-1,2,3,4-
tetrahydrochinolin (14a) unter Einsatz des Oxovanadium-Komplexes (S)-D, die im
Rahmen dieser Arbeit ermittelt wurden, sind im Folgenden kurz zusammengefasst: 0.4 M
Substratkonzentration, 10 mol% Vanadium-Komplex (S)-D, 60 °C Reaktionstemperatur,

Sauerstoffatmosphare und 48 h Reaktionszeit.
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Abbildung 7.12. Untersuchung des Einflusses von Sauerstoff auf die Dehydrierung von 2-Methyl-
1,2,3,4-tetrahydrochinolin (15a) bei Raumtemperatur

7.3.4 Dehydrierung von 2-Methyl-1,2,3,4-tetrahydrochinolin
(14a) im 1 mmol MaBstab

Mit den optimierten Reaktionsbedingungen wurde die Dehydrierung von 2-Methyl-1,2,3,4-
tetrahydrochinolin (14a) im 10-fach vergroBerten LabormaBstab (2.5 mL) mit einer
Substratbeladung von 1 mmol durchgefiihrt. Nach einer Reaktionszeit von 48 h wurde das
Edukt 14a mit einem Umsatz von 86% zum entsprechenden Produkt dehydriert. Nach
saulenchromatographischer Aufreinigung wurde 2-Methylchinolin (15a) mit einer Ausbeute
von 66% und einer Reinheit von 99% (per 'H-NMR-Spektroskopie bestimmt) erfolgreich
isoliert (Schema 7.14). Das positive Ergebnis der Dehydrierung von 1,2,3,4-
Tetrahydrochinaldin (14a) im vergroBerten LabormaBstab zeigt die Anwendbarkeit und

Robustheit des etablierten Dehydrierungsprozesses auf.

-Bu

H (S)-D (10 mol%) +Bu
N 0, (1aim) ™S \NJ>:o
_ e dam)
dH,0, 60 °C, 48 h — oo
O OoH
14a 15a t-Bu
1 mmol 86% Umsatz
0.4 M 66% Ausbeute (S)D

Schema 7.14. Dehydrierung von 2-Methyl-1,2,3,4-tetrahydrochinolin (14a) im vergroBerten
LabormaBstab (2.5 mL)
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7.3.5 Untersuchungen zum Reaktionsmechanismus der

Vanadium-katalysierten Dehydrierung

Die herausragenden Ergebnisse zur Dehydrierung von 1,2,3,4-Tetrahydrochinaldin (14a)
motivierten die Autorin in Kooperation mit Sako, Takizawa und Sasai der Universitat Osaka
einen plausiblen Mechanismus flr die Dehydrierungsreaktion unter Einsatz des
Oxovanadium-Komplexes (S)-D zu postulieren. Hierzu wurden zundchst einige
Experimente durchgefiihrt um einen Eindruck zu erhalten, welches das Kupplungsprodukt
der Dehydrierungsreaktion ist. Grundsatzlich sind zwei bzw. drei Coprodukte denkbar. Zum
einen konnte Wasserstoff als Kupplungsprodukt entstehen. Eine weitere Mdglichkeit ist,
dass Sauerstoff im Rahmen der Dehydrierungsreaktion als Cosubstrat und somit als
Akzeptor von Wasserstoff bendtigt wird und Wasser bzw. Wasserstoffperoxid als
Kopplungsprodukt entsteht. Das Ziel war also zunachst Wasserstoff bzw. Wasser oder

Wasserstoffperoxid als Kupplungsprodukt der Dehydrierungsreaktion zu identifizieren.

Hierzu wurde die Dehydrierung von 1,2,3,4-Tetrahydrochinaldin (14a) mit dem
Vanadium-Komplex (S)-D im ersten Schritt unter inerten Reaktionsbedingungen bei einer
Reaktionstemperatur von 60 °C und einer Reaktionszeit von 24 h wiederholt. In diesem
Versuch konnte nur ein sehr geringer Umsatz von 2% zum Produkt 2-Methylchinolin (15a)

nachgewiesen werden (Schema 7.15).

H (S)-D (10 mol%) N t-Bu N
@Ej/ Argon (1 atm.) @Ej/ N o
__Argon(1atm) _
dH,0, 60 °C, 24 h ~ oo
O OH
14a 15a t-Bu
0.4 M 2% Umsatz

Schema 7.15. Dehydrierung von 2-Methyl-1,2,3,4-tetrahydrochinolin (15a) unter inerten
Bedingungen
Der sehr geringe Umsatz der Dehydrierung von 14a unter inerten Bedingungen ist im
Einklang mit den Beobachtungen der Autorin, dass der Reaktionsverlauf der Dehydrierung
unter Luftatmosphare vom Reaktionsgefal3 und damit vom Luftvolumen bzw. der Menge
an Sauerstoff Uber der Reaktionsmischung abhdngt (siehe Kapitel 7.3.2). Diese
Beobachtungen deuten darauf hin, dass Sauerstoff als Cosubstrat in der
Dehydrierungsreaktion bendétigt wird, um als Akzeptor von Wasserstoff zu dienen.

Demnach kann Wasserstoff als Kupplungsprodukt ausgeschlossen werden.

Um einen Eindruck zu erhalten, ob Wasser oder Wasserstoffperoxid als Kupplungsprodukt
der Dehydrierung von 1,2,3,4-Tetrahydrochinaldin (14a) entsteht, wurde wahrend der
Dehydrierungsreaktion mit Hilfe von Peroxid-Teststabchen auf Wasserstoffperoxid in der
Reaktionsldsung getestet. Sowohl nach einer Reaktionszeit und 4 h als auch nach 24 h
konnte kein Wasserstoffperoxid nachgewiesen werden. In einem Kontrollexperiment wurde

zudem die Stabilitat von Wasserstoffperoxid bei 60 °C unter Sauerstoffatmosphare
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Uberprift. Hierbei konnte sowohl nach 4 h als auch nach 24 h Wasserstoffperoxid
nachgewiesen werden. Dieses Experiment unterstitzt die Vermutung, dass Wasser als
Kupplungsprodukt entsteht, was jedoch nicht vollstandig bewiesen werden kann. Es ware
auch moglich, das Wasserstoffperoxid als Kupplungsprodukt entsteht, welches in geringen
Konzentrationen unter den Reaktionsbedingungen nicht stabil ist und daher direkt weiter
zu Wasser reduziert wird bzw. sich zu Wasser und Sauerstoff zersetzt. Alternativ kdnnte
Uber die Reduktion von Sauerstoff auch eine Peroxovanadium-Verbindung (als
H202-Derivat) gebildet werden, die unter Regeneration des Oxovanadium-Katalysators

Wasser freisetzt.

Diese Beobachtungen und Schliisse wurden bei der Postulierung eines plausiblen
Mechanismus zur Dehydrierung von 1,2,3,4-Tetrahydrochinaldin (14a) unter Einsatz des
Vanadium-Komplexes (S)-D berlcksichtigt. Im ersten Schritt des postulierten
Mechanismus erfolgt die Koordination des Amins 14a durch den Vanadium-Komplex zur
Bildung des Intermediats I unter Abspaltung von Wasser. Im nachsten Schritt erfolgt eine
Einelektronlbertragung (single electron transfer (SET)) des elektronenreichen Stickstoffs
auf den Vanadium-Komplex unter Bildung von II. Eine anschlieBende homolytische
Spaltung der C-H Bindung fuhrt zur Bildung eines Imins, welches aus dem
Oxovanadium-Komplex freigesetzt wird. Das Imin isomerisiert spontan Uber
1,4-Dihydrochinaldin zu 1,2-Dihydrochinaldin und es findet eine Oxidation des
Oxovanadium-Komplexes mit Sauerstoff statt, die zur Regeneration des
Vanadium-Komplexes (S)-D fiihrt. Die spontane Isomerisierung ist in Ubereinstimmung
mit quantenmechanischen Berechnungen von Sun et al.[3%0] Der regenerierte
Vanadium-Komplex kann unter Wasserabspaltung und Bildung des Komplexes III
daraufhin 1,2-Dihydrochinaldin koordinieren. Uber einen weiteren SET entsteht Komplex
IV, der im letzten Schritt unter Verbrauch von Sauerstoff zum (regenerierten)

Vanadium-Komplex (S)-D und 2-Methylchinolin (15a) umgesetzt wird (Schema 7.16).

Die Hypothese der Einelektronlibertragung des Vanadium-Amin-Komplexes stimmt mit der
These von Zhu et al.[378 fir die artverwandte Vanadium-katalysierte oxidative

Strecker-Reaktion Uberein.
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Schema 7.16. Vorschlag eines Reaktionsmechanismus zur Dehydrierung von 14a

7.3.6 Erweiterung des Substratspektrums

Im letzten Schritt wurde das Substratspektrum der von der Autorin etablierten
Dehydrierungsmethode untersucht. Hierzu wurden weitere Tetrahydrochinoline 14,
Tetahydrochinoxaline 16, 9,10-Dihydroacridin (17), 1,2,3,4-Tetrahydroisochinolin (18)
und 2-Methylpiperidin (19) als Substrate in der Dehydrierung unter Verwendung des
Vanadium-Komplexes (S)-D getestet (Abbildung 7.13). 1,2,3,4-Tetrahydrochinolin (14b)
und die Tetrahydrochinoline 14c und 14d, die verschiedene elektronenschiebende
Substituenten an der Position 6 tragen, wurden unter den optimierten
Reaktionsbedingungen mit dem Vanadium-Komplex (S)-D effizient dehydriert und zeigten
exzellente Umsdtze von 99-100% (Abbildung 7.13). Das elektronenarme
Tetrahydrochinolin 14e wurde unter Verwendung des Katalysators (S)-D ebenfalls
quantitativ. zum entsprechenden Produkt umgesetzt. Der Umsatz flr das
Tetrahydrochinolin 14f, mit einem elektronenziehenden und sterisch anspruchsvollen
Substituenten an der C6-Position, war hingegen mit 89% nach 48 h Reaktionszeit etwas
geringer (Abbildung 7.13).

AuBerdem wurden zwei Tetrahydrochinoxaline 16a-b mit unterschiedlichen Substituenten
an der Position 2 als Substrate in der Dehydrierung untersucht. Die entsprechenden
Chinoxaline mit einer Methylgruppe bzw. Phenylgruppe an der Position 2 wurden unter den
optimalen Reaktionsbedingungen in quantitativen Umsatzen erhalten (Abbildung 7.13).
9,10-Dihydroacridin (17) konnte mit dem Vanadium-Komplex (S)-D ebenfalls mit einem

hohen Umsatz von 82% effizient dehydriert werden, welches den Wert der etablierten
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Dehydrierungsmethode unter Verwendung des Vanadium-Katalysators (S)-D erneut
herausstellt (Abbildung 7.13).

Dartber hinaus wurden 1,2,3,4-Tetrahydroisochinolin (18) und 2-Methylpiperidin (19) als
Substrate untersucht. Allerdings konnte fiir diese beiden Edukte keine Bildung der

entsprechenden Produkte beobachtet werden (Abbildung 7.13).

(S)-D (10 mol%
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N HN
e o ) ot o e e 10

X dH,0, 60 °C, 24/48 h
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48 h: 100% Umsatz 48 h: 100% Umsatz 48 h: 82% Umsatz keine Produktblldung keine Produktblldung

Abbildung 7.13. Untersuchung des Substratspektrums der Dehydrierung von Stickstoff-
Heterozyklen unter Verwendung des Vanadium-Komplexes (S)-D

Aus diesen Ergebnissen zur Erweiterung des Substratspektrums der Dehydrierung mit dem
Vanadium-Komplex (S)-D schloss die Autorin, dass ein Aryl-substituiertes Amin eine

strukturelle Voraussetzung flir die etablierte Dehydrierungsreaktion darstellt.

In diesem Teilprojekt konnte eine effiziente Vanadium-katalysierte Dehydrierung fiir eine
Reihe von Stickstoff-Heterozyklen erfolgreich etabliert werden. Die entwickelte Methode
beruht auf der Verwendung von Vanadium als ginstigem und uneingeschrankt
verfigbarem Metall, die unter milden Bedingungen in Wasser als sicherem und glinstigem
Reaktionsmedium ablauft. Diese Katalysemethode wurde zudem erfolgreich auf die
Dehydrierung von Tetrahydrochinolinen, Tetrahydrochinoxalinen und 9,10-Dihydroacridin

angewandt und es konnte ein Reaktionsmechanismus postuliert werden.

Dieses Projekt wurde groBtenteils im Rahmen eines Forschungsaufenthaltes in der
Arbeitsgruppe von Sasai am Institute of Scientific and Industrial Research (ISIR) der
Universitat Osaka durchgeftihrt und die Ergebnisse dieses Kooperationsprojektes wurden
gemeinsam mit den Kollegen der Arbeitsgruppe um Sasai in Organic Letters publiziert:
N. Zumbragel, M. Sako, S. Takizawa, H. Sasai, H. Grbéger, Org. Lett. 2018, 20, 4723-
4727.1379]
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7.4 Ausblick

Die im Rahmen dieses Projektes etablierte Methode zur Dehydrierung von
Stickstoff-Heterozyklen unter Verwendung des Vanadium-Komplexes (S)-D konnte
erfolgreich auf die Dehydrierung von Tetrahydrochinolinen 14, Tetrahydrochinoxalinen 16
und 9,10-Dihydroacridin (17) angewandt werden. Allerdings ist diese Methode auf
Aryl-substituierte Amine beschrankt. Eine Optimierung des Vanadium-Katalysators mit
dem Ziel der Etablierung einer Dehydrierung nicht Aryl-substituierter Amine ware in
Zukunft interessant, kénnte allerdings aufgrund der vermuteten Instablilitat der mono-
und dinuklearen Vanadium-Komplexe in Gegenwart stark basischer Amine wie nicht Aryl-
substituierter Amine eine groBe Herausforderung darstellen. AuBerdem ware eine
Kombination aus Racematspaltung der zyklischen Amine und der Dehydrierung von
groBem Interesse. Dies kénnte durch eine Optimierung des Vanadium-Komplexes erreicht
werden, sodass lediglich ein Enantiomer des Amins dehydriert wird bzw. bevorzugt
umgesetzt wird. So koénnten in einer Reaktion zwei bedeutende Produkte, ein
enantiomerenreines zyklisches Amin und einen aromatischer Stickstoff-Heterozyklus

erhalten werden, wenn auch nur jeweils mit einer maximalen Ausbeute von 50%.
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8. ZUSAMMENFASSUNG

In dieser Arbeit wurde die Synthese von Stickstoff-Heterozyklen unter Einsatz einer
Vielzahl nachhaltiger Synthese- und Katalysemethoden in flnf Projekten adressiert. Hierzu
wurden insbesondere die Biokatalyse, Vanadium-Katalyse und Heterozyklenchemie

angewandt.

Im ersten Teil der Arbeit lag der Fokus auf der Optimierung und Prozessentwicklung von
IRED-katalysierten Reaktionen, welche als Grundlage fir alle weiteren biokatalytischen
Umsetzungen im Rahmen dieser Arbeit diente. Anhand der Reduktion von 1-Methyl-3,4-
dihydroisochinolin (1) wurden zundachst die Reaktionsparameter optimiert und die Kinetik
der Modellreaktion im Detail untersucht. Mit dem Ziel einen effizienten Prozess zu
entwickeln, wurden daraufhin drei verschiedene Ganzzell-Katalysatoren konstruiert und
evaluiert. Das Zwei-Plasmid-System wurde als bestes Konstrukt ausgewahlt, welches tber
die Wahl der Vektoren ein ,Feintuning" in der Expression der Iminreduktase und der
Glucose-Dehydrogenase, die zur in situ-Regeneration des Cofaktors NADPH verwendet
wurde, erlaubt (Abbildung 8.1A). In praparativen Biotransformationen wurde die
biokatalytische Reduktion des zyklischen 1Imins 1 erfolgreich bis zu einer
Substratkonzentration von 100 mM bei einer geringen Biokatalysatorbeladung von 0.1 g
lyophilisierten Zellen pro mmol Substrat mit einem exzellenten Umsatz von 96% und einem
exzellenten Enantiomereniiberschuss von > 99% ee zugunsten des (R)-Enantiomers von 2
etabliert (Abbildung 8.1B).

A B cn CH;
IRED20
=N 1 NH
IRED \\ m
PET-22b(+) PACYCDuet-1 1 (R)-2
100mM  NADPH E. coli GZK1 {=INADP* 96% Umsatz
145gL" 10 mg mL"" >99% ee
GZK1 58% Ausbeute
D-Glucose ] D-Gluconolacton

GDH

Abbildung 8.1. Prozessentwicklung der IRED-katalysierter Reduktion von 1-Methyl-3,4-
dihydroisochinolin (1) A Verwendeter Ganzzell-Katalysator B Reduktion des Imins 1 bei einer
Substratkonzentration von 100 mM

Der Fokus im zweiten Teil der Arbeit lag auf der biokatalytischen Darstellung von schwefel-
und sauerstoffhaltigen zyklischen Aminen als bedeutende Strukturmotive. Nach
groBtenteils erfolglosen Versuchen konnte im Rahmen dieser Arbeit die erste hoch
enantioselektive Methode zur Reduktion von 3-Thiazolinen 3 Uber eine biokatalytische
Reduktion unter Einsatz von Iminreduktasen etabliert werden. Alle untersuchten
3-Thiazoline 3a-h wurden mit einer exzellenten Produktselektivitdt ohne Bildung von

Nebenprodukten und guten Umsdtzen zu den entsprechenden Aminen umgesetzt. Alle
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prochiralen 3-Thiazoline 3c-f konnten zudem mit exzellenten Enantioselektivitaten (> 96%

ee) zu den entsprechenden (S)-3-Thiazolidinen 4c-f umgesetzt werden (Schema 8.1).

R! R!

RTN R2 IRED R® 7—NHR2
R3 SXRZ R3 SXRZ
3b-f 100 mM KP; pH 7, 4b-f

20 mM NADPH 30°C,24 h NADP*
D-Glucose \ D-Gluconolacton

GDH

ausgewahlte Beispiele
Ny "
s SO N0
3d 3e 3f

82% Umsatz
99% ee (S)

3b 3c
83% Umsatz  89% Umsatz
99% ee (S)

87% Umsatz
99% ee (S)

98% Umsatz
96% ee (S)

Schema 8.1. Biokatalytische Reduktion zur (enantioselektiven) Darstellung von 3-Thiazolidinen

In einer Prozessentwicklung wurde zudem die Effizienz dieser biokatalytischen Technologie
anhand der Reduktion des spiro-3-Thiazolins 3f bei einer Substratbeladung von 18 g L!
demonstriert (99% Umsatz, 99% ee) (Schema 8.2A) und eine effiziente Reduktion
2-monosubstituierter 3-Thiazoline mit einem Umsatz von 96% wurde im semipraparativen
MaBstab realisiert (Schema 8.2B).

A “

QN IRED08 >(NH
) <)
3f E. coli GZK (S)-4f

100 MM NADPH ::> 99% Umsatz
18 g L1 99% ee
78% Ausbeute
D-Glucose ] D-Gluconolacton
GDH
B
Ng - Nt
s s
rac-39 rac-49g
60mM  NADPH > C{INADP*  96% Umsatz
D-Glucose ] D-Gluconolacton

Schema 8.2. Biotransformationen von 3-Thiazolinen im A praparativen MaBstab (40 mL)
B semipraparativen MaB3stab (10 mL)

AuBerdem wurde die Methode erfolgreich auf die Reduktion von 2H-1,4-Benzothiazinen 5
als weitere Vertreter der schwefelhaltigen zyklischen Imine angewandt (Schema 8.3) und
in DFT-Berechnungen konnten die beobachteten unterschiedlichen Aktivitdten zur
Reduktion der 3-Thiazoline 3 und 2H-1,4-Benzothiazine 5 nachvollzogen werden. Die

Plattformtechnologie zur Reduktion schwefelhaltiger zyklischer Imine unter Einsatz von
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Iminreduktasen konnte im Rahmen weiterer Arbeiten zudem auf 2H-1,4-Benzoxazine 7 als
sauerstoffhaltige zyklische Imine Gbertragen werden (Schema 8.3). Die im Rahmen dieses
Projekts etablierte biokatalytische Methode stellt daher eine vielseitig anwendbare

Technologie zur Reduktion von S- und O-haltigen zyinschen Iminen dar.

|
No R IRED
L oder
X 100 mM KP; pH 7,

5a-c: X =S N )-6a-c: X =S GacX S
7a-b: X =0 NADPH NADP (S) -8a-b: X =S (R) -8a-b: X =0
20 mM \
D-Glucose D-Gluconolacton

GDH

ausgewahlte Beispiele

o ol o ol A

> 99% Umsatz 95% Umsatz 50% Umsatz > 99% Umsatz 84% Umsatz
91% ee (R) 99% ee (R) 99% ee (S) 26% ee (R)

Schema 8.3. IRED-katalysierte Reduktion von 2H-1,4-Benzothiazinen und 2H-1,4-Benzoxazinen

Im dritten Teil dieser Arbeit wurde die biokatalytische Reduktionstechnologie zur
enantioselektiven Darstellung von 3-Thiazolidinen in einer Eintopf-Synthese mit der
Degussa-Variante der Asinger-Reaktion verkntpft. Insgesamt wurde fir zwei Prozesse, die
eine Darstellung des 3-Thiazolidins (S)-4f ausgehend von einfachen und kostengunstigen
Startmaterialien in einem Topf ermdglichen, jeweils ein Proof of Concept entwickelt
(Abbildung 8.2A).

A
o NH; O -,
. Asnnger Synthese ﬁ» IRED-Reduktion —NH
cl pH ~ 12 )@ S oH=7\ >Q)Q
NaSH
NADPH +
NADP (S)-4f
nicht |soI|ert
B Kompartimentierte Eintopf-Synthese C Sequentielle Eintopf-Synthese
PDMS Hilse >(NH
e
Asinger
Synthese T
Asinger
IRED-Reduktion \ Synthese
T
> 99% Umsatz (Biokat.) > 99% Umsatz (Biokat.)
13% Gesamtumsatz 26% Gesamtumsatz
12% isolierte Ausbeute 26% isolierte Ausbeute
99% ee (S) 99% ee (S)

Abbildung 8.2. A VerknlUpfung der Asinger-Synthese mit der IRED-katalysierten Reduktion in
einer Eintopf-Synthese B Kompartimentierte Eintopf-Synthese C Sequentielle Eintopf-Synthese

Zum einen wurde eine kompartimentierte Eintopf-Synthese unter Anwendung von
PDMS-Hllsen etabliert, mit der das 3-Thiazolidin (S)-4f mit einer isolierten
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Gesamtausbeute von 12% erhalten wurde (Abbildung 8.2B). Zum anderen wurde eine
sequentielle Eintopf-Synthese entwickelt liber die (S)-4f mit einer verbesserten isolierten
Gesamtausbeute von 26% erhalten wurde (Abbildung 8.2C). Die biokatalytische Reduktion
des 3-Thiazolins 3f zeigte in beiden Prozessen jeweils quantitativen Umsatz, was die

Robustheit der in dieser Arbeit etablierten Reduktionstechnologie erneut unterstreicht.

Im vierten Teil dieser Arbeit wurden Studien zur biokatalytischen Darstellung von
Hydrazinen bzw. Pyrazolidinen als weiteres wichtiges Strukturmotiv am Beispiel der
enantioselektiven Reduktion von Hydrazonen unter Einsatz von IREDs durchgefiihrt. Im
Rahmen dieser Arbeit konnte jedoch keine Iminreduktase zur Reduktion der Hydrazone 10
zu den entsprechenden Hydrazinen 11 identifiziert werden, sodass die im Rahmen dieser
Arbeit untersuchten Iminreduktasen nicht geeignet erscheinen zur enantioselektiven

Darstellung von Hydrazinen 11.

Der Fokus im flnften Teil dieser Arbeit lag auf der Entwicklung einer
Vanadium-katalysierten Dehydrierung von  Stickstoff-Heterozyklen unter milden
Reaktionsbedingungen. Mit dem mononuklearen Vanadium-Komplex (S)-D konnte im
Anschluss an ein Katalysator-Screening und die Optimierung der Reaktionsbedingungen
eine effiziente Dehydrierung von 2-Methyl-1,2,3,4-tetrahydrochinolin (14a) etabliert
werden, die einen Umsatz von 86% zum gewilinschten Produkt ohne Bildung von
Nebenprodukten bei einer Substratbeladung von 1 mmol im 2.5 mL MaBstab zeigte.
Zudem wurde das Produkt 15a mit einer Ausbeute von 66% isoliert (Schema 8.4).
AuBerdem wurde ein Mechanismus flr die Vanadium-katalysierte Dehydrierung von 14a
postuliert und die Methode wurde erfolgreich auf die Dehydrierung weiterer
Tetrahydrochinoline 14, Tetrahydrochinoxaline 16 und 9,10-Dihydroacridin (17)

angewandt.
t-Bu
H (S)-D (10 mol%) N +Bu
©/\J/ O, (1 atm.) @;j/ SN o
_celiam)
dH,0, 60 °C, 48 h / oo
O OH
14a 15a t-Bu
1 mmol 86% Umsatz
0.4 M 66% Ausbeute (S)D

Schema 8.4. Vanadium-katalysierte Dehydrierung von 15a im 2.5 mL MaBstab
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0. ABSTRACT

This thesis focuses on the synthesis of nitrogen heterocycles in five projects by using a
range of sustainable synthetic and catalytic methods, applying in particular biocatalysis,

heterocyclic chemistry and vanadium catalysis.

The first part of the thesis deals with the optimization and process development of
IRED-catalyzed reactions, which represents a basis for all biocatalytic reactions using imine
reductases in this work. The optimization of the reaction conditions was performed for the
reduction of 1-methyl-3,4-dihydroisoquinoline (1) and the enzyme kinetics of this model
reaction was examined in detail afterwards. Toward the design of an efficient process,
three different whole-cell catalysts were constructed and examined. The whole-cell catalyst
containing the gene for the imine reductase and the gene for the glucose dehydrogenase,
which is used for in situ-regeneration of the cofactor NADPH, on different plasmids was
chosen as best catalyst, allowing a fine-tuning in the expression of both enzymes
(Figure 9.1A). The biocatalytic reduction of the cyclic imine 1 was successfully performed
up to a substrate concentration of 100 mM at a low biocatalyst loading of 0.1 g lyophilized
cells per mmol substrate, showing excellent conversion of 96% and excellent

enantioselectivity (> 99% ee) towards the (R)-enantiomer of 2 (Figure 9.1B).

A B CH3 CH3
IRED20
>N 1 NH
IRED \ m
PET-22b(+) PACYCDuet-1 1 (R)-2
100mM  NADPHL—)> E. coli GZK1 {=INADP* 96% conversion
145gL" 10 mg mL" > 99% ee
GZK1 58% isolated yield
D-glucose ] D-gluconolactone
GDH

Figure 9.1. Process development of the IRED-catalyzed reduction of 1-methyl-3,4-
dihydroisoquinoline (1) A best whole-cell catalyst B reduction of imine 1 at a substrate
concentration of 100 mM

The second part of this thesis focuses on the biocatalytic synthesis of sulfur- and
oxygen-containing cyclic amines, representing distinguished structural motifs in life science
molecules. After mostly unsuccessful attempts, the first highly enantioselective method for
the reduction of 3-thiazolines 3 was established in this thesis, which is using imine
reductases as a biocatalyst. All examined 3-thiazolines 3a-h were converted to the
corresponding amines with perfect product selectivity and good conversions, avoiding any
side reactions. Moreover, the prochiral 3-thiazolines 3c-f were converted to the
corresponding (S)-3-thiazolidines 4c-f with excellent enantioselectivities (> 96% ee)
(Scheme 9.1).
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RTN R2 IRED R® 7—NHR2
R3 SXRz R3 R2
3b-f 100 mM KP; pH 7, 4b-f
20 mM NADPH 30°C.24h 0.
D-glucose \ D-gluconolactone

GDH

selected examples

MO N Y 0D

3b 3c
83% conv. 89% conv. 82% conv. 87% conv. 98% conv.
99% ee (S) 99% ee (S) 99% ee (S) 96% ee (S)

L J

Scheme 9.1. Biocatalytic reduction for the (enantioselective) synthesis of 3-thiazolidines

The efficiency of the established biocatalytic technology was demonstrated in a process
development for the reduction of the spiro-cyclic compound 3f at a substrate loading of
18 g L' showing excellent conversion and enantioselectivity (99% conversion and 99% ee)
(Scheme 9.2A). Moreover, an efficient reduction of 2-monosubstituted 3-thiazolines was

realized on semi-preparative scale, showing 96% conversion towards the corresponding

amine (Scheme 9.2B).

A -,

Ny N g
D, 0
3f (S)-4f

100 MM  NADPH ::> 99% conv.
18 gL’ 99% ee
78% isolated yield
D-glucose ] D-gluconolactone
GDH
B

NG - X
s % a
rac-3g

rac-49
60mM  NADPH ) {INADP*  96% conv.

D-glucose T D-gluconolactone

GDH

Scheme 9.2. Biotransformation of 3-thiazolines A on preparative scale (40 mL)

B on semi-preparative scale (10 mL)

Moreover, the biocatalytic method was successfully applied for the reduction of other
sulfur-containing cyclic imines such as 2H-1,4-benzothiazines 5 (Scheme 9.3) and the
different activities for the reduction of 3-thiazolines 3 and 2H-1,4-benzothiazines 5 could
be understood by means of DFT calculations. The developed platform technology for the
biocatalytic reduction of sulfur-containing cyclic imines was also successfully applied

towards reduction of  oxygen-containing cyclic imines, exemplified by
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2H-1,4-benzoxazines 7 (Scheme 9.3). The established biocatalytic method therefore

represents a versatile technology for the reduction of S- and O-containing cyclic imines.

H H
N R IRED N._R' N_.R’
L L UL« L&
X 100 mM KP; pH 7, X X

5a-c:X=S 30 °C . (S)-6a-c: X =S (R)-6a-c: X =8
7a-b:X=0 NADPH NADP (S)-8a-b: X =S (R)-8a-b: X =0
20 mM \
D-glucose D-gluconolactone
GDH

selected examples

ot ot o o G

> 99% conv. 95% conv. 50% conv. > 99% conv. 84% conv.
91% ee (R) 99% ee (R) 99% ee (S) 26% ee (R)

Scheme 9.3. IRED-catalyzed reduction of 2H-1,4-benzothiazines and 2H-1,4-benzoxazines

The third part of this work focuses on merging Asinger-type multicomponent reaction and
biocatalytic imine reductions towards synthesis of 3-thiazolidines 4 in one-pot. Proof of
concepts for two different processes were developed for the synthesis of the 3-thiazolidine
(S)-4f starting from easy and low-cost starting materials in one-pot (Figure 9.2A). On one
hand, a compartmentalization approach using PDMS thimbles was established, yielding
(S)-4f with 12% overall isolated yield (Figure 9.2B). On the other hand, a sequential
approach was used, yielding (S)-4f with an improved overall isolated yield of 26%
(Figure 9.2C). Quantitative conversion was observed for the biocatalytic step in both

processes, which underlines the efficiency of the established biocatalytic method.

A

o NH; O biocatalytic .
% . Asinger synthesis Q:N imine reduction >Z>NH
—_—
cl - ¢ pH ~ 12 S)Q S oH= 17N S)Q
a
NADPH +
3f NADP (S)-4f
not isolated
B compartmentalization approach C sequential approach

PDMS thimble >Z»NH

Asinger
synthesis T IRED
Asinger + i
IRED reduction ot reduction
T
> 99% conv. (biocat.) > 99% conv. (biocat.)
13% overall conv. 26% overall conv.
12% isolated yield 26% isolated yield
99% ee (S) 99% ee (S)

Figure 9.2. A Merging Asinger synthesis and IRED-catalyzed reduction in one-pot processes
B Compartmentalization approach C Sequential approach
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In the fourth part of this work the biocatalytic synthesis of hydrazines/pyrazolidines as
important structural motifs was examined exemplified by the reduction of hydrazones using
IREDs. Unfortunately, it was not possible to identify an imine reductase, which is
performing the enantioselective reduction of hydrazones 10 to the corresponding
hydrazines 11. Accordingly, the IREDs tested in this work do not represent valuable

catalysts for the enantioselective synthesis of hydrazines 11.

The fifth part of this thesis focuses on the development of a vanadium-catalyzed
dehydrogenation of nitrogen heterocycles under mild reaction conditions. An efficient
dehydrogenation of 2-methyl-1,2,3,4-tetrahydroquinoline (14a) using the mononuclear
vanadium complex (S)-D was realized after a catalyst screening and optimization of the
reaction conditions, showing 86% conversion towards the desired product 15a without any
side reactions at a substrate loading of 1 mmol on 2.5 mL scale. Moreover, the product
15a was obtained with 66% isolated yield (Scheme 9.4). Furthermore, a plausible reaction
mechanism for the vanadium-catalyzed dehydrogenation of 14a was proposed and the
technology = was  successfully applied towards dehydrogenation of other

tetrahydroquinolines 14, tetrahydroquinoxalines 16 and 9,10-dihydroacridine (17).

-Bu

H (S)-D (10 mol%) +Bu
©/\Nj/ 0, (1 atm.) @;Nj/ \N/gzo
_ O(tatm)
dH,0, 60 °C, 48 h / 00
O OH
14a 15a t-Bu
1 mmol 86% conv.
04 M 66% isolated yield (Syb

Scheme 9.4. Vanadium-catalyzed dehydrogenation of 15a on 1 mmol scale
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10. EXPERIMENTELLER TEIL

10.1  Allgemeine chemische Methoden

Allgemeines

Alle Reaktionen mit hydrolyse- oder sauerstoffempfindlichen Reagenzien bzw. Produkten
wurden in ausgeheizten Glasapparaturen unter Argonatmosphdre und Anwendung der
Schlenk-Technik durchgefiihrt. Die zum Transfer der Ldsungsmittel und Reagenzien
verwendeten Spritzen und Kantlen wurden zuvor mehrmals mit Argon gespult. Analytische
Biotransformationen wurden in EppendorfgefaBen in den Thermomixern comfort von
Eppendorf und MT100 von Universal-Labortechnik durchgefiihrt. Praparative
Biotransformationen, die eine Konstanthaltung des pH-Wertes erforderten, wurden mit

dem pH-Stat Gerat TitroLine® alpha plus von SI Analytics durchgefiihrt.

Chemikalien

Kommerziell erhaltliche Reagenzien und Chemikalien wurden von Acros Organics, Alfa
Aesar, ABCR, Carl Roth, Deutero, Fluorochem, Gerbu, Merck, Oxchem, Sigma-Aldrich,
VWR, Fisher Scientific, TCI in hdochster Reinheit erworben und ohne weitere Aufreinigung
verwendet. Ethylacetat und Cyclohexan wurden in technischer Reinheit erworben und vor
der Benutzung destilliert. Wasser wird als deionisiertes Wasser (dH20) bzw. Milli-Q®
Wasser verwendet. Milli-Q® Wasser wurde aus deionisiertem Wasser mittels einer Milli-Q®

Reinstwasseranlage von Merck erhalten.

Saulenchromatographie

Saulenchromatographie wurde mit Kieselgel von Macherey-Nagel (KorngréBe 40-63 um)
bei leichtem Uberdruck oder unter Verwendung des Biotage® ,Isolera One"
Saulenchromatographiesystems durchgefihrt. Die verwendeten Laufmittel sind jeweils in

Volumenverhaltnissen (v/v)angegeben.

Diinnschichtchromatographie

Dunnschichtchromatographie wurde mit DC Aluminiumfolien ALUGRAM® SILG/UV (0.2 mm
Kieselgel mit Fluoreszenz-Indikator) der Firma Macherey-Nagel durchgefiihrt. Die Analyse
erfolgte mit UV-Licht bei 254 nm oder mit Kaliumpermanganat als Tauchreagenz und

anschlieBender Warmebehandlung.
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Kernmagnetresonanz (NMR)-Spektroskopie

NMR-Spektren wurden mit den Spektrometern Bruker Advance II 500, Bruker Advance III
500HD und JEOL JMN ECS400 FT NMR bei einer Frequenz von 500 bzw. 400 MHz (*H) oder
125 bzw. 100 MHz (*3C) aufgenommen. Die chemischen Verschiebungen (9) sind in parts
per million [ppm] angegeben Zur Kalibrierung wurde der Restprotonengehalt von
Deuterochloroform (*H: 6 = 7.26 ppm, 13C: 0 = 77.16 ppm) bzw. Deuteromethanol (H:
0 = 3.31 ppm, 13C: & = 49.00 ppm) als interner Standard benutzt.[38% Die Kopplungen (J)
sind in Hertz (Hz) angegeben. Die Multiplizitadt der Signale ist in Klammern angegeben und
wird wie folgt abgeklirzt: s = Singulett, d = Dublett, dd = Dublett von Dublett,
dt = Dublett von Triplett, t = Triplett, td = Triplett von Dublett, g = Quartett,
quint = Quintett, m = Multiplett. Die erhaltenen Daten wurden mit der Software

MestReNova 8.1 (Mestrelab Research) ausgewertet.

Massenspektrometrie

Nano-ESI (Elektrospray-Ionisation) Massenspektren wurden mit dem Esquire 3000
Ionenfallen-Massenspektrometer von Bruker Daltonik GmbH, ausgestattet mit einer
Standard Nano-ESI Quelle, aufgenommen. Die Proben wurden (ber ein statisches
Nano-ESI mittels gezogenen Glas-Emitter zerstaubt. Stickstoff wurde als Zerstaubungs-
und Trocknungsgas verwendet und mittels eines Stickstoff Generator NGM 11 von Bruker
erzeugt. Helium wurde als Klihlgas fir die Ionenfalle verwendet. Die Spektren wurden mit
der Software Bruker Daltonik esquireNT 5.2 esquireControl per Akkumulation und
Mittelwertbildung der einzelnen Spektren aufgenommen und mit der Software
DataAnalysis™ 3.4 prozessiert. AuBerdem wurden Nano-ESI Massenspektren mit dem
Q-IMS-TOF Massenspektrometer Synapt G2Si von Waters im Auflésungsmodus
aufgenommen. Stickstoff wurde als Zerstaubungs- und Trocknungsgas verwendet und
mittels eines Stickstoff Generator NGM 11 von Bruker erzeugt. Die Proben wurden Uber ein
statisches Nano-ESI mittels gezogenen Glas-Emitter zerstaubt. Die Massenachse wurde
extern mit GluFib Fragmentionen als Kalibrationsstandard kalibriert. Datenakkumulation
und Prozessierung erfolgte mit der Software MassLynx 4.1 von Waters.

HRMS-ESI Massenspektren wurden mit dem Agilent 6220 Flugzeit-Massenspektrometer
von Agilent Technologies im erweiterten Dynamikbereich, ausgestattet mit einer Dual-ESI
Quelle, bei einer Emitter-Spannung von 2.5 kV durchgefiihrt. Stickstoff wurde als
Zerstaubungs- und Trocknungsgas verwendet und Uber einen Stickstoff Generator NGM 11
von Bruker erzeugt. Die Proben wurden uber ein 1200 HPLC System von Agilent
Technologies, ausgestattet mit einer C18 Chromatographiesdule (Hypersil Gold, Lange:
50 mm, Durchmesser: 2.1 mm, PartikelgréBe: 1.9 pum) mit Hilfe eines kurzen Gradienten
(in 4 min von 0% B zu 98% B, zurtick zu 0% B in 0.2 min, Gesamtlaufzeit: 7.5 min) bei

einer Flussrate von 250 yL min! und einer Saulenofentemperatur von 40 °C aufgetragen.
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Das HPLC Solvens A besteht aus 94.9% Wasser, 5% Acetonitril und 0.1% Ameisensaure,
Solvens B aus 5% Wasser, 94.9% Acetonitril und 0.1% Ameisensaure. Die Massenachse
wurde extern mit einem ESI-L Tuning Mix von Agilent Technologies als Standard kalibriert.
Die Spektren wurden mit der Software MassHunter Workstation Acquisition B.04.00 von
Agilent Technologies aufgenommen und mit der Software MassHunter Qualitative Analysis
B.07.00 von Agilent Technologies prozessiert.

EI Massenspektren wurden mit dem Autospec X doppelt fokussierenden Magnet-Sektorfeld
Massenspektrometer mit EBE Geometrie von Vacuum Generators, ausgestattet mit einer
Standard EI-Quelle, aufgenommen. Die Proben werden (ber die Tiegelverdampfung
eingebracht. Die Ionen werden mit 8 kV im EI Modus beschleunigt. Die Massenachse wurde
extern mit Perfluorkerosin (PFK) als Kalibrationsstandard kalibriert. Die Spektren wurden
mit der Software OPUS (V3.6, Micromass 1998) uber die Akkumulation und

Mittelwertbildung der einzelnen Spektren aufgenommen und prozessiert.

High Performance Liquid Chromatography (HPLC)

HPLC-Messungen wurden mit dem LC2000 SFC-HPLC-System von Jasco (Pumpen
PU-2080Plus, automatischer Rickdruckregler BP-2080Plus, Sdulenthermostat
CO-2060Plus, Multiwellenldngen-Detektor MD-2010Plus und Autosampler AS-2059Plus)
durchgefiihrt. Die Auftrennung der Proben erfolgte mit Chiralpak® S&aulen von Daicel. Die
Auswertung der Chromatogramme erfolgte mit der Software Galaxy Chromatography Data

System.

Gaschromatographie (GC)

Es wurde das Gaschromatographie-System GC-2010 Plus mit AOC-20i/s Auto
Injektor/Auto Sampler von Shimadzu mit Stickstoff als Tragergas verwendet. Zur Analyse
wurde die Sdule ZB-5MSi von Phenomenex (30 m x 0.25 mm x 0.25 uym; N2; Linear
Velocity: 46.9 cm s!; Split Modus 1:10; Total Flow: 28.8 mL min'!; Purge Flow: 3.0 mL

mint; Column Flow: 2.34 mL min-!; Druck: 140.4 kPa) verwendet.

Drehwert-Bestimmung

Die Bestimmung von Drehwerten erfolgte mit dem Polarimeter Model 341 von PerkinElmer

Instruments.

Schmelzpunkt-Bestimmung

Unkorrigierte Schmelzpunkte wurden mit dem Melting Point B-840 von Bichi bestimmt.
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10.2 Allgemeine  biochemische  Methoden und
verwendete Losungen

Baketerienstamme

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die beiden Bakterienstamme E. coli BL21(DE3)

(Expressionsstamm) und E. coli DH5a (Lagerstamm) verwendet.

Gene, Plasmide und Enzyme

Die Plasmide mit den Genen der Iminreduktasen wurden von Dr. Hans Iding und Dr. Dennis
Wetzl (F. Hoffmann-La Roche AG) zur Verfligung gestellt. Die ganzen Zellen aus
Hochzelldichtefermentation der Glucose-Dehydrogenase aus Bacillus subtilis wurden von
Dr. Daniel Bakonyi zur Verfligung gestellt. Die Restriktionsendonukleasen, T4-DNA-Ligase

wurden von Thermo Scientific bezogen.

Tabelle 10.1. Ubersicht der verwendeten Plasmide

Plasmid Resistenz
pET-22b(+) Carbenicillin
pACYCDuet-1 Chloramphenicol

pETDuet-1 Carbenicillin

Antibiotika und IPTG

Tabelle 10.2. Ubersicht der verwendeten Antibiotika

Stammkonzentration Endkonzentration
Carbenicillin 100 mg mL? 100 pyg mL?
Chloramphenicol 34 mg mL! 34 uyg mLt
IPTG 1M 0.5 mM

Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

PCRs wurden mit dem Labcycler Compact Gradient von Sensoquest durchgeflihrt. Die

Phusion-Polymerase und dNTPs wurden von Thermo Scientific bezogen.

Agarose-Gelelektrophorese

Agarose-Gelelektrophorese  wurde mit 1%igen Agarosegelen in  TBE-Puffer

(Zusammensetzung siehe Tabelle 10.3) unter Verwendung des Fluoresezenzfarbstoffs
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GelRed® Nucleic Acid Gel Stain 10.000x, der in 1-facher Endkonzentration eingesetzt wird,
und des Markers Roti-GelStain von Carl Roth mit dem PowerPac Basic Power Supply von

BioRad durchgefiihrt. Die Dokumentation erfolgte mit Gel iX20 Imager von Intas.

Tabelle 10.3. Zusammensetzung des TBE-Puffers flir Agarose-Gelelektrophorese

Puffer Zusammensetzung
445 mM Tris-Base

445 mM Borsaure
10 mM EDTA
1L dH20

TBE-Puffer (5x)

Photometrische Bestimmung der DNA- und Protein-Konzentration

Die Bestimmung von DNA-Konzentrationen und Konzentrationen von aufgereinigten
Proteinen wurde mit Hilfe des NanoDrop One Microvolume UV/Vis Spektrophotometer von
Thermo Scientific durchgefiihrt. Die Proteinkonzentrationen von Zellrohextrakten wurden
mit dem Bradford-Assay mit BSA als Proteinstandard und Vermessung der Proben mit dem

Spektrophotometer Multiskan GO von Thermo Scientific bei 595 nm bestimmt.

Medien

Tabelle 10.4. Ubersicht und Zusammensetzung der Medien

Medium Zusammensetzung

25 g LB-Medium

15 g Agar
LB-Agar-Nahrmedium 1L dH20
pH 7
autoklaviert
25 g LB-Medium
1L dH20
pH 7
autoklaviert
50.8 g TB-Medium
4 mL Glycerin
1L dH20
autoklaviert
267 mL TB-Medium
AI-Ndhrmedium 30 mL Lactose (20 g L'1)
3 mL pD-Glucose (50 g L)

LB-Nahrmedium

TB-Nahrmedium
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Zentrifugation

Zentrifugation von 15 und 50 mL Falcon-Tubes erfolgte mit der Multifuge 3S-R von
Heraeus. EppendorffgefaBe (0.5, 1.5 und 2.0 mL) wurden mit der CT 15RE von Himac

zentrifugiert.

Puffer zur Proteinaufreinigung per Ni-NTA

Tabelle 10.5. Zusammensetzung der Puffer

Puffer Zusammensetzung

50 mM KPi pH 7

Aufschluss-Puffer 20 mM Imidazol
300 mM NacCl

50 mM KPi pH 7

Wasch-Puffer 40 mM Imidazol
300 mM NaCl

50 mM KPi pH 7

Elutions-Puffer 300 mM Imidazol
300 mM NacCl

Marker

A kDa 5 (kb)
-~180 -10
130
100

- ~55
- ~40
- ~35

- ~25

- ~15

Gel

Abbildung 10.1. A SDS-GroBenstandard (Page Ruler Prestained Protein Ladder von Thermo
Scientific) B Agarosegel-GréBenstandard (Roti-GelStain von Carl Roth)

Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

SDS-Gelelektrophorese wurde im Kammersystem Mini-Protean Tetra Cell von BioRad und

dem Elektrophorese Power Supply-EPS301 von GE Healthcare durchgefiihrt.
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Tabelle 10.6. Zusammensetzung der Lésungen fir die SDS-PAGE

Losung Zusammensetzung

5.0 mL Acrylamid (Rotiphorese)
2.5 mL Tris-HCI (1.5 M, pH 8.8)
2.4 mL dH20
100 pL SDS 10%ig
10 yL TEMED
100 uL APS 10%ig
0.83 mL Acrylamid (Rotiphorese)
1.3 mL Tris-HCI (0.5 M, pH 6.8)
2.8 mL dH20
50 pL SDS 10%ig
10 yL TEMED
50 pL APS 10%ig
3gL!Tris
Laufpuffer (1x) 14.4 g L'! Glycin

1gL!'SDS
1.2 g SDS

6 mg Bromphenolblau

15% iges Trenngel

5% iges Sammelgel

Lammli-Puffer 4.7 mL Glycerol
1.2 mL 0.5 M Tris pH 6.8
2.1 mL dH20
10% Essigsaure
30% Ethanol
60% dH20
1 g L' Coomassie Brilliant Blue G250

Farbeldsung

10% Essigsaure
Entfarbelésung 30% Ethanol
60% dH20

UV/Vis-Spektrophotometer zur Bestimmung von Enzymaktivitdten

Die Bestimmung von Enzymaktivitaten erfolgte mit dem Jasco V-630 Spektrophotometer
und Auswertung der Daten Uber den Spectra Manager von Jasco oder dem Tecan Reader

Spark 10M und Auswertung der Daten per Excel.
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10.2.1 Allgemeine Arbeitvorschrift 1 (AAV1): Transformation

von Plasmiden

30 ng Plasmid werden auf 50 yL bzw. 100 pL gefrorene, chemisch kompetente E. coli
BL21(DE3)-Zellen gegeben und fir 30 min auf Eis inkubiert. Zur Aufnahme des Plasmids
wird fiir 90 s bei 42 °C ein Hitzeschock durchgefiihrt und anschlieBend fir 10 min auf Eis
inkubiert. Zu den Zellen wird jeweils 1 mL LB-Medium, welches auf 37 °C vorgewarmt ist,
gegeben und fir 2 h bei 37 °C inkubiert. Die Zellen werden fir 2 min bei 7000 x g
abzentrifugiert, das Pellet in 100 pl LB-Medium resuspendiert, auf einer LB-Agarplatte (mit
dem entsprechenden Antibiotikum, siehe Kapitel 10.2) ausplattiert und bei 37 °C Uber

Nacht im Brutschrank inkubiert.

10.2.2 AAV2: Expression von Iminreduktasen

Die Expression der Iminreduktasen findet in E. coli BL21(DE3) statt. Zunachst werden
Vorkulturen mit 10 mL LB-Medium mit dem entsprechenden Antibiotikum (siehe
Kapitel 10.2) in einem 100 mL Erlenmeyerkolben inokuliert und tGber Nacht bei 37 °C und
180 rpm inkubiert. Je nach Expression wird die Hauptkultur in TB- oder AI-Medium

angesetzt.

10.2.2.1 Expression in TB-Medium

Die Hauptkultur (300 mL TB-Medium in einem 2 L Erlenmeyerkolben) wird 1%ig inokuliert
und bei 37 °C und 180 rpm inkubiert. Die Produktion des rekombinanten Proteins wird
durch Zugabe von Isopropyl-B-D-thiogalactosid (IPTG) (Endkonzentration 0.5 mM) bei
einer ODsoo zwischen 0.4 und 0.6 induziert und die Kultur fir ca. 20 h bei 25 °C und
180 rpm inkubiert. Die Zellen werden durch Zentrifugation fir 30 min bei 4000 x g und

4 °C geerntet. Die Zellpellets werden ohne Fliissigkeit bei -20 °C in Falcon Tubes gelagert.

10.2.2.2 Expression in Autoinduktions-Medium

Die Hauptkultur (300 mL AI-Medium in einem 2 L Erlenmeyerkolben) wird 1%ig inokuliert
und fur 2 h bei 37 °C und 180 rpm und anschlieBend fir ca. 60-70 h bei 15 °Cund 180 rpm
inkubiert. Die Zellen werden durch Zentrifugation fir 30 min bei 4000 x g und 4 °C

geerntet. Die Zellpellets werden ohne Flissigkeit bei -20 °C in Falcon Tubes gelagert.
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10.2.3 AAV3: Gefriertrocknen von Zellen

Mit den gefrorenen, geernteten Zellen wird in Milli-Q® Wasser eine 50%ige Zellsuspension
hergestellt. Diese werden zundachst fir ca. eine Stunde bei -80 °C eingefroren und dann
fir mindestens 20 h in dem Triad Benchtop Freeze Dry System von Labconco
gefriergetrocknet. Das Lyophilisat wird anschlieBend bei -20 °C in Falcon-Tubes

aufbewahrt.

10.2.4 AAV4: Zellaufschluss und Gewinnung des

Zellrohextrakts

Mit den gefrorenen Zellen wird in 50 mM KPi pH 7 eine 25%ige Zellsuspension hergestellt.
Der Aufschluss der Zellen erfolgt durch Ultraschall auf Eis mit der Ultraschall-Sonode
Sonopuls hd 2070 von Bandelin fir 2 min (5 Zyklen, 20% Energie), anschlieBend wird die
Zellsuspension flr 2 min auf Eis inkubiert. Dieser Vorgang wird jeweils dreimal wiederholt.
Zur Gewinnung der inclusion bodies wird bei 21000 x g und 4 °C fir 5 min zentrifugiert.
Der Uberstand wird erneut bei 21000 xg und 4 °C fiir 30 min zentrifugiert, das

Zellrohextrakt als Uberstand und die inclusion bodies als Pellets erhalten.

10.2.5 AAVS5: Bradford-Assay

Zur Bestimmung des Proteingehalts von Zellrohextrakten wird der Bradford-Assay(38!]
unter Verwendung von bovinem Serumalbumin (BSA) als Proteinstandard verwendet.
Hierzu werden jeweils 5 pyL der BSA-Standards mit definierter Konzentration in
Dreifachbestimmung in Mikrotiterplatten vorgelegt. AuBerdem werden jeweils 5 pL des
Zellrohextrakts in 1:20 und 1:40 Verdinnung in Dreifachbestimmung vorgelegt und alle
Proben mit 250 yL Bradford-Reagenz versetzt und fiir 15 min bei 25 °C inkubiert. Die
Absorption wird bei 595 nm bestimmt und die Proteingehalte der Zellrohextrakte Uber die

lineare Abhangigkeit der BSA-Kalibrationsgerade bestimmt.

10.2.6 AAV6: SDS-PAGE

Die Durchflihrung der SDS-PAGE erfolgt in Anlehnung an Shapiro et al.[3821 Die im Rahmen
des Zellaufschlusses erhaltenen inclusion bodies (IB) werden Uber Nacht in 6 M Harnstoff
resuspendiert und im Rahmen der Probenvorbereitung der SDS-Proben wie die
Zellrohextrakte behandelt. Mit Lammli-Puffer (20%ig) und Milli-Q® Wasser wird eine
Proteinlésung mit einer Konzentration von 1 pg gL' mit insgesamt 10 ug Protein erstellt
und bei 95 °C flr 5 min denaturiert. Auf die SDS-PAGE werden 5 yL des Markers und
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jeweils 10 pyL der Protein- bzw. inclusion body-Lésungen aufgetragen und die Proben
zunachst bei einer Spannung von 100 V im Sammelgel laufen gelassen. Die Auftrennung
der Proteine anhand ihres Molekulargewichts wird im Trenngel bei einer Spannung von
130 V erreicht. Die SDS-PAGE wird in Farbeldésung Uber Nacht gefarbt, mit Entfarbelésung
der Hintergrund entfarbt und die SDS-PAGE photografisch dokumentiert.

10.2.7 AAV7: Spektrophotometrische Bestimmung der IRED-
Aktivitat in Mikrotiterplatten

Zur Bestimmung der Aktivitat der IREDs wird die Abnahme der Konzentration von NADPH
spektrophotometrisch bei 30 °C und 340 nm fiir 60 s am Tecan Reader Spark 10M in

Flnffachbestimmungen gemessen und anschlieBend die Steigung AA—:: Uber das Anlegen von

Tangenten bestimmt.

Die Aktivitat der IREDs gegeniber unterschiedlichen Substraten wird bei 30 °C in einem
Ansatz von 250 pL mit 100 mM KPi pH 7, 4% Methanol oder DMSO als Cosolvent und
0.36 mM NADPH bestimmt. Die Messung wird direkt nach Zugabe von NADPH gestartet
und es werden jeweils Finffachbestimmungen durchgefiihrt. Die Substratkonzentration
und die Menge an verwendeter IRED missen substratabhangig angepasst werden, sodass

Uber den Messzeitraum von 60 s eine Gerade erhalten wird.

Die Schichtdicke der Mikrotiterplatte, die zur Berechnung der Enzymaktivitat bendétigt wird,
kann nach Formel (I) mit den Variablen der Absorption von Wasser bei 998 nm bzw.
900 nm (Aggs bzw. Asao) in der Mikrotiterplatte und in einer 1 cm Kivette bestimmt werden:

Agog-Ago
_ (Mikrotiterplatte) (1)

Agog-Aggo
(1 cm Kiivette)

d

Bei einem Gesamtvolumen von 250 pL in der Mikrotiterplatte ergibt sich hiermit eine

Schichtdicke von 8 mm.
Die Enzymaktivitat kann schlieBlich nach Formel (II) bestimmt werden.

AE
Al (1)

Aktivitat [UmL1] = -y
d

mit Vr= Gesamtvolumen Kiivette, Ve= Enzymvolumen, d = Schichtdicke der Klivette (hier
8 mm), € = Extinktionskoeffizient NADPH (0.63 mL ymol* mm™)
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Die Enzymaktivitat kann mit der Proteinkonzentration nach Formel (III) in die spezifische
Aktivitat umgerechnet werden, wobei der Fehler der Aktivitadt vernachlassigt wird, da fur

die Proteinkonzentration ebenfalls kein Fehler beriicksichtigt wird.

e - Aktivitat [U mL1]
spezifische Aktivitit [Umg!] = (III)
Proteinkonzentration [mg mL1]

10.2.8 AAVS8: Spektrophotometrische Bestimmung der GDH-
Aktivitat

Der Aufschluss der hochzelldichtefermentierten E. coli-Zellpellets, in denen die
thermostabile GDH aus Bacillus subtilis (iberexprimiert wurde, erfolgt nach AAV3 in 50 mM
Kaliumphosphat-Puffer pH 8. Die Hitzefallung der anderen Proteine im Zellrohextrakt
erfolgt in Falcon-Réhrchen im Wasserbad bei 60 °C fir 10 min. Durch anschlieBende
Zentrifugation fiir 20 min bei 10000 x g wird die GDH als Uberstand erhalten.

Die Bestimmung der Aktivitat der GDH fir NADP* als Cofaktor erfolgt liber die Umsetzung
von D-Glucose. Die mit dieser Umsetzung verbundene Bildung von NADPH kann am
Photometer bei 340 nm verfolgt werden. In einer Quarzkivette (1 cm) werden 100 mM
D-Glucose und GDH (10 pL in entsprechender Verdinnung) in 100 mM KP: pH 8 vorgelegt
und die Reaktion durch Zugabe von 2.5 mM NADP* gestartet. Die Anfangssteigung wird
durch Anlegen einer Tangente bestimmt und die Aktivitat nach Formel (II) aus der Steigung
mit den Variablen V1 (Gesamtvolumen der Kivette), Ve (Enzymvolumen), d (Schichtdicke
der Kivette, hier 10 mm), £ (Extinktionskoeffizient NADPH 0.63 pymol* mm™) bestimmt.
Die Aktivitat der in dieser Arbeit Glucose-Dehydrogenase aus Bacillus subtilis betragt
180 £ 8 U mL.
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10.3 Ubersicht der verwendeten Iminreduktasen

Die Iminreduktasen, die in dieser Arbeit verwendet wurden, sind literaturbekannte
Enzyme: IREDO1-IRED20!!24], IRED21-IRED29!129] IRED30-IRED31[121]

Tabelle 10.7. Ubersicht der in dieser Arbeit verwendeten IREDs

Bezeichnung der
IREDs in dieser Arbeit

Ursprungsorganismus

IREDO1
IREDO2
IREDO3
IREDO4
IREDO5
IREDO6
IREDO7
IREDOS
IREDO9
IRED10
IRED11
IRED12
IRED13
IRED14
IRED15
IRED16
IRED17
IRED18
IRED19
IRED20
IRED21
IRED22
IRED23
IRED24
IRED25
IRED26
IRED27
IRED28
IRED29
IRED30
IRED31

Streptomyces sp. Mg1124]
Streptomyces fulvissimust24]
Bacillales!*?4]

Kribbella flavida DSM 178361241
Cupriavidus sp. HPC(L)!1%4]
Saccharomonospora xinjiangensis124]
Frankia sp. QA3[124]
Mycobacterium smegmatistt?4]
Verrucosispora marist124]
Streptomyces sp. CNB091[124]
Saccharopolyspora erythraeca NRRL 2338[124]
Nocardia cyriacigeorgica GUH-2[124]
Actinomadura rifamycinitt?4]
Mycobacterium vaccaelt?4]
Mycobacterium sp. JLS124]
Cellulosimicrobium cellulanst?#]
Streptomyces tsukubaensist?4]
Paenibacillus ehimensist*?4]
Streptomyces sp. CNH287124]
Streptomyces viridochromogenes!1?4]
Bacillus cereustt??!
Paenibacillus sp. HGF5!12°]
Chitinophaga sp. JGI 0001002-D04!12°]
Glycomyces tenuist*?°]
Nocardia brasiliensist*?°]
Nitratireductor pacificus!1?°]
Mesorhizobium sp. L48C026A001?°]
Aeromonas veronii AER39 [12°]
Aeromonas veronii AER397112°]
Streptomyces aurantiacust?!]
Streptomyces sp. Gf 35461211
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10.3.1 Uberpriffung der Uberexpression der Iminreduktasen
per SDS-PAGE

Die Expression der Iminreduktasen wird per SDS-PAGE entsprechend der AAV6 (lberprift.
Die SDS-PAGEs sind in Abbildung 10.2 dargestellt.
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Abbildung 10.2. A-F SDS-PAGEs zur Uberpriifung der Expression der Iminreduktasen
IREDO1-IRED31
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10.4  Optimierung und Prozessentwicklung

Iminreduktase-katalysierter Reaktionen

10.4.1 Analytik

Zur Bestimmung des Umsatzes von 1-Methyl-3,4-dihydroisochinolin (1) zum
entsprechenden zyklischen Amin 2 und zur Bestimmung des Enantiomereniiberschusses
von 1-Methyl-1,2,3,4-tetrahydrisochinolin (2) wird eine Analytik per SFC-HPLC etabliert.
Zur analytischen Auftrennung des zyklischen Imins 1 sowie der beiden Enantiomere des
Amins 2 werden Lésungen der kauflich erworbenen Verbindungen in Dichlormethan
vermessen. Eine eindeutige Trennung des 1-Methyl-3,4-dihydroisochinolins (1)
(tr=13.2 min), sowie der beiden Enantiomere des 1-Methyl-1,2,3,4-tetrahydroisochinolin
(2) (tr (R)= 15.8 min, tr (S)= 18.3 min) kann an dem LC2000 SFC-HPLC System von Jasco
mit der Chiralpak® IC von Diacel (Uberkritisches COz:Ethanol (DEA) = 80:20 (0.02),
1 mLmint, 20°C, 12MPa, 213 nm) erreicht werden. Die Bestimmung der
Enantiomereniberschiisse erfolgt tiber die Integrale der Enantiomere. Die Bestimmung der
Umsatze erfolgt Uber den Vergleich der Integrale des Imins 1 und des Amins 2. Zur
Berticksichtigung der unterschiedlichen Absorption des Imins 1 und des Amins 2 bei
213 nm werden jeweils Lésungen mit definierten Verhaltnissen von Edukt und Produkt per
chiraler SFC-HPLC untersucht. Uber den Vergleich des definiert eingewogenen und per
HPLC ermittelten Verhaltnisses wird daraufhin jeweils ein Korrekturfaktor flir das Amin 2
zur Umsatzbestimmung ermittelt. Die eingewogenen und per HPLC bestimmten
Verhéltnisse und die jeweiligen bestimmten Korrekturfaktoren sind in Tabelle 10.8

dargestelit.

Tabelle 10.8: Eingewogene bzw. per HPLC bestimmte Verhaltnisse Amin 2/Imin 1 sowie
berechneter Korrekturfaktor und Mittelwert der Korrekturfaktoren fiir das Amin 2.

Amin 2/Imin 1 Amin 2/Imin 1
Eintrag Korrekturfaktor
eingewogen HPLC
1 0.96 0.44 2.18
2 0.72 0.33 2.16
3 4.79 1.79 2.67
Mittelwert 2.34 £ 0.29

Uber die Simulation der Aufarbeitung des Reaktionsgemisches (Versetzen des Gemisches
mit Dichlormethan, Durchmischung und anschlieBende Zentrifugation bei 6000 x g filr
10 min) mit exakt eingewogenen Verhaltnissen der Verbindungen in einer

Dreifachbestimmung wird Uberprift, ob das Imin 1 und das Amin 2 zu gleichem Maf
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extrahiert werden. Da dies zutrifft, muss flir die Aufarbeitung der Reaktionsmischung kein

Korrekturfaktor bestimmt werden.

10.4.2 Aufreinigung der IRED20 per Ni-NTA

Die IRED20 verflgt Uber einen N-terminalen Hiss-Tag, sodass eine Aufreinigung per
Nickel-Nitriloessigsaure  (Ni-NTA)  Affinitatschromatographie maoglich ist. Die
Zusammensetzung der verwendeten Puffer ist in Tabelle 10.5 angegeben. Die Saule wird
mit Nickel-NTA (5 mL) gepackt, mit Milli-Q® Wasser (25 mL) und anschlieBend mit
Aufschlusspuffer (25 mL) gespllt. Rohextrakt (bis zu 20 mL) wird aufgetragen, die
Suspension mit einer Pipette aufgewirbelt und ca. 5 min inkubiert. AnschlieBend wird mit
Aufschlusspuffer (25 mL) und dann mit Waschpuffer (50 mL) gespdlt. Das Protein wird mit
Elutionspuffer (10 mL) eluiert und mit einer Vivaspin-Ultrafiltrationseinheit nach
Herstellerangaben auf ein Volumen von 2.5 mL eingeengt. Die Nickel-NTA-Tropfsaule wird
zur Lagerung zunachst mit Elutionspuffer (25 mL), anschlieBend mit 0.5 M NaOH (25 mL)
gespllt. Die Tropfsaule wird anschlieBend mit 20%igem Ethanol (15 mL, unvergallt)
gespult und anschlieBend in 20%igem Ethanol bei 4 °C gelagert. Die Umsalzung erfolgt

mit Pd-10 Entsalzungssaulen von GE Healthcare nach Herstellerangaben.

Die Konzentration des aufgereinigten Proteins (¢ = 29450 M! cm!) wird per NanoDrop

bestimmt und der Erfolg der Aufreinigung per SDS-PAGE Uberprift (Abbildung 10.3).

IRED20
aufgereinigt
Zellrohextrakt
Durchflussfraktion
Waschfraktion

' l ' " ll Marker

35 kDa -

25 kDa -

Abbildung 10.3. SDS-PAGE der Aufreinigung der IRED20 per Ni-NTA
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10.4.3 Einleitende Biotransformationen

Die Biotransformationen werden im 0.5 mL Ansatz in Eppendorf-GefaBen in 100 mM KP;
pH 7 mit 1% Methanol als Cosolvent, 20mM D-Glucose, 10mM 1-Methyl-3,4-
dihydroisochinolin (1), 0.1 mg mL* IRED20 (aufgereinigt), 4 U GDH und 0.1 mM NADP*
im Thermomixer bei 30 °C und 850 rpm durchgefihrt. Nach 15.5h wird dem
Reaktionsgemisch Natronlauge (32%, 10 pL) und Dichlormethan (300 pL) zugesetzt. Die
Phasen werden mit Hilfe eines Vortexers durchmischt und zur Phasentrennung fir 10 min
bei 10000 x g zentrifugiert. Die organische Phase wird per SFC-HPLC (IC, Uberkritisches
COz:Ethanol (DEA) = 80:20 (0.02), 1 mL min!, 20 °C, 12 MPa, 213 nm) untersucht. Die
Ergebnisse sind in Tabelle 10.9 dargestelit.

Tabelle 10.9. Ergebnis der einleitenden Biotransformation und Negativkontrollen zur
IRED-katalysierten Reduktion des Imins 1

Eintrag Umsatz [%] ee [%]
IRED20 (0.1 mg mL'), GDH (2U) 97 > 99
Negativkontrolle 1: ohne IRED20 0 -
Negativkontrolle 2: ohne GDH 0 -
Negativkontrolle 3: ohne IRED20, ohne GDH 0 -

10.4.4 Reaktionsparameterscreening zur Optimierung der

Reaktionsbedingungen

10.4.4.1 Variation der Reaktionsparameter in Biotransformationen

Die zeitabhéngigen Biotransformationen unter Variation der Reaktionsparameter werden
in jeweils finf bzw. sechs identischen Ansatzen im 0.5 mL Ansatz in Eppendorf-Gefal3en
unter Variation der Puffersubstanzen (jeweils 100 mM Pufferkonzentration) mit 1%
Methanol als Cosolvent, 20 mM D-Glucose, 10 mM 1-Methyl-3,4-dihydroisochinolin (1),
0.1 mg mL*! IRED20 (aufgereinigt), 4 U GDH und 0.1 mM NADP* im Thermomixer bei
30 °C und 850 rpm durchgefiihrt. Nach jeweils ca. 1 h wird dem Reaktionsgemisch
Natronlauge (32%, 10 pL) und Dichlormethan (300 uL) zugesetzt. Die Phasen werden mit
Hilfe eines Vortexers durchmischt und zur Phasentrennung fiir 10 min bei 10000 x g
zentrifugiert. Die organische Phase wird per SFC-HPLC (IC, Uberkritisches CO2:Ethanol
(DEA) = 80:20 (0.02), 1 mL min!, 20 °C, 12 MPa, 213 nm) untersucht. Die Ergebnisse
sind in Tabelle 10.10 dargestellt.
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Tabelle 10.10. Biotransformationen von 1 unter Variation der Puffersysteme bei konstanter
Pufferkonzentration (100 mM)

Puffersystem Zeit Umsatz Puffersystem Zeit Umsatz
[100 mM] [min] [%] [100 mM] [min] [%]
60 45 60 33
120 74 121 50
KPi pH 7 L74 51 HEPES pH 7.5 L74 o8
238 90 239 65
299 98 296 74
379 98 376 84
60 20 60 40
120 42 119 68
Citrat pH 6 L74 >0 NaPi pH 7 173 81
238 49 239 91
297 65 304 98
377 63 374 99
62 4 63 11
111 13 112 18
MES pH 6.5 180 14 PIPES pH 7 181 35
244 12 245 53
293 10 294 88
57 13 61
106 25 110
Bicin pH 8 175 73 BisTris pH 6.5 179
239 86 243 10
288 93 292 9
56 8 60 10
105 11 109 18
MOPS pH 7 174 18 TEA pH 7 178 26
238 19 242 32
287 26 291 39
60 34
120 68
TRIS pH 7.5 180 76
240 75
300 85
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AuBerdem werden Biotransformationen unter Variation der Natriumchlorid-Konzentration
im 0.5 mL Ansatz in Eppendorf-GefaBen in 100 mM KPi pH 7 mit 1% Methanol als
Cosolvent, 20 mM D-Glucose, 10 mM 1-Methyl-3,4-dihydroisochinolin (1), 0.1 mg mL!
IRED20 (aufgereinigt), 4 U GDH, 0-200 mM NaCl und 0.1 mM NADP* im Thermomixer bei
30 °C und 850 rpm durchgefiihrt. Nach 4 h wird dem Reaktionsgemisch Natronlauge
(32 %, 10 pL) und Dichlormethan (300 pL) zugesetzt. Die Phasen werden mit Hilfe eines
Vortexers durchmischt und zur Phasentrennung fiir 10 min bei 10000 x g zentrifugiert. Die
organische Phase wird per SFC-HPLC (IC, Uberkritisches CO2:Ethanol (DEA) = 80:20
(0.02), 1 mLmin?!, 20°C, 12 MPa, 213 nm) untersucht. Die Ergebnisse sind in
Tabelle 10.11 dargestellt.

Tabelle 10.11. Biotransformationen von 1-Methyl-3,4-dihydroisochinolin (1) unter Variation der
NaCl-Konzentration

Eintrag NaCl-Konzentration [mM] Umsatz [%]

1 0 90
2 25 79
3 75 80
4 100 81
5 150 78
6 200 81

10.4.4.2 Thermofluor-Assay

Der Thermofluor-Assay wird im CFX96 Real-Time PCR Cycler von BioRad in 96-Well gPCR-
Mikroplatten von BioRad durchgefihrt. Fir das Screening werden jeweils 3 ug der
aufgereinigten IRED20 eingesetzt. Das Endvolumen pro Well betragt 25 pL mit einer
Protein-Endkonzentration von 0.12 pg uL™t. Als Protein-bindender Farbstoff wird SYPRO
Orange 5000x verwendet, der im Assay mit einer 5-fachen Endkonzentration eingesetzt
wird. Die Platten werden von 20 °C auf 90 °C mit einer Geschwindigkeit von 1 °C min
erwarmt. Dabei wird die Fluoreszenz bei 485/20 nm (Ex) und 530/30 nm (Em) gemessen.
Die Auswertung erfolgt mit der CFX Manager Software, der Precision Melt Analysis Software
und Origin. Die Schmelztemperatur wurde aus den Schmelzkurven in Doppelbestimmung

ermittelt. Die gemittelten Schmelztemperaturen Tm sind in Tabelle 10.12 dargestellt.
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Tabelle 10.12. Thermofluor-Assay - Gemittelte Schmelztemperaturen der IRED20 unter Variation
der Reaktionsparameter

Reaktionsparameter Tm [°C] Reaktionsparameter Tm [°C]
Wasser 31 100 mM Bicin pH 8 33.5
100 mM KPi pH 7 40 100 mM TRIS pH 7.5 32
100 mM Citrat pH 6 39.5 100 mM KPi pH 6 40
100 mM NaPi pH 7 36 100 mM KPi pH 7.5 38.5
100 mM MES pH 6.5 36 100 mM KPi pH 8 38
100 mM PIPES pH 7 35.5 10 mM KPi pH 7 33
100 mM MOPS pH 7 35 50 mM KPi pH 7 37.5
100 mM HEPES pH 7 35 100 mM KP; pH 7 40
100 mM TEA pH 7 34.5 250 mM KPi pH 7 42
100 mM BisTris pH 6.6 34 500 mM KPi pH 7 45.5

10.4.5 Bestimmung der Michaelis-Menten-Konstante

Zur Bestimmung der Michaelis-Menten-Konstante wird die Aktivitat der IRED20 gegeniber
unterschiedlichen Konzentrationen 1-Methyl-3,4-dihydroisochinolin (1) entsprechend der
AAV7 (Kapitel 10.2.7) bei 30 °C in einem Ansatz von 250 yL mit 100 mM KP; pH 7, 4%
Methanol als Cosolvent, 0.01-2 mM 1-Methyl-3,4-dihydroisochinolin (1), 0.4 mg mL!
IRED20 (aufgereinigt) und 0.36 mM NADPH bestimmt. Die Messung wird direkt nach
Zugabe von NADPH gestartet und es werden jeweils Flinffachbestimmungen durchgefiihrt.
Die ermittelten Aktivitdten bei unterschiedlichen Substratkonzentrationen sind in
Tabelle 10.13 dargestellt.

Tabelle 10.13. Reaktionsgeschwindigkeit der IRED20 bei unterschiedlichen
Substratkonzentrationen des zyklischen Imins 1

Substratkonzentration [mM] v [U mL1]
0.01 0.149 +£ 0.029
0.02 0.267 £+ 0.058
0.03 0.396 = 0.068
0.05 0.648 £ 0.071
0.06 0.773 + 0.069
0.08 0.985 = 0.099
0.1 1.079 + 0.084
0.2 1.664 = 0.139
0.5 1.969 + 0.15

1.740 £ 0.179

2 1.544 + 0.201
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10.4.6 Untersuchungen von Substratinhibierung bzw.
—deaktivierung

Eine mdgliche Substratinhibierung der IRED20 wird durch Bestimmung der Aktivitat bei
unterschiedlichen Konzentrationen an 1-Methyl-3,4-dihydroisochinolin (1) entsprechend
der AAV7 (Kapitel 10.2.7) bei 30 °C in einem Ansatz von 250 pL mit 100 mM KPi pH 7, 4%
Methanol als Cosolvent, 0.5-2 mM 1-Methyl-3,4-dihydroisochinolin (1), 0.1 mg mL?
IRED20 (aufgereinigt) und 0.36 mM NADPH bestimmt. Die Messung wird direkt nach
Zugabe von NADPH gestartet und es werden jeweils Flinffachbestimmungen durchgefihrt.
Die Deaktivierung des Enzyms durch das Substrat 1 wird Uber eine Bestimmung der
Aktivitat der IRED20 gegenlber 0.5-2 mM 1-Methyl-3,4-dihydroisochinolin (1) nach
zweistlindiger Inkubation des Enzyms mit dem zyklischen Imin 1 bei 30 °C analog

untersucht. Die Ergebnisse sind in Tabelle 10.14 dargestellt.

Tabelle 10.14. Untersuchung der Substratinhibierung bzw. —deaktivierung der IRED20 durch 1

t[h] Substratkonzentration [mM] v [U mL1]
0.5 2.325 £ 0.230
0 1 2.219 £ 0.256
2 1.592 £+ 0.109
0.5 2.698 + 0.166
2 1 2.169 = 0.065
2 1.781 £ 0.154

10.4.7 Untersuchungen von Produktinhibierung bzw.
-deaktivierung

Eine mdgliche Produktinhibierung der IRED20 wird durch Bestimmung der Aktivitat bei
einer Konzentration des Imins 1 von 0.5 mM und unterschiedlichen Konzentrationen des
Amins 2 entsprechend der AAV7 (Kapitel 10.2.7) bei 30 °C in einem Ansatz von 250 pL
mit 100 mM KPi pH 7, 4% Methanol als Cosolvent, 0.5 mM 1-Methyl-3,4-
dihydroisochinolin (1), 0-2 mM 1-Methyl-1,2,3,4-tetrahydroisochinolin (2), 0.1 mg mL!
IRED20 (aufgereinigt) und 0.36 mM NADPH bestimmt. Die Messung wird direkt nach
Zugabe von NADPH gestartet und es werden jeweils Flinffachbestimmungen durchgefihrt.
Die Deaktivierung des Enzyms durch das Produkt 2 wird (ber eine Bestimmung der
Aktivitdat der IRED20 gegeniber 0.5 mM 1-Methyl-3,4-dihydroisochinolin (1) nach
zweistlindiger Inkubation des Enzyms mit dem zyklischen Amin 2 bei 30 °C analog

untersucht. Die Ergebnisse sind in Tabelle 10.15 dargestellt.
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Tabelle 10.15. Untersuchung der Substratinhibierung bzw. —deaktivierung der IRED20 durch rac-
2

t[h] Produktkonzentration [mMM] v [U mL1]
0 2.942 + 0.233
0.5 2.692 £ 0.236
2.657 £ 0.212
2.883 £ 0.217
2.803 £ 0.116
0.5 2.666 = 0.077
2.757 £ 0.119
2 2.927 £ 0.112

10.4.8 Konstruktion der Ganzzell-Katalysatoren

Der Zwei-Plasmid-System (GZK1) wird nach AAV1 (ber die Transformation der Plasmide
pET22b_IRED20 & pACYCDuet_GDH in E. coli BL21(DE3) erzeugt. Die Konstrukte GZK?2
(pETDuet_GDH_IRED20) und GZK3 (pETDuet_IRED20_GDH) werden Uber Klonierung

entsprechend den folgenden Vorschriften dargestellt.

10.4.8.1 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Sequenzen und Schmelzpunkte der verwendeten Primer fir die Amplifikation der
IRED20 und der GDH sind in Tabelle 10.16 dargestellt:

Tabelle 10.16. Sequenzen und Schmelzpunkte der verwendeten Primer

Bezeichnung Sequenz (5" — 3') Tm [°C]
IRED20_fw_1  GCATTCCATGGGAATGAATCGCCAGTTTAC 66.8
IRED20_rv_1 AATTATAGCGGCCGCTTAGCTTGCCGTCAG 69.5
IRED20_fw_2 GCAGCCCATATGAATCGCCAGTTTAC 64.8
IRED20_rv_2 AATTATACTCGAGTTAGCTTGCCGTCAGCAGGTC 69.5
GDH_fw ACCAACCACATATGTATCCGGATTTAAA 58.0
GDH_rv ATAATAACTCGAGTTAACCGCGGCCTG 61.7

Die Amplifikation der DNA-Fragmente wird entsprechend dem in Tabelle 10.17
dargestellten Ansdatzen mit dem in Tabelle 10.18 abgebildeten PCR-Programm

durchgefihrt.
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Tabelle 10.17. Zusammensetzung der PCR-Ansatze

Komponente
40 - 400 ng Template DNA
5U Phusion-Polymerase
1x Polymerase Puffer (5x) HF
0.2 mM dNTPs
20 pmol forward Primer
20 pmol reverse Primer
5% DMSO
> 50 pL Milli-Q® Wasser

Tabelle 10.18: PCR-Programm flr die Phusion-Polymerase (die Annealing-Temperatur hangt von
den Schmelzpunkten der Primer ab)

Reaktionsschritt Temperatur [°C] Zeit [min] Anzahl Zyklen
Initialdenaturierung 95 2 1
Denaturierung 95 1 30
Annealing Tm+ 5 0.75 30
Elongation 72 0.75 30
Finale Elongation 72 5 1
Kiihlung 12 o0 1

Der Erfolg der PCR wird per Agarosegelelektrophorese tberprift.

10.4.8.2 Restriktionsverdau

Die hydrolytische Spaltung von DNA wird mit Endonukleasen des Typs II von Thermo
Scientific nach Herstellerangaben in FastDigest-Puffer durchgeflihrt. Dabei werden 5-10 U
eines Restriktionsenzyms pro Ansatz verwendet und flr ca. 3 h bei 37 °C inkubiert. Um
nach der Restriktion die Pufferkomponenten sowie die Endonukleasen aus der Probe zu
entfernen, wurden diese Uber das GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit von GE
Healthcare aufgereinigt. Verdaute Plasmide werden zun&chst Uber ein Agarosegel und
anschlieBend Uber das GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit von GE Healthcare nach

Herstellerangaben aufgereinigt.

10.4.8.3 Ligation

Die Ligation von DNA-Insert und Plasmid (40 ng) wird jeweils in einem 1:1 (Vektor:Insert)

und einem 1:3 Ansatz durchgefihrt. Hierbei wird jeweils der Quotient der DNA-Menge pro
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GroBe (ng kb!) berlcksichtigt. Die Ligation wird in einem Gesamtvolumen von 20 uL
durchgeflihrt, mit 1x Ligations-Puffer und 1 uL T4-DNA-Ligase. Der Ligationsansatz wird
fir 30 min bei Raumtemperatur inkubiert und anschlieBend direkt in chemisch-kompetente

E. coli DH5a entsprechend der AAV1 transformiert.

10.4.8.4 Plasmidpraparation

Die Isolation der Plasmid-DNA aus den kultivierten Zellen wird mit dem innuPREP Plasmid

Mini Kit von Analytikjena nach Herstellerangaben durchgefihrt.

10.4.8.5 Probeverdau

Um den Erfolg der Ligation zu Uberpriifen, wird ein Probeverdau durchgefiihrt. Hierzu
werden Klone von der Agarplatte aufgenommen und Ubernachtkulturen in LB-Medium mit
dem entsprechenden Antibiotikum (siehe Kapitel 10.2) angesetzt, die bei 37 °C im
Schiittelinkubator inkubiert werden. Die Plasmide werden entsprechend der
Plasmidpraparation (Kapitel 10.4.8.4) aus den kultivierten Zellen isoliert und jeweils 2 uL
Plasmid im jeweiligen Probeverdau mit den entsprechenden Restriktionsendonukleasen
nach Herstellerangaben eingesetzt. Diese Restriktionsansatze werden fir 2-3 h bei 37 °C
inkubiert. Der Verdau wird mit einem Agarosegel Uberprift. Positive Klone werden

anschlieBend noch per Sequenzierung Uberpruft.

Tabelle 10.19: Liste der erfolgreich klonierten Plasmide

Bezeichnung Plasmid Resistenz MCS1 MCS2
- pETDuet-1 Carbenicillin IRED20 -
- pETDuet-1 Carbenicillin - IRED20
GZK2 pETDuet-1 Carbenicillin GDH IRED20
GZK3 pETDuet-1 Carbenicillin IRED20 GDH

Per Probeverdau und Sequenzierung konnte eindeutig nachgewiesen werden, dass die

entsprechenden Gene sich in den entsprechenden Multiple Cloning Sites (MCS) befinden.

10.4.9 Evaluierung der Ganzzell-Konstrukte

Die drei Ganzzell-Konstrukte wurden nach AAV4 aufgeschlossen und die Aktivitat der
exprimierten IRED zur Reduktion des zyklischen Imins 1 (ber die AAV7 und die Aktivitat
der exprimierten GDH zur Oxidation von D-Glucose (ber die AAV8 bestimmt. Die

Ergebnisse sind in Tabelle 10.20 dargestellt.
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Tabelle 10.20. Aktivitatstest zur Evaluierung der Ganzzell-Konstrukte

GZK  GDH Aktivitidt [U mL'] IRED Aktivitdt [U mL ]

GZK1 152.4 4.9
GZK?2 188.3 4.3
GZK3 429.8 4.3

Die zeitabhangigen Biotransformationen mit den verschiedenen Ganzzell-Katalysatoren
werden in jeweils funf identischen Ansatzen im 0.5 mL Ansatz in Eppendorf-GefaBen in
100 mM KPi pH 7 mit 1% Methanol als Cosolvent, 20 mM D-Glucose, 10 mM 1-Methyl-3,4-
dihydroisochinolin (1), 1.0 mg mL! GZK1 bzw. GZK2 bzw. GZK3 und 0.1 mM NADP* im
Thermomixer bei 30 °C und 850 rpm durchgefiihrt. Nach jeweils ca. 1 h wird dem
Reaktionsgemisch jeweils Natronlauge (32%, 10 pL) und Dichlormethan (300 pL)
zugesetzt. Die Phasen werden mit Hilfe eines Vortexers durchmischt und zur
Phasentrennung fir 10 min bei 10000 x g zentrifugiert. Die organische Phase wird per
SFC-HPLC (IC, Uberkritisches CO2:Ethanol (DEA) = 80:20 (0.02), 1 mL min't, 20 °C,
12 MPa, 213 nm) untersucht. Die Ergebnisse sind in Tabelle 10.21 dargestellt.

Tabelle 10.21. Analytische Biotransformation des zyklischen Imins 1 mit den Ganzzell-
Katalysatoren GZK1-3

Zeit [min] GZK1 GZK2 GZK3
Umsatz [%] Umsatz [%] Umsatz [%]

0 0 0 0

60 12 5 5
120 23 11 6
180 35 17 13
240 43 23 20
300 53 28 21

10.4.10 Cosolventien-Screening

Die zeitabhangigen Biotransformationen des Cosolventien-Screenings werden in jeweils
funf identischen Ansatzen im 0.5 mL Ansatz in Eppendorf-GefaBen in 100 mM KP; pH 7 mit
2 bzw. 10% Methanol, 10% Ethanol, 10% 2-Propanol oder 10% DMSO als Cosolvent,
40 mM D-Glucose, 20 mM 1-Methyl-3,4-dihydroisochinolin (1), 2.0 mg mL?! GZK1 und
0.1 mM NADP* im Thermomixer bei 30 °C und 850 rpm durchgefihrt. Nach jeweils ca. 1 h
wird dem Reaktionsgemisch Natronlauge (32%, 10 pL) und Dichlormethan (300 uL)
zugesetzt. Die Phasen werden mit Hilfe eines Vortexers durchmischt und zur

Phasentrennung fir 10 min bei 10000 x g zentrifugiert. Die organische Phase wird per
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SFC-HPLC (IC, Uberkritisches CO2:Ethanol (DEA) = 80:20 (0.02), 1 mL mint, 20 °C,
12 MPa, 213 nm) untersucht. Die Ergebnisse sind in Tabelle 10.22 dargestellt.

Tabelle 10.22. Cosolventien-Screening der Biotransformation des zyklischen Imins 1

10%
Zeit 2% MeOH 10% MeOH 10% Ethanol 10% DMSO
2-Propanol
[min] Umsatz [%] Umsatz [%] Umsatz [%] Umsatz [%]
Umsatz [%]
0 0 0 0 0 0
57 21 14 12 11 30
126 57 28 34 24 60
180 57 34 32 38 72
240 78 55 43 42 83
320 73 57 55 50 94

10.4.11 Prozessentwicklung

Die Biotransformationen im praparativen MaBstab (40 mL) werden mit 20, 50 und 100 mM
1-Methyl-3,4-dihydroisochinolin (1), 2, 5 bzw. 10 mg mL! lyophilisiertem Ganzzell-
Katalysator GZK1 (zugegeben aus einer 4, 10 bzw. 20 mg mL! Zellsuspension in 50 mM
KPi pH 7), 120 mM (bei einer Substratkonzentration von 20 und 50 mM 1) bzw. 240 mM
(bei einer Substratkonzentration von 100 mM 1) b-Glucose, 0.1 mM NADP* und 1% (bei
einer Substratkonzentration von 50 mM 1) bzw. 2% (bei einer Substratkonzentration von
20 und 100 mM 1) Methanol als Cosolvent bei 30 °C an einer TitroLine®-Apparatur
durchgeftihrt. Der pH wird durch Titration mit Natronlauge Uber das TitroLine®-System
konstant bei pH 7 gehalten. Nach 24 h wird dem Reaktionsgemisch Natronlauge (32%,
2 mL) und Dichlormethan (30 mL) zugesetzt. Die Phasen werden mit Hilfe eines Vortexers
durchmischt und zur Phasentrennung fir 10 min bei 10000 x g zentrifugiert. Die
organische Phase wird Uber Magnesiumsulfat getrocknet. Der Umsatz und der
Enantiomereniberschuss werden per SFC-HPLC (IC, ((berkritisches CO2:Ethanol
(DEA) = 80:20 (0.02), 1 mL min‘!, 20 °C, 12 MPa, 213 nm) bestimmt. Zur Isolation von
(R)-1-Methyl-1,2,3,4-tetrahydroisochinolin (2) wird die organische Phase mit Salzsdure
(2M, 3 x 10 mL) gewaschen. Der pH-Wert der erhaltenen wassrigen Phase wird auf pH 13
eingestellt und mit Dichlormethan (3x 30 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen
Phasen werden Gber Magnesiumsulfat getrocknet und das Rohprodukt unter vermindertem
Druck eingeengt. (R)-1-Methyl-1,2,3,4-tetrahydroisochinolin ((R)-2) wird als braunes Ol

erhalten.
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chirale SFC-HPLC: 98% Umsatz, > 99% ee (R) (bei einer Substratkonzentration von
20 mM), 95% Umsatz, > 99% ee (R) (bei einer Substratkonzentration von 50 mM), 96%
Umsatz, > 99% ee (R) (bei einer Substratkonzentration von 100 mM).

1H-NMR (500 MHz, CDCl3): d [ppm] = 7.18-7.11 (m, 3H, H*"), 7.10-7.07 (m, 1H, H""),
4.11 (q, J = 6.7 Hz, 1H, CH), 3.27 (ddd, J = 12.5, 5.4, 4.6 Hz, 1H, NHCHz), 3.02 (ddd,
J=12.5,8.9,4.7 Hz, 1H, NHCHz), 2.91-2.84 (m, 1H, CA"CH2), 2.76-2.71 (m, 1H, CA"CHz),
1.73 (s, 1H, NH), 1.46 (d, J = 6.7 Hz, 3H, CH3).

Die analytischen Daten stimmen mit den Literaturdaten tberein,[124]

Bestimmung der absoluten Konfiguration: [a]*>p=+73 (c: 1.1; CHCI3). Die optische
Rotation stimmt mit den Literaturdaten des (R)-Enantiomers Uberein.[383]

Isolierte Ausbeute: 85.6 mg, 73% (bei einer Substratkonzentration von 20 mM),
169.8 mg, 58% (bei einer Substratkonzentration von 50 mM), 339.6 mg, 58% (bei einer

Substratkonzentration von 100 mM).

10.5 Biokatalytische Reduktion S- und O-haltiger

zyklischer Imine

10.5.1 Synthese von Substraten

10.5.1.1 AAV9: a-Chlorierung von Aldehyden und Ketonen

Die Darstellung der a-chlorierten Aldehyde und Ketone erfolgt Gber eine von Stevens et al.
adaptierte Methode.[207] Sulfurylchlorid (0.50 mol, 1.00 Aqg.) wird unter Eisbadkiihlung bei
900 mbar zu dem Aldehyd bzw. Keton (0.50 mol, 1.00 Aq.) getropft, sodass die
Innentemperatur 40 °C nicht Gbersteigt. Nach Zugabe wird das Reaktionsgemisch fiir 2 h
bei 45 °C und 900 mbar gerthrt. Durch fraktionierte Destillation wird das Rohprodukt

anschlieBend aufgereinigt.

10.5.1.1.1 2-Chlor-2-methylpropanal

Cl

Die Darstellung erfolgt nach AAV9 aus Isobutanal (92.0 mL, 1.00 mol, 1.00 Ag.) und
Sulfurylchlorid (81.0 mL, 1.00 mol, 1.00 Ag.). Das Rohprodukt wird durch eine
fraktionierte Destillation bei Normaldruck (150 °C Olbadtemperatur, Siepunkt 90 °C)
aufgereinigt.

2-Chlor-2-methylpropanal (67.6 g, 0.63 mol, 63%) wird als farbloses Ol erhalten.
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1H-NMR (500 MHz, CDCl3): d [ppm] = 9.37 (s, 1H, HC=0), 1.58 (s, 6H, C(CH3)2).
13C-NMR (126 MHz, CDCI3): d [ppm] = 194.9 (HC=0), 69.4 (C(CHs3)2Cl), 25.9 (C(CH3s)2).
MS (EI) m/z berechnet flir C4H7CIO [M]*: 106.02, gefunden: 106.0.

Die analytischen Daten stimmen mit Literaturdaten Uberein.[384

10.5.1.1.2 3-Chlor-3-methyl-2-butanon

Die Darstellung erfolgt nach AAV9 aus 3-Methylbutanon (53.2 mL, 0.50 mmol, 1.00 Aqg.)
und Sulfurylchlorid (40.5 mL, 0.50 mmol, 1.00 Ag.). Das Rohprodukt wird durch eine
fraktionierte Destillation bei Normaldruck (160 °C Olbadtemperatur, Siedepunkt 115 °C)
aufgereinigt. 3-Chlor-3-methyl-2-butanon (46.3 g, 0.38 mol, 77%) wird als farbloses Ol

erhalten.

1H-NMR (500 MHz, CDCI3): d [ppm] = 2.29 (s, 3H, CH3C=0), 1.59 (s, 6H, C(CH3)2).
13C-NMR (126 MHz, CDCI3): o [ppm] = 204.7 (€C=0), 70.4 (C(CHs)2Cl), 28.5 (C(CH3)2),
24.1 (O=CCHs).

MS (EI) m/z berechnet flir CsHoCIO [M]*: 120.03, gefunden: 120.0

10.5.1.1.3 2-Chlor-2-methylpropiophenon

O

e

Die Darstellung erfolgt nach AAV9 aus Isobutyrophenon (45.0 mL, 0.30 mol, 1.00 Aq.) und
Sulfurylchlorid (24.3 mL, 0.30 mol, 1.00 Ag.). Das Rohprodukt wird durch eine
fraktionierte Vakuumdestillation (30 mbar, Siedepunkt 125 °C) aufgereinigt. 2-Chlor-2-
methylpropiophenon (48.8 g, 0.27 mol, 89%) wird als gelbliches Ol erhalten.

1H-NMR (500 MHz, CDCl3): 0 [ppm] = 8.15-8.13 (m, 2H, HA"), 7.54-7.51 (m, 1H, H*"),
7.45-7.42 (m, 2H, H*"), 1.88 (s, 6H, C(CH3)2).

13C-NMR (126 MHz, CDCI3): é [ppm] = 197.2 (€=0), 134.5 (C*"), 132.6 (C*"), 130.1 (2C,
CAn), 128.2 (2C, CA7), 68.4 (C(CHs3)2Cl), 30.6 (C(CHs3)2Cl).

MS (EI) m/z berechnet fiir C10H:1CIO [M]*: 182.05, gefunden: 182.1.

Die analytischen Daten stimmen mit Literaturdaten Gberein.[383]
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10.5.1.2 AAV10: Synthese von 3-Thiazolinen 3

Die Darstellung der 3-Thiazoline 3 erfolgt nach der Degussa-Variante der
Asinger-Reaktion.[173:175]  Oxokomponente (260 mmol, 1.00 Aq. bzw. 3.00 Aq.),
Ammoniaklésung (13.3 M, 34.0 mL) und Natriumhydrogensulfid-Monohydrat (260 mmol,
1.00 Aq.) werden vorgelegt und auf 0°C gekiihlt. Zur gelblichen Lésung wird die
a-chlorierte Komponente (260 mmol, 1.00 Aqg.), gelést in Dichlormethan (100 mL),
tropfenweise zugegeben, wobei eine Farbung der Lésung auftritt. Die Reaktionslésung wird
Uber Nacht bei Raumtemperatur gerthrt, die Phasen getrennt und die wassrige Phase mit
Dichlormethan (3x 30 mL) extrahiert. Die vereinten organischen Phasen werden Uber
Magnesiumsulfat getrocknet, das Lésungsmittel unter vermindertem Druck entfernt und
das Rohprodukt Uber fraktionierte Vakuumdestillation oder saulenchromatographisch

aufgereinigt.

10.5.1.2.1 2,2-Dimethyl-3-thiazolin (3a)

=N

(<
Die Darstellung erfolgt nach AAV10 aus Aceton (45.0 mL, 610 mmol, 3.00 Aq.),
Ammoniaklésung (13.3 M, 41.0 mL), deionisiertem Wasser (56.0 mL),
Natriumhydrogensulfid-Monohydrat  (13.5g, 240 mmol, 1.20 Aq.) und waéssriger
a-Chloracetaldehydlésung (27.5 mL, 200 mmol, 1.00 Aqg.). 2,2-Dimethyl-3-thiazolin (3a)

(9.89 g, 86.7 mmol, 43%) wird durch fraktionierte Vakuumdestillation (100 mbar,
Siedepunkt 78...80 °C) als leicht gelbliche Fliissigkeit erhalten.

1H-NMR (500 MHz, CDCI3): 0 [ppm] = 7.30 (t, J = 1.4 Hz, 1H, CH), 4.04 (d, J = 1.4 Hz,
2H, CH2), 1.66 (s, 6H, C(CHs)2).

13C-NMR (126 MHz, CDCl3): & [ppm] = 156.7 (CH), 89.4 (C(CHs)2), 45.0 (CH2), 32.7
(C(CH3)2).

HRMS (ESI) m/z berechnet fir CsH1o0NS [M+H]*: 116.0529, gefunden: 116.0531.

IR [cm™]: 2967, 2920, 1711, 1644, 1432, 1362, 1310, 1218, 931, 889, 802, 779, 681,
573, 545, 529.

10.5.1.2.2 2,2,5,5-Tetramethyl-3-thiazolin (3b)
=N
N
Die Darstellung erfolgt nach AAV10 aus Aceton (14.7 mL, 200 mmol, 1.00 Aq.),

Ammoniaklésung (13.3 M, 44 mL), Natriumhydrogensulfid-Monohydrat (11.2 g,
200 mmol, 1.00 Ag.) und 2-Chlor-2-methylpropanal (21.3 g, 200 mmol, 1.00 Aq.).
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2,2,5,5-Tetramethyl-3-thiazolin (3b) (6.32 g, 44 mmol, 22%) wird durch fraktionierte
Vakuumdestillation (13 mbar, Siedepunkt 40...50 °C) als farbloser Feststoff erhalten.

1H-NMR (500 MHz, CDCIz): o [ppm] = 6.89 (s, 1H, CH), 1.67 (s, 6H, NC(CHs)2), 1.55 (s,
6H, CHC(CHs3)2).

13C-NMR (126 MHz, CDCI3): & [ppm] = 165.7 (CH), 89.5 (NCS), 65.8 (HCCS), 33.9
(NC(CHs)2), 30.1 (CHC(CHs)2).

MS (EI) m/z berechnet flir CH13NS [M]*: 143.08, gefunden: 143.10.

Die analytischen Daten stimmen mit Literaturdaten (berein.[386]

10.5.1.2.3 2,2,4-Trimethyl-3-thiazolin (3c)
%N
o<
Die Darstellung erfolgt nach AAV10 aus Aceton (18.0 mL, 234 mmol, 1.00 Aq.),
Ammoniaklésung (13.3 M, 30 mL), Natriumhydrogensulfid-Monohydrat (16.4 g,
292 mmol, 1.00 Aqg.) und a-Chloraceton (21.6 g, 234 mmol, 1.00 Aqg.). 2,2,4-Trimethyl-3-

thiazolin (3c) (9.72 g, 75.1 mmol, 32%) wird durch fraktionierte Vakuumdestillation
(20 mbar, Siedepunkt 45...52 °C) als braunes Ol erhalten.

1H-NMR (CDClI3, 500 MHz): 6 [ppm] = 3.94 (s, 2H, CH2), 2.07 (s, 3H, CCH3), 1.61 (s, 6H,
C(CH3)2).

13C-NMR (CDCI3, 126 MHz): 6 [ppm] = 165.8 (CCHs), 88.6 (C(CHs)2), 46.7 (CH2), 32.8
(C(CH3)2), 19.5 (CCH3).

HRMS (ESI) m/z berechnet flir CeH12NS [M+H]*: 130.0685, gefunden: 130.0683.

IR [cm™]: 2969, 2921, 1711, 1661, 1424, 1361, 1273, 1204, 1178, 1118, 849, 580, 544.

10.5.1.2.4 2,2,4,5,5-Pentamethyl-3-thiazolin (3d)
X
S
Die Darstellung erfolgt nach AAV10 aus Aceton (22.1 mL, 300 mmol, 1.00 Aq.),
Ammoniaklésung (13.3 M, 45.0 mL), Natriumhydrogensulfid-Monohydrat (16.82 g,
300 mmol, 1.00 Ag.) und 3-Chlor-3-methyl-2-butanon (36.17 g, 300 mmol, 1.00 Aq.).

2,2,4,5,5-Pentamethyl-3-thiazolin (3d) (29.3 g, 186 mmol, 62%) wird durch fraktionierte
Vakuumdestillation (10 mbar, Siedepunkt 50 °C) als farblose Fllssigkeit erhalten.

1H-NMR (500 MHz, CDCI3): 6 [ppm] = 1.98 (s, 3H, CCHs), 1.59 (s, 6H, NC(CH3)2S),
1.53 (s, 6H, CC(CH3s)2S).
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13C-NMR (126 MHz, CDCI3): & [ppm] = 172.3 (CCHs3), 82.8 (NC(CH3)2S), 66.8
(CC(CH3)2S), 33.8 (NC(CH3)2S), 30.7 (CC(CH3)2S), 15.0 (CCHs).

HRMS (ESI) m/z berechnet flir CsHisNS [M+H]*: 158.0998, gefunden: 158.0995.

IR [cm™]: 2966, 2924, 2857, 1656, 1456, 1438, 1363, 1258, 1204, 1169, 1145, 1098,
854, 640, 591, 574, 483.

10.5.1.2.5 3-Methyl-1-thia-4-azaspiro[4.4]non-3-en (3e)

=N
So
Die Darstellung erfolgt nach AAV10 aus Cyclopentanon (17.7 mL, 200 mmol, 1.00 Aq.),
Ammoniaklésung (13.3 M, 30.0 mL), Natriumhydrogensulfid-Monohydrat (11.21 g,
200 mmol, 1.00 Ag.) und 3-Chloraceton (16.1 mL, 200 mmol, 1.00 Aqg.). 3-Methyl-1-thia-
4-azaspiro[4.4]non-3-en (3e) (1.52g, 9.66 mmol, 5%) wird durch fraktionierte
Vakuumdestillation und anschlieBende Saulenchromatographie (6-50% Ethylacetat in

Cyclohexan) als braunliche Flussigkeit erhalten.

1H-NMR (500 MHz, CDCI3): 0 [ppm] = 3.91 (s, 2H, CH2), 2.17-2.12 (m, 2H, (CH2)4), 2.10
(s, 3H, CCH3), 1.97-1.92 (m, 2H, (CH2)4), 1.89-1.82 (m, 2H, (CH2)4), 1.80-1.72 (m, 2H,
(CH2)4).

13C-NMR (126 MHz, CDCI3): 0 [ppm] = 165.9 (CCHs), 98.0 (C(CH2)4), 46.3 (CH2), 43.6
(2C, (CH2)4), 24.6 (2C, (CH2)4), 19.8 (CCHs3).

HRMS (ESI) m/z berechnet flir CsH14NS [M+H]*: 156.0842, gefunden 156.0844.

IR [cm™t]: 2956, 2869, 1742, 1664, 1435, 1372, 1268, 1196, 1152, 956, 896, 869, 775,
526, 471, 432.

10.5.1.2.6 2,2,3-Trimethyl-1-thia-4-azaspiro[4.4]non-3-en (3f)

=N

Loy
Die Darstellung erfolgt nach AAV10 aus Cyclopentanon (17.7 mL, 200 mmol, 1.00 Aq.),
Ammoniaklésung (13.3 M, 30.0 mL), Natriumhydrogensulfid-Monohydrat (11.21 g,
200 mmol, 1.00 Ag.) und 3-Chlor-3-methyl-2-butanon (24.1 g, 200 mmol, 1.00 Aq.).
2,2,3-Trimethyl-1-thia-4-azaspiro[4.4]non-3-en (3f) (20.5 g, 112 mmol, 56%) wird durch
fraktionierte Vakuumdestillation (0.74 mbar, Siedepunkt 80...88 °C) als gelbe Flissigkeit

erhalten.
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1H-NMR (500 MHz, CDCI3): 6 [ppm] = 2.15-2.09 (m, 2H, (CH2)4), 2.00 (s, 3H, CCH3s),
1.96-1.89 (m, 2H, (CH2)4), 1.87-1.81 (m, 2H, (CH2)4), 1.77-1.71 (m, 2H, (CH2)4), 1.54
(s, 6H, C(CHs)2).

13C-NMR (126 MHz, CDCI3): 0 [ppm] = 172.4 (CCHs), 91.6 (C(CH2)4), 65.5 (C(CHs)2),
44.0 (2C, (CHz)4), 30.2 (C(CH3)2), 24.6 (2C, (CH2)4), 15.0 (CCH3s).

MS (ESI) m/z berechnet fir CioHisNS [M+H]*: 184.1, gefunden 184.1.

Die analytischen Daten stimmen mit Literaturdaten Uberein.[179]

10.5.1.3 AAV11: Synthese von 2H-1,4-Benzothiazinen 5

Die Darstellung der 2H-1,4-Benzothiazine 5 erfolgt nach Groger.[2°8] Unter Eisbadkihlung
wird Natrium (200 mmol, 1.00 Aqg.) in Ethanol (400 mL) gegeben. Nach Erwdrmen auf
Raumtemperatur wird 2-Aminothiophenol (200 mmol, 1.00 Aqg.) in Ethanol (40 mL) gelést,
zu der Losung getropft und eine Stunde bei Raumtemperatur gerithrt. a-Chloriertes
Aldehyd bzw. Keton (200 mmol, 1.00 Aq.) wird zugetropft und anschlieBend zwei Stunden
bei Raumtemperatur gerihrt. Das ausgefallene Natriumchlorid wird abfiltriert und das
Losungsmittel des Filtrats unter vermindertem Druck entfernt. Der Riickstand wird in
Diethylether aufgenommen und das ausgefallene Natriumchlorid erneut abfiltriert. Das
Filtrat wird erneut unter vermindertem Druck eingeengt und das Rohprodukt anschlieBend

destillativ, sdulenchromatographisch oder durch Umbkristallisation aufgereinigt.

10.5.1.3.1 2,2-Dimethyl-2H-1,4-benzothiazin (5a)

L

DK

Die Darstellung erfolgt nach AAV11 aus 2-Aminothiophenol (21.4 mL, 200 mmol, 1.00 Aq.)
und 2-Chlor-2-methylpropanal (21.31 g, 200 mmol, 1.00 Aq.). 2,2,3-Trimethyl-2H-1,4-
benzothiazin (5a) (6.42 g, 36.2 mmol, 18%) wird nach fraktionierter Vakuumdestillation

(10 mbar, Siedepunkt 160 °C) und Umkristallisation aus Petrolether als gelblicher Feststoff

erhalten.

1H-NMR (500 MHz, CDCl3): & [ppm] = 7.56 (s, 1H, CH), 7.43 (dd, J = 7.8, 1.4 Hz, 1H,
HA"), 7.26-7.19 (m, 2H, HA"), 7.14 (td, J = 7.5, 1.5 Hz, 1H, HA"), 1.40 (s, 6H, C(CH3)2).
13C-NMR (126 MHz, CDCl3): 6 [ppm] = 161.0 (C=N), 141.0 (CA"), 127.8 (C*"), 127.7 (C*),
127.5 (€CA7), 126.4 (C*), 123.4 (C*), 37.2 (C(CHs)2), 25.4 (C(CH3)2).

MS (ESI) m/z berechnet fir CioH11NS [M+H]*: 178.06, gefunden: 177.97.

Die analytischen Daten stimmen mit Literaturdaten berein.[387]
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10.5.1.3.2 2,2,3-Trimethyl-2H-1,4-benzothiazin (5b)

N\
LK
Die Darstellung erfolgt nach AAV11 aus 2-Aminothiophenol (21.4 mL, 200 mmol, 1.00 Aq.)
und 3-Chlor-3-methyl-2-butanon (24.1 g, 200 mmol, 1.00 Aq.). 2,2,3-Trimethyl-2H-1,4-
benzothiazin (5b) (27.4 g, 143 mmol, 71%) wird nach fraktionierter Vakuumdestillation
(40 mbar, Siedepunkt 170 °C) als gelbes Ol erhalten.

1H-NMR (500 MHz, CDCI3): o0 [ppm] = 7.35 (dd, J = 7.8, 1.4 Hz, 1H, H*"), 7.22 (dd,
J=7.7,1.5Hz, 1H, H*), 7.17 (td, J = 7.6, 1.5 Hz, 1H, H*"), 7.07 (td, J = 7.5, 1.4 Hz, 1H,
HA7), 2.30 (s, 3H, CCHs), 1.37 (s, 6H, C(CH3s)2).

13C-NMR (126 MHz, CDCl3): 0 [ppm] = 167.5 (C=N), 141.7 (CA"), 127.1 (C""), 126.9 (C*"),
126.4 (CA"), 126.2 (CA), 123.7 (CA7), 39.6 (C(CH3s)2), 24.8 (C(CH3)2), 23.0 (CCH3).
HRMS (ESI) m/z berechnet fir C11H14NS [M+H]*: 192.0842, gefunden: 192.0845.

IR [cm™]: 2956, 1616, 1587, 1476, 1455, 1440, 1420, 1386, 1364, 1305, 1245, 1173,
1118, 1071, 1030, 853, 750, 725, 690, 649, 453, 436.

10.5.1.3.3 2,2-Dimethyl-3-phenyl-2H-1,4-benzothiazin (5c¢)

oo

Die Darstellung erfolgt nach AAV11 aus 2-Aminothiophenol (10.7 mL, 100 mmol, 1.00 Aq.)
und 2-Chlor-2-methylpropiophenon (18.3 g, 100 mmol, 1.00 Aq.). 2,2-Dimethyl-3-
phenyl-2H-1,4-benzothiazin (5¢) (18.7 g, 73.7 mmol, 74%) wird durch
saulenchromatographische Aufreinigung (1-14% Ethylacetat in Cyclohexan) als gelblicher

Feststoff erhalten.

1H-NMR (500 MHz, CDCI3): 6 [ppm] = 7.55 (dd, J = 7.8, 1.4 Hz, 1H, HA"), 7.53-7.50 (m,
2H, HA"), 7.46-7.44 (m, 3H, HA"), 7.36 (dd, J = 7.7, 1.5 Hz, 1H, H*"), 7.29-7.27 (m, 1H,
HA"), 7.19 (td, J = 7.5, 1.4 Hz, 1H, H”"), 1.50 (s, 6H, C(CH3)2).

13C-NMR (126 MHz, CDCl3): o [ppm] = 167.8 (C=N), 142.1 (CA"), 138.8 (C""), 129.1 (C*),
128.3 (2C, €*"), 127.9 (2C, CA"), 127.8 (C*"), 127.2 (C~"), 127.0 (CA"), 126.5 (C*"), 124.0
(€A1), 39.6 (C(CH3)2), 26.3 (C(CH3)2).

HRMS (ESI) m/z berechnet fir CieH16NS [M]*: 254.0998, gefunden: 254.1001.

IR [cm™]: 1455, 1440, 1368, 1365, 1305, 1293, 1170, 1119, 1075, 998, 978, 968, 763,
740, 703, 689, 669, 631, 561, 453.

Tm: 90 °C
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10.5.1.4 Synthese von 2H-1,4-Benzoxazinen 7

10.5.1.4.1 3-Phenyl-2H-benzoxazin (7a)

o™

Die Darstellung erfolgt nach Shridhar et al.[?°1 2-Aminophenol (2.00 g, 18.3 mmol,
1.00 Ag.) wird mit Kaliumcarbonat (3.80 g, 27.5 mmol, 1.50 Ag.) in Aceton (500 mL)
vorgelegt. Die Suspension wird fir 3 h bei Raumtemperatur gerihrt. Kaliumcarbonat
(3.80 g, 27.5 mmol, 1.50 Ag.) und a-Bromacetophenon (3.64 g, 18.3 mmol, 1.00 Aq.)
werden hinzugegeben und die Mischung flir 6 h zum Reflux erhitzt. Nach Abklhlen der
Suspension auf Raumtemperatur wird der Feststoff abfiltriert und mit Aceton gewaschen.
Das Losungsmittel des Filtrats wird unter vermindertem Druck entfernt. Der Rickstand
wird mit kaltem deionisiertem Wasser (200 mL) und Diethylether (300 mL) versetzt, die
Phasen getrennt und die organische Phase wird mit Salzsdure (1.5 M) und destilliertem
Wasser gewaschen. Die organische Phase wird Uber Magnesiumsulfat getrocknet und das
Lésungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. 3-Phenyl-2H-benzoxazin (7a) (1.49 g,
7.13 mmol, 39%) wird nach saulenchromatographischer Aufreinigung (1-10% Ethylacetat

in Cyclohexan) als rotlicher Feststoff erhalten.

1H-NMR (500 MHz, CDCl3): & [ppm] = 7.96-7.90 (m, 2H, HA"), 7.50-7.46 (m, 3H, HA"),
7.44 (dd, J = 7.7, 1.6 Hz, 1H, H?"), 7.15 (td, J = 7.7, 1.6 Hz, 1H, H*), 7.03 (td, J = 7.6,
1.4 Hz, 1H, H*), 6.92 (dd, J = 8.0, 1.3 Hz, 1H, H"), 5.08 (s, 2H, CH2).

13C-NMR (126 MHz, CDCI3): o [ppm] = 158.9 (C=N), 146.5 (C*"), 135.6 (C~"), 133.9 (C*),
131.3 (€C*7), 128.9 (2C, CAr), 128.8 (CA"), 128.0 (C*"), 126.6 (2C, CA"), 122.5 (C*"), 115.7
(€A, 63.1 (CH2).

MS (ESI) m/z berechnet flir C14H12NO [M+H]*: 210.0, gefunden: 210.08.

Die analytischen Daten stimmen mit Literaturdaten (iberein.[t99:20]

10.5.1.4.2 1-(2,3-Difluor-6-nitrophenoxy)propan-2-on

Die Darstellung erfolgt nach Lopez-Iglesias et al.[?!°l Nitrophenol (2.12 g, 12.1 mmol,
1.00 Ag.) wird in Toluol (4 mL) vorgelegt. Chloraceton (1.94 mL, 24.2 mmol, 2.00 Aq.),
Kaliumbromid (173 mg, 1.45 mmol, 2 mol%), Natriumhydrogencarbonat (1.12 g,
13.3 mmol, 2.20 Ag.) und Tributylmethylammoniumchlorid (75% w/w in dH20,

0.26 mmol, 2.2 mol%) werden hinzugegeben und das Gemisch fir 6 h bei 65 °C gerihrt.
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Es wird Chloraceton (0.49 mL, 6.04 mmol, 0.5 Aqg.) hinzugegeben und fir weitere 18 h bei
65 °C gerlihrt. Es wird deionisiertes Wasser (4 mL) hinzugegeben und der pH-Wert der
Lésung mit 1 M Natronlauge auf 6.5-7 eingestellt. Die Phasen werden getrennt, die
organische Phase mit Natriumchloridlésung (5%, 8 mL) versetzt und fir 10 min bei
55-60 °C gerihrt. Die Phasen werden getrennt, die organische Phase (ber
Magnesiumsulfat getrocknet und das Lésungsmittel unter vermindertem Druck entfernt.
1-(2,3-Difluoro-6-nitrophenoxy)propan-2-on (2.53 g, 10.9 mmol, 91%) wird als gelber

Feststoff erhalten.

1H-NMR (500 MHz, CDCl3): & [ppm] = 7.73 (ddd, J = 9.4 Hz, Jm = 5.2, 2.4 Hz, 1H, H*),
7.07-7.03 (m, 1H, H*"), 4.80 (d, J4 = 1.3 Hz, 2H, CH2), 2.31 (s, 3H, CH3).

13C-NMR (126 MHz, CDCl3): 6 [ppm] = 203.0 (€=0), 154.1 (dd, Jec = 259.6, 11.5 Hz,
C*"), 144.7 (dd, Jrc = 252.9, 14.5 Hz, C*"), 142.6 (dd, Jrc = 10.9, 2.9 Hz, CA7), 140.0 (C*"),
120.8 (dd, Jrc = 9.0, 4.0 Hz, CA"), 111.8 (d, Jrc = 19.2 Hz, CA"), 78.2 (d, Jrc = 5.3 Hz,
CHz), 26.5 (CH3).

MS (ESI) m/z berechnet flir CoH;F2NOsNa [M+Na]*: 254.1, gefunden: 254.0.

Die analytischen Daten stimmen mit Literaturdaten lberein.[210]

10.5.1.4.3 7,8-Difluoro-3-methyl-2H-benzoxazin (7b)

foes

Die Darstellung erfolgt nach Battistoni et a/.[?''] 1-(2,3-Difluor-6-nitrophenoxy)propan-2-
on (539.8 mg, 2.3 mmol, 1.00 Ag.) wird in THF/dH.0 (1:1, 20 mL) vorgelegt, mit
Natriumhypophosphit-Monohydrat (1.36 g, 12.8 mmol, 5.5 Ag.) und Palladium auf
Aktivkohle (10 % w/w, 30.9 mg, 0.3 mmol, 12.5 mol%) versetzt und fir 15 min bei
Raumtemperatur gerihrt. Die Suspension wird filtriert und mit THF/dH20 (1:1) gewaschen.
Das Filtrat wird mit dH20 verdinnt, mit Diethylether extrahiert, ber Magnesiumsulfat
getrocknet und das Loésungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. 7,8-Difluor-3-
methyl-2H-benzoxazin (7b) (194 mg, 1.3 mmol, 57%) wird durch
sdulenchromatographische Aufreinigung (5-40% Ethylacetat in Cyclohexan) als braunes Ol

erhalten.

1H-NMR (500 MHz, CDCl3): & [ppm] = 7.67 (ddd, J = 9.4 Hz, Jm = 5.2, 2.4 Hz, 1H, H),
6.99 (ddd, J = 9.3 Hz, Jmm = 8.7, 7.2 Hz, 1H, H”"), 4.80 (d, Je = 1.3 Hz, 2H, CHz2), 2.32
(s, 3H, CHa).

13C-NMR (126 MHz, CDCIl3): & [ppm] = 202.9 (C=N), 154.0 (dd, Jrc =259.6, 11.5 Hz, C*),
144.7 (dd, Jrc =252.9, 14.5 Hz, C*"), 142.5 (dd, Jrc = 10.9, 2.9 Hz, C*"), 139.9 (C*"), 120.7
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(dd, Jec = 9.0, 4.0 Hz, €*), 111.7 (d, Jrc = 19.2 Hz, C*7), 78.1 (d, Jrc = 5.3 Hz, CH2), 26.4
(CHs).
Die analytischen Daten stimmen mit Literaturdaten Uberein.[388]

10.5.2 Versuche zur chemischen Reduktion von 3-Thiazolinen

10.5.2.1 Reduktion mit Lithiumaluminiumhydrid

Fein gemdrsertes Lithiumaluminiumhydrid (58.8 mg, 1.55 mmol, 1.00 Ag.) wird in
Diethylether (4 mL) vorgelegt und auf 4 °C abgekihlt. 2,2,4-Trimethyl-3-thiazolin (3c)
(200 mg, 1.55 mmol, 1.00 Ag.) wird in Diethylether (2 mL) gelést und bei 4 °C zu der
Lithiumaluminiumhydrid-Suspension getropft. Nach Erwarmen auf Raumtemperatur wird
die Reaktionsmischung fiir 2 h bei Raumtemperatur gerihrt. Es wird Eiswasser und
Diethylether hinzugegeben und die organische Phase abdekantiert. Die Salze werden
dreimal mit Diethylether gewaschen, die vereinten organischen Phasen werden uber
Magnesiumsulfat getrocknet und das Lésungsmittel unter vermindertem Druck entfernt.
Das Rohprodukt wird 'H-NMR-spektroskopisch untersucht. Es erfolgt keine Reduktion zum
gewlinschten 3-Thiazolidin. Stattdessen werden eine Ringdffnung des N,S-Acetals des 3-

Thiazolidins und weitere Spaltprodukte beobachtet.

10.5.2.2 Reduktion mit DIBAL

Der Reduktionsversuch wird analog zu einer Vorschrift von Chung et al. durchgefiihrt.[?12]
2,2,4-Trimethyl-3-thiazolin (3¢) (250 mg, 1.93 mmol, 1.00 Aq.) wird in Toluol (3.4 mL)
gelést und auf -78 °C abgekiihit. DIBAL (1 M in Toluol, 4.4 mL, 2.30 Ag.) wird langsam
zugetropft und 5 min bei Raumtemperatur gerthrt. Methanol (0.67 mL) wird hinzugegeben
und daraufhin zu Zitronensdure (10% w/w, 9.2 mL) bei einer Temperatur von 0 °C
gegeben. Die Reaktionsmischung wird fir 2 h gerthrt, der pH-Wert der Mischung mit
Kaliumcarbonat auf pH 9 eingestellt und anschlieBend zweimal mit Ethylacetat extrahiert.
Die vereinten organischen Phasen werden mit gesattigter Natriumchloridlésung
gewaschen, Uber Magnesiumsulfat getrocknet und das Losungsmittel unter vermindertem
Druck entfernt. Das Rohprodukt wird *H-NMR-spektroskopisch untersucht. Es erfolgt keine

Umsetzung von 3c.

10.5.2.3 Reduktion mit Natriumborhydrid

2,2,4-Trimethyl-3-thiazolin (3¢) (200 mg, 1.55 mmol, 1.00 Ag.) wird in Methanol (3 mL)
geldst und auf 4 °C abgekiihlt. Fein gemd&rsertes Natriumborhydrid (58.6 mg, 1.55 mmol,

1.00 Ag.) wird langsam hinzugegeben. Die Reaktionsmischung wird auf Raumtemperatur
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erwarmt und anschlieBend 2 h bei Raumtemperatur gerihrt. Die Mischung wird mit dH20
versetzt und dreimal mit Dichlormethan extrahiert. Die vereinten organischen Phasen
werden Uber Magnesiumsulfat getrocknet und das Lésungsmittel unter vermindertem
Druck entfernt. Das Rohprodukt wird 'H-NMR-spektroskopisch untersucht. 0.7% des
gewlinschten Produkts werden im Rohprodukt identifiziert, wohingegen der GroBteil aus

nicht umgesetztem Edukt besteht.

10.5.2.4 Reduktion mit NaB(Boc-Pro)sH

Der Reduktionsversuch erfolgt nach einer abgewandelten Vorschrift von Reiners et al.[17°]
Boc-DL-Pro-OH (11.0 g, 51.1 mmol, 6.60 Aq.) wird in Tetrahydrofuran (25 mL) gelést, mit
gemérsertem Natriumborhydrid (0.65 g, 17.0 mmol, 2.20 Aq.) versetzt und 2 h bei
Raumtemperatur gerthrt. Die Reaktionsmischung wird auf 4 °C abgekihlt und
2,2,4-Trimethyl-3-thiazolin (3¢) (1.00 g, 7.74 mmol, 1.00 Aq.), geldst in Tetrahydrofuran,
(10 mL) zugetropft. Die Reaktionsmischung wird flir 24 h bei 4 °C gerihrt. Es wird
Salzsdure (2 M, 20 mL) zugesetzt und fiir 30 min bei 60 °C gerihrt. Die Mischung wird mit
Kaliumcarbonat auf einen pH-Wert von 9 eingestellt und dreimal mit Ethylacetat extrahiert.
Die vereinten organischen Phasen werden mit gesattigter Natriumchloridlésung
gewaschen, liber Magnesiumsulfat getrocknet und das Losungsmittel unter vermindertem
Druck entfernt. Das Rohprodukt wird *H-NMR-spektroskopisch untersucht. Es erfolgt keine

Umsetzung von 3c.

10.5.2.5 Reduktionen mit Hantzsch-Ester

Die Reduktionsversuche erfolgen nach abgewandelten Vorschriften von Rueping et a/.[213]
und Zhang et al.[214l 2 2-Dimethyl-3-thiazolin (3a) (80.0 mg, 0.70 mmol, 1.00 Aqg.) wird
in Dichlormethan (5 bzw. 7 mL) geldst. Hantzsch-Ester (247 mg, 0.98 mmol, 1.40 Aqg.
bzw. 194 mg, 0,77 mmol, 1.10 Aq.) und Diphenylphosphat (8.7 mg, 0.04 mmol, 5 mol%
bzw. 17.4 mg, 0.07 mmol, 10 mol% bzw. 34.8 mg, 0.14 mmol, 20 mol%) oder Schreiners
Thioharnstoff Katalysator (17.4 mg, 0.03 mmol, 5 mol% bzw. 34.8 mg, 0.07 mmol,
10 mol%) werden hinzugegeben und flir 66 h bzw. 86 h unter Argonatmosphéare bei 40 °C
oder Raumtemperatur gerihrt. Die Reaktionsmischung wird unter vermindertem Druck
eingeengt und das Rohprodukt H-NMR-spektroskopisch untersucht. Die Ergebnisse sind in
Tabelle 10.23 dargestellt.
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Tabelle 10.23. Ergebnisse der Hantzsch-Ester Reduktionen von 2,2-Dimethyl-3-thiazolin (3a)

Hantzsch- DPP Thioharnstoff- T[°C] t[h] Umsatz des
Ester [Aq.] [mol%] Kat. [mol%] Eduktes [%]
1.4 5 - 40 66 0
1.4 10 - 40 86 0
1.4 20 - 40 86 0
1.1 - 5 RT 86 0
1.1 - 10 RT 86 0

10.5.2.6 Reduktion mit Palladium auf Aktivkohle

2,2,4-Trimethyl-3-thiazolin (3¢) (500 mg, 3.87 mmol, 1.00 Ag.) wird in Methanol (5 mL)
gelést und mit Palladium auf Aktivkohle (10% w/w, 41.0 mg, 0.39 mmol, 10 mol%)
versetzt. Die Reaktionsmischung wird flir 18 h unter Wasserstoffatmosphare bei
Raumtemperatur geriihrt. Das Palladium auf Aktivkohle wird durch Filtration abgetrennt,
mit kaltem Methanol gewaschen und das Ldsungsmittel unter vermindertem Druck
entfernt. Das Rohprodukt wird H-NMR-spektroskopisch untersucht. Es erfolgt keine

Umsetzung von 3c.

10.5.2.7 Reduktion mit Zinkstaub

Der Reduktionsversuch wird analog zu einer Vorschrift von Giovenzana et al.
durchgefiihrt.[215] 2,2 4-Trimethyl-3-thiazolin (3¢) (250 mg, 1.93 mmol, 1.00 Aqg.) wird in
wassriger Kaliumhydroxidlésung (5% w/w, 9 mL) geldst. Zinkstaub (1.89 g, 29.0 mmol,
15.0 Aqg.) wird hinzugegeben und unter Argonatmosphére fiir 24 h bei Raumtemperatur
gerthrt. Der Zinkstaub wird Uber Celite 535 abfiltriert und mit Ethylacetat gewaschen. Die
Phasen werden getrennt und die wassrige Phase zweimal mit Ethylacetat extrahiert. Die
vereinten organischen Phasen werden zweimal mit deionisiertem Wasser gewaschen, lber
Magnesiumsulfat getrocknet und das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt.
Das Rohprodukt wird H-NMR-spektroskopisch untersucht. Es erfolgt keine Umsetzung von
3c.
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10.5.3 Synthese von Referenzverbindungen

10.5.3.1 AAV12: Synthese von 3-Thiazolidinen 4

Die Reduktion der 3-Thiazoline 3 mit Catecholboran erfolgt nach Groger(2%8]1 bzw. nach
einer abgewandelten Vorschrift von Reiners et al.[7°1 3-Thiazolin (14.4 mmol, 1.00 Aq.)
wird in Toluol (40 mL) vorgelegt. Catecholboran (52.1 mmol, 3.00 Aq.) wird in Toluol
(10 mL) gel6st und bei Raumtemperatur Gber einen Zeitraum von 20 min zugetropft. Die
Reaktionsmischung wird fiir 48 h bei Raumtemperatur gerihrt, vorsichtig mit dH20
versetzt und anschlieBend dreimal mit Natronlauge (2 M) extrahiert. Die vereinten
organischen Phasen werden lUber Magnesiumsulfat getrocknet, das Losungsmittel unter

vermindertem Druck entfernt und das Rohprodukt saulenchromatographisch aufgereinigt.

10.5.3.1.1 2,2,5,5-Tetramethyl-3-thiazolidin (4b)
NH
M

Die Darstellung erfolgt nach AAV12 aus 2,2,5,5-Tetramethyl-3-thiazolin (3b) (1.16 g,
8.09 mmol, 1.00 Agq.) und Catecholboran (2.60 mL, 24.3 mmol, 3.00 Aq.). 2,2,5,5-
Tetramethyl-3-thiazolidin (4b) (186 mg, 1.28 mmol, 16%) wird durch
saulenchromatographische Aufreinigung (12%-100% Ethylacetat in Cyclohexan) als

farbloses Ol erhalten.

1H-NMR (500 MHz, CDCls): & [ppm] = 3.02 (s, 2H, CH2), 1.59 (s, 6H, NC(CHs)2S),
1.43 (s, 6H, CC(CH3)2S).

13C-NMR (126 MHz, CDCl3): 6 [ppm] = 81.6 (NC(CHs)2S), 64.6 (CH2), 59.8 (CC(CH3)2S),
32.6 (NC(CH3)2S), 30.4 (CC(CH3)2S).

HRMS (ESI) m/z berechnet flir C7H16NS [M+H]*: 146.0998, gefunden: 146.1000.

10.5.3.1.2 rac-2,2,4-Trimethyl-3-thiazolidin (rac-4c)

Die Darstellung erfolgt nach AAV12 aus 2,2,4-Trimethyl-3-thiazolin (3c¢) (1.00 g,
7.74 mmol, 1.00 Ag.) und Catecholboran (2.48 mL, 23.2 mmol, 3.00 Aq.). rac-2,2,4-
Trimethyl-3-thiazolidin (rac-4c) (29.9 mg, 0.23 mmol, 3%) wird durch
saulenchromatographische Aufreinigung (12%-100% Ethylacetat in Cyclohexan) als

farbloses Ol erhalten.
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1H-NMR (500 MHz, CDCI3): 8 [ppm] = 3.57-3.50 (m, 1H, CH), 3.22 (dd, J = 10.3, 5.6 Hz,
1H, CH2), 2.59 (t, J = 10.0 Hz, 1H, CH2), 1.67 (s, 3H, C(CHs)2), 1.55 (s, 3H, C(CHs3)2),
1.36 (d, J = 6.3 Hz, 3H, CCH3s).

13C-NMR (126 MHz, CDCl3): 0 [ppm] = 75.8 (C(CHs)2), 59.7 (CCHs), 44.7 (CH2), 33.3
(C(CH3)2), 31.7 (C(CH3)2), 19.4 (CCH?3).

HRMS (ESI) m/z berechnet fir CsH14NS [M+H]*: 132.0842, gefunden: 132.0844.

10.5.3.1.3 rac-2,2,4,5,5-Pentamethyl-3-thiazolidin (rac-4d)

Die Darstellung erfolgt nach AAV12 aus 2,2,4,5,5-Pentamethyl-3-thiazolin (3d) (2.73 g,
17.4 mmol, 1.00 Ag.) und Catecholboran (5.55 mL, 52.1 mmol, 3.00 Aq.). rac-2,2,4,5,5-
Pentamethyl-3-thiazolidin  (rac-4d) (860 mg, 5.40 mmol, 31%) wird durch
saulenchromatographische Aufreinigung (12%-100% Ethylacetat in Cyclohexan) als

farbloses Ol erhalten.

1H-NMR (500 MHz, CDCI3): o [ppm] = 3.27 (q, J = 6.6 Hz, 1H, CHCH3z), 1.60 (s, 3H,
NC(CHs)2S), 1.55 (s, 3H, NC(CH3)2S), 1.41 (s, 3H, CC(CH3)2S), 1.19 (s, 3H, CC(CHs3)2S),
1.11 (d, J = 6.6 Hz, 3H, CHCH3).

13C-NMR (126 MHz, CDCI3): o [ppm] = 72.0 (NC(CH3)2S), 66.6 (CH), 61.4 (CC(CH3)2S),
33.8 (NC(CH3)2S), 32.9 (NC(CH3)2S), 27.7 (CC(CHs)2S), 26.1 (CC(CH3)2S), 13.6 (CCH3).
HRMS (ESI) m/z berechnet flir CsHisNS [M+H]*: 160.1155, gefunden: 160.1150.

IR [cm™]: 2964, 2922, 2851, 2357, 1736, 1454, 1378, 1365, 1201, 1158, 1119, 1043,
853, 797, 750, 632, 551.

10.5.3.1.4 rac-3-Methyl-1-thia-4-azaspiro[4.4]nonan (rac-4e)

1TNH

O
Die Darstellung erfolgt nach AAV12 aus 3-Methyl-1-thia-4-azaspiro[4.4]non-3-en (3e)
(7359, 4.73 mmol, 1.00 Aq.) und Catecholboran (1.50 mL, 14.2 mmol, 3.00 Aq.).
rac-3-Methyl-1-thia-4-azaspiro[4.4]nonan (rac-4e) (58.9 mg, 0.38 mmol, 8%) wird durch
sdulenchromatographische Aufreinigung (6%-50% Ethylacetat in Cyclohexan) als farbloses

Ol erhalten.

1H-NMR (500 MHz, CDCl3): & [ppm] = 3.39-3.33 (m, 1H, CHCHs), 3.17 (dd, J = 10.1,
5.8 Hz, 1H, CH2), 2.55 (t, J = 9.9 Hz, 1H, CH2), 2.19-2.11 (m, 1H, (CH2)), 1.96-1.86 (m,
3H, (CH2)4), 1.82-1.67 (m, 4H, (CH2)4), 1.35 (d, J = 6.3 Hz, 3H, CCH3).
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13C-NMR (126 MHz, CDCI3): o [ppm] = 85.3 (C(CH2)4), 59.9 (CCHs), 44.2 (CH2), 43.6
((CH2)4), 41.1 ((CH2)4), 24.7 ((CH2)4), 24.2 ((CH2)4), 19.4 (CCH3).
HRMS (ESI) m/z berechnet flir CsH1eNS [M+H]*: 158.0998, gefunden: 158.0997.

10.5.3.1.5 rac-2,2,3-Trimethyl-1-thia-4-azaspiro[4.4]nonan (rac-4f)

;TNH

0
Die Darstellung erfolgt nach AAV12 aus 2,2,3-Trimethyl-1-thia-4-azaspiro[4.4]non-3-
en (3f) (2.16 g, 11.81 mmol, 1.00 Aq.) und Catecholboran (3.78 mL, 35.4 mmol,
3.00 Aq.). rac-2,2,3-Trimethyl-1-thia-4-azaspiro[4.4]nonan (rac-4f) (933 mg,
5.03 mmol, 42%) wird durch saulenchromatographische Aufreinigung (6%-50%

Ethylacetat in Cyclohexan) als gelbes Ol erhalten.

1H-NMR (500 MHz, CDCI3): 6 [ppm] = 3.11 (q, J = 6.6 Hz, 1H, CHCH3), 2.13-1.63 (m,
8H, (CH2)4), 1.41 (s, 3H, C(CHs)2), 1.19 (s, 3H, C(CHs)2), 1.10 (d, J = 6.6 Hz, 3H, CCH3).
13C-NMR (126 MHz, CDCl3): 0 [ppm] = 81.5 (C(CH2)4), 67.1 (CCH3), 59.9 (C(CH3)2), 44.5
((CH2)4), 42.4 ((CH2)4), 27.9 (C(CHs3)32), 26.1 (C(CHS3)2), 24.4 ((CH2)4), 23.9 ((CH2)4), 13.7
(CCHs).

MS (ESI) m/z berechnet fir Cio0H20NS [M+H]*: 186.12, gefunden: 186.1.

Die analytischen Daten stimmen mit Literaturdaten Uberein.[17°]

10.5.3.2 AAV13: Synthese von 3,4-Dihydro-2H-1,4-benzothiazinen 6

Die organokatalytische Reduktion der 2H-1,4-Benzothiazine 5 erfolgt analog zu Rueping
et al.[2131 2H-1,4-Benzothiazin 5 (0.78 mmol, 1.00 Ag.) wird in Dichlormethan (5 mL)
vorgelegt, Hantzsch-Ester (1.18 mmol, 1.40 Aq.) und Diphenylphosphat (0.04 mmol,
5 mol%) werden zugegeben und die Reaktionsmischung fiir 24 h unter Argonatmosphare
bei 40 °C geriuhrt. Das Rohprodukt wird unter vermindertem Druck eingeengt und

saulenchromatographisch aufgereinigt.

10.5.3.2.1 2,2-Dimethyl-3,4-dihydro-2H-1,4-benzothiazin (6a)

H
L
<
Die Darstellung erfolgt nach AAV13 aus 2,2-Dimethyl-2H-1,4-benzothiazin (5a) (107 mg,

0.60 mmol, 1.00 Ag.) mit Hantzsch-Ester (213 mg, 0.84 mmol, 1.40 Aq.) und
Diphenylphosphat (6.94 mg, 0.03 mmol, 5 mol%). Durch saulenchromatographische
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Aufreinigung (9% Ethylacetat in Cyclohexan) wird 2,2-Dimethyl-3,4-dihydro-2H-1,4-
benzothiazin (6a) (90.1 mg, 0.29 mmol, 49%) als farbloser Feststoff erhalten.

1H-NMR (500 MHz, CDCI3): & [ppm] = 6.97 (dd, J = 7.7, 1.5 Hz, 1H, H*"), 6.92 (ddd,
J=7.9,7.2,1.5Hz, 1H, H*), 6.65 (ddd, J = 7.6, 7.5, 1.3 Hz, 1H, H""), 6.53 (dd, J = 8.0,
1.3 Hz, 1H, HA"), 3.25 (s, 2H, CH2), 1.43 (s, 6H, C(CHs)2).

13C-NMR (126 MHz, CDCI3): & [ppm] = 140.2 (C*"), 127.7 (CA"), 125.3 (CA"), 118.2 (C*"),
116.6 (CA"), 114.9 (CA), 54.6 (CH2), 39.7 (C(CHs3)2), 28.0 (C(CH3)2).

MS (EI) m/z berechnet flir C1o0H:13NS [M]*: 179.08, gefunden: 179.1.

Die analytischen Daten stimmen mit Literaturdaten lberein.[38°]

10.5.3.2.2 rac-2,2,3-Trimethyl-3,4-dihydro-2H-1,4-benzothiazin (rac-6b)

N
LK
Die Darstellung erfolgt nach AAV13 aus 2,2,3-Trimethyl-2H-1,4-benzothiazin (5b)
(150 mg, 0.78 mmol, 1.00 Aq.), Hantzsch-Ester (298 mg, 1.18 mmol, 1.40 Ag.) und
Diphenylphosphat (9.75 mg, 0.04 mmol, 5 mol%). Durch saulenchromatographische
Aufreinigung (2%-14% Ethylacetat in Cyclohexan) wird 2,2,3-Trimethyl-3,4-dihydro-2H-
1,4-benzothiazin (rac-6b) (51.4 mg, 0.27 mmol, 34%) als braunes Ol erhalten.

1H-NMR (500 MHz, CDCI3): 0 [ppm] = 6.95 (dd, J = 7.7, 1.5 Hz, 1H, H*"), 6.89 (ddd,
J=8.3,7.3,1.5 Hz, 1H, H*"), 6.61 (td, J = 7.5, 1.2 Hz, 1H, H*"), 6.48 (dd, J = 7.9, 1.3 Hz,
1H, H*"), 3.85 (s, 1H, NH), 3.50 (q, J = 6.4 Hz, 1H, CHCH3s), 1.34 (s, 3H, C(CH3)2), 1.30
(s, 3H, C(CHs)2), 1.18 (d, J = 6.4 Hz, 3H, CCH3).

13C-NMR (126 MHz, CDCI3): & [ppm] = 140.6 (C*"), 127.5 (C*"), 125.3 (C*"), 117.9 (C*),
116.6 (CA7), 114.6 (CA), 56.2 (CHCH3s), 42.6 (C(CH3)2), 27.4 (C(CHs)2), 23.7 (C(CH3)2),
18.0 (CCHs).

HRMS (ESI) m/z berechnet flir C11H1sNS [M+H]": 194.0998, gefunden: 194.1001.

IR [cm™]: 2961, 1590, 1480, 1307, 1123, 738.

10.5.3.2.3 2,2-Dimethyl-3-phenyl-3,4-dihydro-2H-1,4-benzothiazin (rac-6c)

1 O
Crr
S
Die Darstellung erfolgt nach AAV13 aus 2,2-Dimethyl-3-phenyl-2H-1,4-benzothiazin (5¢)

(450 mg, 1.78 mmol, 1.00 Aq.), Hantzsch-Ester (210 mg, 0.83 mmol, 1.40 Aqg.) und
Diphenylphosphat (7.40 mg, 0.03 mmol, 5 mol%). Durch saulenchromatographische
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Aufreinigung (100% Cyclohexan) wird 2,2-Dimethyl-3-phenyl-3,4-dihydro-2H-1,4-

benzothiazin (rac-6¢) (295 mg, 1.16 mmol, 65%) als farbloser Feststoff erhalten.

1H-NMR (500 MHz, CDCIz): o [ppm] = 7.39-7.34 (m, 5H, HA"), 7.02 (dd, J = 7.8, 1.5 Hz,
1H, HA"), 6.96-6.92 (m, 1H, HA), 6.67 (td, J = 7.5, 1.3 Hz, 1H, H*"), 6.54 (dd, J = 8.0,
1.2 Hz, 1H, H*"), 4.59 (s, 1H, CH), 4.23 (s, 1H, NH), 1.32 (s, 3H, C(CH3)2), 1.26 (s, 3H,
C(CH3)2).

13C-NMR (126 MHz, CDCIz3): & [ppm] = 141.1(C*"), 140.5 (C*"), 128.7 (2C, CA),
128.4 (€C*"), 128.3 (2C, €~"), 127.5 (CA"), 125.6 (CA"), 118.3 (CA"), 116.4 (CA"), 114.7 (CA7),
65.8 (CH), 42.8 (C(CH3)2), 27.8 (C(CH3)2), 24.5 (C(CH3)2).

MS (ESI) m/z berechnet fir CisH1sNS [M+H*]*: 256.1, gefunden: 256.1.

Die analytischen Daten stimmen mit Literaturdaten Uberein.[17°]

10.5.3.3 Synthese von 3,4-Dihydro-2H-1,4-benzoxazinen 8

10.5.3.3.1 rac-3-Phenyl-3,4-dihydro-2H-benzoxazin (rac-8a)

e
o
Die Darstellung erfolgt analog zur Reduktion der 2H-1,4-Benzothiazine 5 nach Rueping
et al.l'%9]  3-Phenyl-2H-benzoxazin (7a) (300 mg, 1.43 mmol, 1.00 Ag.) wird in
Dichlormethan (5 mL) vorgelegt, Hantzsch-Ester (507 mg, 2.00 mmol, 1.40 Ag.) und
Diphenylphosphat (18.0 mg, 0.07 mmol, 5 mol%) zugeben und flir 24 h unter
Argonatmosphare bei 40 °C gerithrt. Das Gemisch wird unter vermindertem Druck
eingeengt. 3-Phenyl-3,4-dihydro-2H-benzoxazin (rac-8a) (266 mg, 1.26 mmol, 88%) wird
nach sdulenchromatographischer Aufgereinigung (1-10% Ethylacetat in Cyclohexan) als

gelbliches Ol erhalten.

1H-NMR (500 MHz, CDCI3): 0 [ppm] = 7.43-7.33 (m, 5H, H*"), 6.87-6.80 (m, 2H, HA"),
6.70 (ddd, J = 17.5, 7.7, 1.6 Hz, 2H, H”"), 4.52 (dd, J = 8.6, 3.0 Hz, 1H, CH2), 4.29 (dd,
J =10.6, 3.0 Hz, 1H, CH2), 4.01 (dd, J = 10.7, 8.6 Hz, 1H, CH).

13C-NMR (126 MHz, CDCI3): o [ppm] = 142.9 (CA"), 138.5 (C*"), 133.3 (C*), 128.2 (2C,
CA"), 127.7 (CA7), 126.6 (2C, €A7), 120.9 (CA), 118.3 (C~"), 116.0 (CA), 114.8 (C*"), 70.4
(CH2), 53.6 (CH).

MS (ESI) m/z berechnet flr Ci4H14NO [M+H]*: 212.1, gefunden: 212.0.

Die analytischen Daten stimmen mit Literaturdaten Gberein.[199]
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10.5.3.3.2 rac-7,8-Difluor-3-methyl-3,4-dihydro-2H-benzoxazin (rac-8b)

isos

Die  Darstellung erfolgt nach Lopez-Iglesias et al.l?*91  1-(2,3-Difluor-6-
nitrophenoxy)propan-2-on (1.85 g, 8.00 mmol, 1.00 Ag.) wird in Methanol (200 mL)
vorgelegt und mit Palladium auf Aktivkohle (800 mg, 7.52 mmol 10% w/w) versetzt. Das
Gemisch wird unter Wasserstoffatmosphare (20 bar) im Hochdruckautoklaven fir 6 h bei
Raumtemperatur gerihrt. Die Suspension wird filtriert, der Feststoff mit Diethylether
gewaschen und das Lésungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. 7,8-Difluor-3-
methyl-3,4-dihydro-2H-benzoxazin (rac-8b) (1.36 g, 7.35 mmol, 92%) wird durch

sdulenchromatographische Aufreinigung (100% Ethylacetat) als farbloses Ol erhalten.

1H-NMR (500 MHz, CDCI3): 6 [ppm] = 6.55 (ddd, J = 10.0 Hz, Jrs = 9.0, 7.8 Hz, 1H, H*"),
6.25 (ddd, J = 9.0 Hz, Jmi = 4.7, 2.3 Hz, 1H, H*"), 4.28 (dd, J = 10.5, 2.8 Hz, 1H, CHz),
3.78 (dd, J = 10.4, 8.2 Hz, 1H, CH2), 3.61 (s, 1H, NH), 3.53-3.47 (m, 1H, CH), 1.19 (d,
J = 6.4 Hz, 3H, CH3).

13C-NMR (126 MHz, CDCI3): 0 [ppm] = 144.6 (dd, Jrc = 236.9, 10.8 Hz, C*"), 140.8 (dd,
Jrc = 244.2, 15.7 Hz, CA7), 133.4 (dd, Jrc = 10.6, 2.8 Hz, CA7), 131.1 (t, Jrc = 2.5 Hz, C*),
108.6 (dd, Jrc = 7.4, 3.8 Hz, C*"), 107.9 (d, Jrc = 18.3 Hz, CA), 71.1 (CH2), 45.0 (CH),
17.6 (CH3).

MS (ESI) m/z berechnet flir CoH10F2NO [M+H]*: 186.06, gefunden: 186.0.

Die analytischen Daten stimmen mit Literaturdaten Uberein.[?10]

10.5.4 Analytik

10.5.4.1 Umsatzbestimmung von 3-Thiazolinen 3b-f

Die Bestimmung des Umsatzes fir die Biotransformationen der 3-Thiazoline 3a-f zu den
entsprechenden 3-Thiazolidinen 4b-f wird Gber die Analyse der organischen Phase nach
Extraktion des Reaktionsgemisches durchgefiihrt. Die Analyse erfolgt mit dem
Gaschromatographie System GC-2010 Plus von Shimadzu ausgestattet mit der Saule
ZB-5MSi (Phenomenex, 30 m x 0.25 mm x 0.25 pm; N2; linear velocity 46.9 cm s split
mode 1:10; total flow 28.8 mL min-!; purge flow 3.0 mL min™; column flow 2.34 mL min-
:Druck 140.4 kPa, welche an einen AOC-20i/s Auto Injector/Auto Sampler gekoppelt ist.
Die verwendeten Temperaturprogramme und Retentionszeiten sind in Tabelle 10.24

dargestellt.
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Tabelle 10.24. Achirale GC-Analytik zur Umsatzbestimmung der 3-Thiazoline 3b-f

3-Thiazolin/3-Thiazolidin Temperaturprogramm Retentionszeiten [min]

3b/ 4b 40-200 °C, 10 °C min-! 2::; o
3¢/ 4c 40-200 °C, 15 °C min~! 3822
3d/ 4d 40-200 °C, 10 °C min! 2:; ‘;;3
3e/ 4e 40-200 °C, 10 °C min™ z: g:?
3/ af 40-200 °C, 10 °C min~! a8

Die Bestimmung der Umsatze erfolgt Gber den Vergleich der Integrale der Edukte und
Produkte. Zur Berlicksichtigung einer unterschiedlichen Ionisation der 3-Thiazoline 3 und
3-Thiazolidine 4 werden jeweils Lésungen mit definierten Verhaltnissen von Edukt und
Produkt per achiraler GC untersucht. Uber das definiert eingewogene und per GC ermittelte
Verhdltnis wird daraufhin jeweils ein Korrekturfaktor fir die 3-Thiazolidine 4 zur
Umsatzbestimmung ermittelt. Die eingewogenen und per GC bestimmten Verhaltnisse und
die jeweiligen bestimmten Korrekturfaktoren sind in Tabelle 10.25-Tabelle 10.29

dargestelit.

Tabelle 10.25. Bestimmung des Korrekturfaktors zur unterschiedlichen Ionisation von 3b und 4b

Eintrag 4b/3b eingewogen 4b/3b GC Korrekturfaktor

1 0.91 1.02 0.89

2 0.4 0.32 1.25

3 1.62 1.47 1.1
Mittelwert 1.08 £ 0.18

Tabelle 10.26. Bestimmung des Korrekturfaktors zur unterschiedlichen Ionisation von 3¢ und 4c¢

Eintrag 4c/3c eingewogen 4c/3c GC Korrekturfaktor

1 1.17 0.89 1.3
2 0.45 0.26 1.71
3 1.75 1.39 1.26

Mittelwert 1.42 £ 0.25
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Tabelle 10.27. Bestimmung des Korrekturfaktors zur unterschiedlichen Ionisation von 3d und 4d

Eintrag 4d/3d eingewogen 4d/3d GC Korrekturfaktor

1 2.87 2.57 1.11

2 0.39 0.37 1.06

3 1.18 1.099 1.07
Mittelwert 1.08 £ 0.03

Tabelle 10.28. Bestimmung des Korrekturfaktors zur unterschiedlichen Ionisation von 3e und 4e

Eintrag 4e/3e eingewogen 4e/3e GC Korrekturfaktor

1 0.31 0.25 1.21
2 0.77 0.65 1.18
Mittelwert 1.19 £ 0.02

Tabelle 10.29. Bestimmung des Korrekturfaktors zur unterschiedlichen Ionisation von 3f und 4f

Eintrag 4f/3f eingewogen 4f/3f GC Korrekturfaktor

1 0.86 0.66 1.3

2 0.53 0.43 1.23

3 2.07 1.34 1.53
Mittelwert 1.35 £ 0.15

Uber die Simulation der Aufarbeitung des Reaktionsgemisches (Versetzen der
Reaktionsmischung mit Dichlormethan, Durchmischung und anschlieBende Zentrifugation
bei 6000 x g fir 10 min) mit bestimmten Verhéltnissen 3-Thiazolin 3, 3-Thizolidin 4 in
einer Dreifachbestimmung wird zudem Uberprift, ob die 3-Thiazoline 3 und die
3-Thizolidine 4 im gleichen MalB extrahiert werden. Da dies flr alle Verbindungen zutrifft,

muss fur die Aufarbeitung der Reaktionsmischung kein Korrekturfaktor bestimmt werden.

10.5.4.2 AAV14: Derivatisierung von 3-Thiazolidinen 4 mit

Phenylisocyanat

Die Derivatisierung wird nach Reiners et al.['7°1 durchgefiihrt. 3-Thiazolidin 4 (0.36 mmol,
1.00 Ag.) wird in Diethylether (0.5 mL) gel®st. Phenylisocyanat (41.0 pL, 0.38 mmol,
1.05 Ag.) und Cyclohexan (0.25 mL) werden hinzugegeben und die Reaktionsmischung
unter Rihren Uber Nacht eingedampft. Der farblose Feststoff wird anschlieBend im

Hochvakuum getrocknet.
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10.5.4.2.1 rac-2,2,4-Trimethyl-N-phenylthiazolidin-3-carboxamid (rac-9c)

O

Die Darstellung erfolgt nach AAV14 aus rac-2,2,4-Trimethyl-3-thiazolidin (4c) (32.5 mg,
0.25 mmol, 1.00 Aq.) und Phenylisocyanat (28.0 yL, 0.25 mmol, 1.00 Aq.). rac-2,2,4-
Trimethyl-N-phenylthiazolidin-3-carboxamid (rac-9c¢) (49.4 mg, 0.19 mmol, 79%) wird als

farbloser Feststoff erhalten.

1H-NMR (500 MHz, CDCI3): o [ppm] = 7.35 (d, J = 8.5 Hz, 2H, H*"), 7.30-7.26 (m, 2H,
HA"), 7.05-7.02 (m, 1H, H”"), 6.23 (s, 1H, NH), 4.38 (quint, J = 6.2 Hz, 1H, CHCH3), 3.33
(dd, J = 11.7, 5.9 Hz, 1H, CH), 2.61 (d, J = 11.7 Hz, 1H, CH2), 1.90 (s, 3H, C(CHs)2),
1.87 (s, 3H, C(CHs)2) 1.50 (d, J = 6.3 Hz, 3H, CHCH3).

13C-NMR (126 MHz, CDCI3): & [ppm] = 152.1 (C=0), 138.9 (C*), 129.0 (2C, €*),
123.4 (€C*"), 120.4 (2C, CA7), 72.4 (C(CHs)2), 58.7 (CHCHs), 34.9 (CH2), 30.2 (C(CHs)2),
29.9 (C(CHs)z2), 20.8 (CCH3).

HRMS (ESI) m/z berechnet fir Ci3H19N20S [M+H]*: 251.1213, gefunden: 251.12009.

10.5.4.2.2 rac-2,2,4,5,5-Pentamethyl-N-phenylthiazolidin-3-carboxamid

(rac-9d)
o
8

Die Darstellung erfolgt nach AAV14 aus rac-2,2,4,5,5-Pentamethyl-3-thiazolidin (4d)
(57.0 mg, 0.36 mmol, 1.00 Ag.) und Phenylisocyanat (41.0 pL, 0.38 mmol, 1.05 Aq.).
rac-2,2,4,5,5-Pentamethyl-N-phenylthiazolidin-3-carboxamid (rac-9d) (91.8 mg,

0.33 mmol, 92%) wird als farbloser Feststoff erhalten.

1H-NMR (500 MHz, CDCl3): & [ppm] = 7.38-7.35 (m, 2H, HA"), 7.32-7.28 (m, 2H, H*),
7.06-7.03 (m, 1H, HA"), 6.23 (s, 1H, NH), 3.90 (q, J = 6.5 Hz, 1H, CHCH3s), 2.02 (s, 3H,
NC(CHs)2S), 1.86 (s, 3H, NC(CHs)2S), 1.66 (s, 3H, CC(CHs)2S), 1.46 (d, J = 6.5 Hz, 3H,
CCHs), 1.32 (s, 3H, CC(CH3)2S).

13C-NMR (126 MHz, CDCl3): & [ppm] = 152.8 (€C=0), 138.9 (C*"), 129.1 (2C, C*),
123.4 (€C*), 120.4 (2C, CA), 71.9 (NC(CHs)2S), 68.7 (CHCHs3), 51.3 (CC(CHs)2S),
33.3 (NC(CHs)2S), 33.1 (NC(CHs)2S), 31.7 (CC(CHs)2S), 24.2 (CC(CH3)2S), 17.8 (CCH3).
HRMS (ESI) m/z berechnet flir CisH23N20S [M+H]*: 279.1525, gefunden: 279.1531.

IR [cm™t]: 2364, 1631, 1529, 1441, 745.

Tm: 165 °C
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10.5.4.2.3 rac-3-Methyl-N-phenyl-1-thia-4-azaspiro[4.4]nonan-4-

carboxamid (rac-9e)
o ()
O

=%

Die Darstellung erfolgt nach AAV14 aus rac-3-Methyl-1-thia-4-azaspiro[4.4]nonan (4e)
(2.51 mg, 0.02 mmol, 1.00 Ag.) und Phenylisocyanat (1.90 pL, 0.02 mmol, 1.00 Aq.).
rac-3-Methyl-N-phenyl-1-thia-4-azaspiro[4.4]nonan-4-carboxamid (rac-9e) (8.46 mg,

0.02 mmol, 100%) wird als farbloser Feststoff erhalten.

1H-NMR (500 MHz, CDCl3): 6 [ppm] = 7.37-7.27 (m, 4H, H”"), 7.07-7.02 (m, 1H, H*"),
6.18 (s, 1H, NH), 4.37 (quint, J = 6.3 Hz, 1H, CHCHs), 3.27 (dd, J = 11.7, 6.0 Hz, 1H,
CH2), 2.88-2.82 (m, 1H, CH2), 2.74-2.64 (m, 2H, (CH2)4), 1.99-1.81 (m, 4H, (CH2)4),
1.72-1.61 (m, 2H, (CH2)4), 1.53 (d, J = 6.3 Hz, 3H, CHCH3).

13C-NMR (126 MHz, CDCl3): & [ppm] = 151.8 (C=0), 138.9 (CA7), 129.1 (2C, €C*),
123.4 (€CA"), 120.5 (2C, €*"), 81.5 (C(CH2)4), 57.9 (CHCH3s), 40.1 ((CH2)4), 38.4 ((CH2)4),
35.6 (CH2), 25.4 ((CH2)4), 25.1 ((CH2)4), 20.7 (CHCH?3).

HRMS (ESI) m/z berechnet fur CisH2:N20S [M+H]*: 277.1369, gefunden: 277.1374.

10.5.4.2.4 rac-2,2,3-Trimethyl-N-phenyl-1-thia-4-azaspiro[4.4]nonan-4-

carboxamid (rac-9f)

Die Darstellung erfolgt nach AAV14 aus rac-2,2,3-Trimethyl-1-thia-4-
azaspiro[4.4]nonan (4f) (54.1 mg, 0.29 mmol, 1.00 Aqg.) und Phenylisocyanat (33.5 pL,
0.31 mmol, 1.05Aq.). rac-2,2,3-Trimethyl-N-phenyl-1-thia-4-azaspiro[4.4]nonan-4-

carboxamid (rac-9f) (82.3 mg, 0.27 mmol, 93%) wird als farbloser Feststoff erhalten.

1H-NMR (500 MHz, CDCI3): 6 [ppm] = 7.38-7.33 (m, 2H, H*"), 7.32-7.27 (m, 2H, HA"),
7.06-7.03 (m, 1H, H*"), 3.88 (q, J = 6.4 Hz, 1H, CHCH3s), 3.03-2.96 (m, 1H, (CH2)4),
2.86-2.79 (m, 1H, (CH2)4), 2.18-2.09 (m, 2H, (CH2)4), 1.97-1.83 (m, 4H, (CH2)a4),
1.63 (s, 3H, C(CHs)2), 1.44 (d, J = 6.4 Hz, 3H, CHCH3), 1.32 (s, 3H, C(CH3)2).

13C-NMR (126 MHz, CDCI3): o [ppm] = 152.4 (C=0), 138.9 (C*"), 129.1 (2C, C*),
123.4 (C*), 120.4 (2C, C*), 80.8 (C(CH2)4), 68.0 (CHCH3), 51.9 (C(CH3)2), 41.7 ((CH2)a4),
41.1 ((CH2)4), 32.1 (C(CHs)2), 25.1 ((CHz2)4), 25.0 ((CH2)4), 23.7 (C(CHs)2), 17.5 (CHCH3).
HRMS (ESI) m/z berechnet flir C17H25sN20S [M+H]*: 305.1682, gefunden: 305.1687.
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IR [cm™]: 2357, 2012, 1632, 1594, 1548, 1501, 1440, 1346, 754.
Tm: 169 °C

10.5.4.3 Bestimmung des Enantiomereniberschusses von 3-Thiazolidinen

Zur Bestimmung der Enantiomerentiberschiisse der 3-Thiazolidine, werden diese zunachst
entsprechend der AAV14 derivatisiert. Die erhaltenen Feststoffe werden in Dichlormethan
gelost und Uber das LC2000 SFC-HPLC von Jasco mit der chiralen HPLC S&ule Chiralpak®
IC von Daicel (Uberkritisches CO2:EtOH (DEA) = 90:10 (0.01), 1 mL mint, 20 °C, 10 MPa,
210 nm) analysiert. Die Enantiomerenlberschiisse werden Uber die Integrale der
Enantiomere bestimmt. Die Retentionszeiten mit Zuordnung zur absoluten Konfiguration
der 3-Thiazolidine 4, die flir 4f nach der Reaktion im praparativen MaBstab von Merten
bestimmt wurde (siehe Kapitel 4.3.5.5) und in Analogie per SFC-HPLC auf die anderen

Thiazolidine 4c-e Ubertragen wurde, sind in Tabelle 10.30 dargestellt.

Tabelle 10.30. Chirale SFC-HPLC Analytik zur Bestimmung der Enantiomereniberschiisse der
derivatisierten 3-Thiazolidine 9c-f

derivatisierte 3-Thiazolidine 9c-f Retentionszeiten [min]
(5)-9c: 13.4
oc (R)-9¢: 14.9
(5)-9d: 10.5
9d (R)-9d:11.8
(5)-9e: 19.0
e (R)-9e: 33.8
of (S)-9f513.5
(R)-9f:17.6

10.5.4.4 Bestimmung des Umsatzes und des Enantiomerentberschusses

von 3,4-Dihydro-2H-1,4-benzothiazinen 6a-c

Zur Analyse der Biotransformationen der 2H-1,4-Benzothiazine 5a-c wird ein kombinierter
Ansatz zur Bestimmung des Umsatzes und des Enantiomerenliberschusses verwendet. Es
erfolgt eine direkte Analyse der organischen Phase des Rohprodukts nach Extraktion des
Reaktionsgemisches. Die Analyse wird an einem LC2000 SFC-HPLC system von Jasco mit
den chiralen HPLC Saulen Chiralpak® IC oder OB-H von Daicel bei 20 °C mit Mischungen
von Uberkritischem CO2 und Ethanol (mit 0.1% DEA) als mobile Phase bei einer Flussrate
von 1 mL min'! und einem Rickdruck von 12 MPa bei einer Detektionswellenlange von
210 nm durchgefihrt. Details der jeweiligen HPLC-Methoden und die Retentionszeiten der

2H-1,4-Benzothiazine 5 sowie der Enantiomere der 3,4-Dihydro-2H-1,4-benzothiazine 6
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mit Zuordnung zur absoluten Konfiguration in Analogie zu den 3-Thiazolidinen ist in
Tabelle 10.31 dargestellt.

Tabelle 10.31. Chirale SFC-HPLC Analytik zur Analyse der Biotransformationen von
2H-1,4-Benzothiazinen 5

Mobile Phase . .
S:;s;:?(tt/ HPLC Saule (Uberkritisches CO> : Retent[lr]?]:':]sazelten
Ethanol (0.1% DEA)
. 5a: 10.9
® .
5a/6a Chiralpak® IC 95:5 (0.005) 6a: 9.3
5b: 9.6
5b/6b Chiralpak® OB-H 95:5 (0.005) (S)-6b: 15.1
(R)-6b: 16.5
5c¢: 16.5
5c¢c/6¢c Chiralpak® OB-H 90:10 (0.01) (S)-6¢: 19.1
(R)-6¢c: 21.1

Die Bestimmung der Enantiomerentiberschiisse erfolgt Gber die Integrale der Enantiomere.
Die Bestimmung der Umsatze erfolgt Gber den Vergleich der Integrale der Edukte und
Produkte. Zur Beriicksichtigung einer unterschiedlichen Absorption der
2H-1,4-Benzothiazine 5a-c und 3,4-Dihydro-2H-1,4-benzothiazine 6a-c bei 210 nm
werden jeweils Lésungen mit definierten Verhaltnissen von Edukt und Produkt per chiraler
SFC-HPLC untersucht. Uber das definiert eingewogene und per HPLC ermittelte Verhéltnis
wird daraufhin jeweils ein Korrekturfaktor flir die 3,4-Dihydro-2H-1,4-benzothiazine 6a-c
zur Umsatzbestimmung ermittelt. Die eingewogenen Verhaltnisse gegeniiber den per HPLC
bestimmten Verhdltnisse und die bestimmten Korrekturfaktoren sind in Tabelle 10.32-
Tabelle 10.34 dargestellt.

Tabelle 10.32. Bestimmung des Korrekturfaktors zur unterschiedlichen Absorption von 5a und 6a

Eintrag 6a/5a eingewogen 6a/5a HPLC Korrekturfaktor

1 0.66 0.53 1.25

2 0.29 0.25 1.19

3 0.13 0.12 1.05
Mittelwert 1.16 £ 0.11

Tabelle 10.33. Bestimmung des Korrekturfaktors zur unterschiedlichen Absorption von 5b und 6b

Eintrag 6b/5b eingewogen 6b/5b HPLC Korrekturfaktor

1 0.32 0.34 0.92
2 0.36 0.37 0.97
3 1.09 1.03 1.06

Mittelwert 0.983 + 0.07
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Tabelle 10.34. Bestimmung des Korrekturfaktors zur unterschiedlichen Absorption von 5¢ und 6c

Eintrag 6c/5c eingewogen 6c¢/5c HPLC Korrekturfaktor

1 0.59 0.47 1.26

2 0.44 0.38 1.14

3 5.80 4.92 1.18
Mittelwert 1.19 £ 0.06

Uber die Simulation der Aufarbeitung des Reaktionsgemisches (Versetzen der
Reaktionsmischung mit Dichlormethan, Durchmischung der Probe und anschlieBende
Zentrifugation bei 6000 x g fur 10 min) mit bestimmten Verhaltnissen 2H-1,4-
Benzothiazin 5 und 3,4-Dihydro-2H-1,4-benzothiazin 6 in einer Dreifachbestimmung wird
zudem Uberprift, ob die Imine 5a-c und die entsprechenden Amine 6a-c im gleichen MaR
extrahiert werden. Da dies fir alle Verbindungen zutrifft, muss flir die Aufarbeitung der

Reaktionsmischung kein Korrekturfaktor bestimmt werden.

10.5.4.5 Bestimmung des Umsatzes und des Enantiomerentberschusses

von 3,4-Dihydro-2H-1,4-benzoxazinen 8a-b

Zur Analyse der Biotransformationen der 2H-1,4-Benzoxazine 7a-b wird ebenfalls ein
kombinierter Ansatz zur Bestimmung des Umsatzes und des Enantiomereniiberschusses
verwendet. Es erfolgt eine direkte Analyse der organischen Phase des Rohprodukts nach
Extraktion des Reaktionsgemisches. Die Analyse wird an einem LC2000 SFC-HPLC System
von Jasco mit der chiralen HPLC S&ule Chiralpak® 0OJ-H von Daicel durchgefihrt. Details
der jeweiligen HPLC-Methoden und die Retentionszeiten der 2H-1,4-Benzoxazine 7 sowie
der Enantiomere der 3,4-Dihydro-2H-1,4-benzoxazine 8 mit Zuordnung zur absoluten
Konfiguration sind in Tabelle 10.35 dargestellt. Die Zuordnung der absoluten Konfiguration
des 3,4-Dihydro-2H-1,4-benzoxazins 8a erfolgt Gber die Bestimmung des Drehwertes im
Anschluss an die praparative Biotransformation von 7a und Vergleich mit
Literaturdaten.[1?°] Die Zuordnung der absoluten Konfiguration des 3,4-Dihydro-2H-1,4-

benzoxazins 8b erfolgt Gber die HPLC-Messung in Analogie zu Literaturdaten.[210]

Tabelle 10.35. Chirale SFC-HPLC Analytik zur Analyse der Biotransformationen von
2H-1,4-Benzoxazinen 7

Substrat / N . .
Produkt HPLC Methode Retentionszeiten [min]
Uberkritisches CO2:Ethanol (DEA) 7a: 37.9
7a/8a 85:15 (0.015), 1 mL min™, 20 °C, (5)-8a: 28.7
10 MPa, 210 nm (R)-8a: 30.6
o ) 7b: 50.8
7b/8b n-Hexan:2-Propanol 95:5, (S)-8b: 24.5

L oo
0.8 mL min‘t, 30 °C, 12 MPa, 210 nm (R)-8b: 26.3
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Die Bestimmung der Enantiomereniiberschiisse erfolgt tber das Verhaltnis der Integrale
der Enantiomere. Die Bestimmung der Umsatze erfolgt tGber den Vergleich der Integrale
der Edukte und Produkte. Zur Berlicksichtigung einer unterschiedlichen Absorption der
2H-1,4-Benzoxazine 7 und 3,4-Dihydro-2H-1,4-benzoxazine 8 bei 210 nm werden jeweils
Losungen mit definierten Verhaltnissen von Edukt und Produkt per chiraler SFC-HPLC
untersucht. Uber das definiert eingewogene und per HPLC ermittelte Verhéltnis wird
daraufhin jeweils ein Korrekturfaktor fir die 3,4-Dihydro-2H-1,4-benzoxazine 8 zur
Umsatzbestimmung ermittelt. Die eingewogenen und per HPLC bestimmten Verhaltnisse
und die jeweiligen bestimmten Korrekturfaktoren sind in Tabelle 10.36 und Tabelle 10.37

dargestelit.

Tabelle 10.36. Bestimmung des Korrekturfaktors zur unterschiedlichen Absorption von 7a und 8a

Eintrag 8a/7a eingewogen 8a/7a HPLC Korrekturfaktor

1 0.52 1.53 0.34

2 1.32 3.67 0.36

3 2.19 6.05 0.36
Mittelwert 0.35 £ 0.01

Tabelle 10.37. Bestimmung des Korrekturfaktors zur unterschiedlichen Absorption von 7b und 8b

Eintrag 8b/7b eingewogen 8b/7b HPLC Korrekturfaktor

1 0.62 1.53 0.41

2 1.25 3.24 0.39

3 1.64 4.32 0.38
Mittelwert 0.39 £ 0.02

Uber die Simulation der Aufarbeitung des Reaktionsgemisches (Versetzen der
Reaktionsmischung mit Dichlormethan, Durchmischung der Probe und anschlieBende
Zentrifugation bei 6000 x g flir 10 min) mit bestimmten Verhaltnissen 2H-1,4-
Benzoxazin 7 und 3,4-Dihydro-2H-1,4-benzoxazin 8 in einer Dreifachbestimmung wird
zudem jeweils Uberprift, ob die Imine Za-b und die Amine 8a-b im gleichen MaB extrahiert
werden. Da dies fir alle Verbindungen zutrifft, muss flr die Aufarbeitung der

Reaktionsmischung kein Korrekturfaktor bestimmt werden.
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10.5.5 AAV15: Expression der IREDs in Deep-Well-Platten

Die Expression der 31 vorhandenen Iminreduktasen fir den kolorimetrischen pH-Shift-
Assay wird in Deep-Well-Platten (2 mL) durchgefihrt. Hierzu werden in jedes Well 1.5 mL
Autoinduktionsmedium (AI-Medium) mit 100 pg mL?* Carbenicillin vorgelegt. Die Wells
werden direkt von einer LB-Agarplatte in Vierfachbestimmung inokuliert und dann fir 3 h
bei 37 °C und 1350 rpm im Heidolph Titramax 1000 inkubiert. Die Expression findet tUber
Nacht (etwa 20 h) durch Inkubation bei 30 °C und 1350 rpm im Heidolph Titramax 1000
statt. Am nachsten Morgen werden die Zellen durch Zentrifugation bei 4000 rpm und 4 °C
fir 30 min geerntet. Der Uberstand wird verworfen und die Zellpellets bei -20 °C

aufbewahrt.

Zur Lyse der Zellen werden 250 pyL Lysepuffer (50 mM KPi pH 7, 2 mg mL* Lysozym,
0.04 mg mL! DNAsel) auf die gefrorenen Zellen gegeben und fir 1 h bei 37 °C und
1350 rpm im Heidolph Titramax 1000 inkubiert. Die Zellsuspensionen werden fiir 30 min
bei -20 °C inkubiert und daraufhin erneut fiir 30 min bei 37 °C und 1350 rpm im Heidolph
Titramax 1000 inkubiert. Durch Zentrifugation bei 4000 rpm und 4 °C fir 30 min wird der
Zellrohextrakt als Uberstand erhalten und direkt im kolorimetrischen pH-Shift-Assay

eingesetzt.

10.5.6 AAV16: Kolorimetrischer pH-Shift-Assay

Der kolorimetrische pH-Shift-Assay wird nach Pick et al. durchgeftihrt.[216] Der Assay zur
Screening der IREDs auf die Umsetzung von 3-Thiazolinen 3, 2H-1,4-Benzothiazinen 5 und
2H-1,4-Benzoxazinen 7 wird in 96-Well Mikrotiterplatten jeweils in Doppelbestimmung fir
jede IRED in 10 mM KPi pH 7.4 (+0.01% w/w BTB), mit 20 mM D-Glucose, 10 mM Substrat
(aus einer 100 mM Stammldésung in Methanol oder DMSO), 10puL GDH,
IRED-Zellrohextrakt aus der Expression nach AAV15 (10 yL fir das Screening von
2H-1,4-Benzothiazinen 5 und 2H-1,4-Benzoxazinen 7 bzw. 40 uL fir das Screening von
3-Thiazolinen 3) und 0.1 mM NADPH durchgefihrt. Fur jedes Substrat werden jeweils zwei
Negativkontrollen in Doppelbestimmung durchgefihrt. Eine Negativkontrolle (in den
Ergebnissen als Negativ bezeichnet) ohne IRED-Zellrohextrakt, die zweite Negativkontrolle
(als pET22b_leer bezeichnet) enthdlt den Zellrohextrakt des E. coli BL21(DE3) ohne Insert
im pET-22b(+) Vektor. Die Ergebnisse des pH-Shift-Assay der 3-Thiazoline 3, 2H-1,4-

Benzothiazine 5 und 2H-1,4-Benzoxazine 7 sind in Tabelle 10.38 zusammengefasst.
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Tabelle 10.38. Kolorimetrischer pH-Shift-Assay der 3-Thiazoline 3, 2H-1,4-Benzothiazine 5 und
2H-1,4-Benzoxazine 7

Substrat Potentiell positive IREDs Negativ pET22b_leer
3a IREDOQOS5, IRED27 negativ negativ
IREDOS5, IREDO6, IRED08, IRED13,
3b IRED19, IRED24, IRED27, IRED28, negativ negativ
IRED29
3c IREDO08, IRED24, IRED27, negativ negativ
3d IREDO8, IRED24, IRED27 negativ negativ
3e IREDOS8, IRED24 negativ negativ
3f IREDO8 negativ negativ

IREDO2, IREDOS5, IREDO6, IREDOS,
IRED13, IRED14, IRED21, IRED22,
5a negativ negativ
IRED24, IRED25, IRED28, IRED30,
IRED31
IREDO1, IREDO4, IREDO5, IREDOS,
IREDQ9, IRED12, IRED13, IRED14,
5b negativ negativ
IRED18, IRED21, IRED22, IRED27,

IRED28, IRED30

5c IREDOS5, IREDOS, IRED28, IRED29 negativ negativ
7a IREDOS, IRED12, IRED27, IRED29 negativ negativ
7b IREDOS5, IRED12, IRED27, IRED29 negativ negativ

10.5.7 Spektrophotometrischer Aktivitatsassay

Die spektrophotometrische Bestimmung der Aktivitat der IREDs gegenlber
3-Thiazolinen 3, 2H-1,4-Benzothiazinen 5 und 2H-1,4-Benzoxazinen 7 wird entsprechend
der AAV7 durchgefiihrt. Aufgrund der geringen Loslichkeit der 2H-1,4-Benzothiazine 5 und
2H-1,4-Benzoxazine 7 werden die Aktivitaten der Iminreduktasen gegeniber diesen
Substraten bei einer Substratkonzentration von 0.5 mM bestimmt, wohingegen die
Aktivitat der IREDs zur Reduktion der 3-Thiazoline 3 bei einer Konzentration von 1 mM
bestimmt wird. Als Cosolvent der 3-Thiazoline 3 wird Methanol verwendet, wohingegen als
Cosolvent fur die 2H-1,4-Benzothiazine 5 und 2H-1,4-Benzoxazine 7 DMSO eingesetzt

wird.

Die Aktivitatsbestimmung erfolgt in 100mM KP; pH 7 mit 4% Methanol oder DMSO als
Cosolvent, 0.5 mM bzw. 1 mM Substrat, 10-60 pL IRED-Zellrohextrakt und 0.36 mM
NADPH. Die Messung wird durch Zugabe von NADPH gestartet und es werden jeweils
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Finffachbestimmungen durchgefiihrt. Die Auswertung erfolgt nach der AAV7. Die
Ergebnisse der spektrophotometrischen Aktivitdtsassays zur Bestimmung der Aktivitaten
der Iminreduktasen zur Reduktion der 3-Thiazoline 3, 2H-1,4-Benzothiazine 5 und

2H-1,4-Benzoxazine 7 sind in Tabelle 10.39 zusammengefasst.

Tabelle 10.39. Aktivitdten der IREDs zur Reduktion der 3-Thiazoline 3, 2H-1,4-Benzothiazine 5
und 2H-1,4-Benzoxazine 7

Spezifische Aktivitat

Substrat IRED Aktivitat [U mL1] [U mgeze]
3a IREDO5 0.115 £+ 0.008 0.007
3a IRED27 0.141 £ 0.004 0.005
3b IREDO5 0.136 £ 0.007 0.008
3b IRED24 0.129 £ 0.014 0.006
3c IREDO8 0.131 £ 0.008 0.006
3c IRED24 0.095 £+ 0.007 0.004
3c IRED27 0.164 £ 0.008 0.006
3d IREDO8 0.130 £ 0.004 0.006
3d IRED24 0.086 + 0.006 0.004
3d IRED27 0.128 £ 0.005 0.005
3e IREDO8 0.165 £+ 0.004 0.008
3e IRED24 0.114 £ 0.009 0.005
3f IREDO8 0.307 £ 0.021 0.015
5a IREDO8 2.647 £ 0.348 0.176
5a IRED24 1.941 +£ 0.323 0.088
5b IREDO4 2.281 £ 0.077 0.114
5b IREDO5 2.557 £ 0.128 0.128
5c IREDO5 0.572 £ 0.042 0.029
5¢ IREDOS8 0.090 = 0.059 0.006
5c IRED28 0.695 £ 0.103 0.046
5¢ IRED29 0.756 = 0.052 0.039
7a IREDO5 0.160 £+ 0.044 0.006
7a IRED12 1.498 + 0.163 0.085
7a IRED27 0.109 £+ 0.019 0.007
7a IRED29 0.466 £+ 0.012 0.024
7b IREDO5 0.185 £ 0.026 0.013
7b IRED12 0.327 £ 0.024 0.019
7b IRED27 0.247 £ 0.006 0.016

7b IRED29 0.220 £ 0.013 0.011
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10.5.8 Biotransformationen von 3-Thiazolinen 3b-f

Die Biotransformationen der 3-Thiazoline 3b-f werden im 10 mL Ansatz bei 30 °C und
500 rpm in 100 mM KPi pH 7 mit 2% Methanol als Cosolvent, 40mM D-Glucose, 20mM
3-Thiazolin 3a-f, 1.2 mg mL! IRED-ZRE (fur die Substrate 3d und 3f in Kombination mit
der IRED08) oder 5.0 mg mL! IRED-ZRE (fiir die anderen Kombinationen), 24 U GDH (bei
Verwendung von 1.2 mg mL! IRED-ZRE) bzw. 100 U GDH (fur die anderen Kombinationen)
und 0.1 mM NADP* durchgeflihrt. Nach 24 h wird dem Reaktionsgemisch jeweils
Natronlauge (32%, 200 pL) und Dichlormethan (10 mL) zugesetzt. Die Phasen werden mit
Hilfe eines Vortexers durchmischt und zur Phasentrennung fiir 10 min bei 10000 x g
zentrifugiert. Die organische Phase wird zur Bestimmung des Umsatzes per achiraler GC
(siehe Kapitel 10.5.4.1) untersucht. Zur Bestimmung des Enantiomereniiberschusses
werden die Probe nach AAV14 mit Phenylisocyanat derivatisiert und anschlieBend per
chiraler SFC-HPLC (siehe Kapitel 10.5.4.3) analysiert. Die Negativkontrollen (ohne IRED-
ZRE) werden im 10 mL Ansatz bei 30 °C und 500 rpm in 100 mM KP; pH 7 mit 2% Methanol
als Cosolvent, 40mM D-Glucose, 20mM 3-Thiazolin 3a-f, 100 U GDH und 0.1 mM NADP*
durchgefihrt. Nach 24 h wird dem Reaktionsgemisch jeweils Natronlauge (32%, 200 pL)
und Dichlormethan (10 mL) zugesetzt. Die Phasen werden mit Hilfe eines Vortexers
durchmischt und zur Phasentrennung fir 10 min bei 10000 x g zentrifugiert. Die
organische Phase wird zur Bestimmung des Umsatzes per achiraler GC (siehe Kapitel

10.5.4.1) untersucht. Die Ergebnisse der Biotransformtionen sind in Tabelle 10.40

dargestelit.
Tabelle 10.40. Biotranformationen der 3-Thiazoline 3b-f

Substrat IRED Umsatz [%] ee [%]
IREDO5? 29 -
3b IRED24? 83 -
ohne IRED 0 -

3¢ IREDO8? 89 99 (S)
ohne IRED 0 -

IREDOSP 82 99 (S)

3d IRED24? 12 99 (S)
ohne IRED 0 -

IREDO8? 91 97 (S)

3e IRED24? 87 99 (S)
ohne IRED 0 -

3f IREDOSP 98 96 (S)
ohne IRED 0 -

die verwendete Ganzzell-Proteinkonzentrationen sind in FuBnote a und b
angegeben; 35 mg mL!; 1.2 mg mL!
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10.5.9 Praparative Biotransformation von 2,2,3-Trimethyl-1-
thia-4-azaspiro[4.4]non-3-en (3f)

Der Ganzzell-Katalysator fiir die Prozessentwicklung wird durch Transformation des
pACYCDuet-Vektors, der die thermostabile GDH als Insert tragt (pACYCDuet_GDH), und
des pET22b-Vektors, der die IREDO8 als Insert tragt (pET22b_IREDO08), nach der AAV1 als
Zwei-Plasmid-System in E. coli BL21(DE3) konstruiert. Die Expression erfolgt nach der
AAV2 in TB-Medium. Die Zellen werden nach der AAV3 lyophilisiert.

Die Biotransformation im praparativen MaBstab (40 mL) wird mit 100 mM 2,2,3-Trimethyl-
1-thia-4-azaspiro[4.4]non-3-en (3f), 10 mg mL* des lyophilisierten Ganzzell-Katalysators
(bereitgestellt aus einer 20 mg mL?! Zellsuspension in 50 mM KPi pH 7), 240 mM
D-Glucose, 0.1 mM NADP* und 2% Methanol als Cosolvent in Milli-Q® Wasser bei 30 °C an
einer TitroLine®-Apparatur durchgeftihrt. Der pH-Wert wird durch Titration mit Natronlauge
Uber das TitroLine®-System konstant bei pH 7 gehalten. Nach 30 h wird dem
Reaktionsgemisch Natronlauge (32%, 2 mL) und Dichlormethan (30 mL) zugesetzt. Die
Phasen werden mit Hilfe eines Vortexers durchmischt und zur Phasentrennung fir 10 min
bei 10000 x g zentrifugiert. Die organische Phase wird (iber Magnesiumsulfat getrocknet.
Der Umsatz wird per achiraler GC (siehe Kapitel 10.5.4.1) bestimmt (99% Umsatz), das
Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt, ein Teil des Rohprodukts nach AAV14
mit Phenylisocyanat derivatisiert und anschlieBend per chiraler SFC-HPLC (siehe
Kapitel 10.5.4.3) analysiert (99% ee). Zur Isolierung von 2,2,3-Trimethyl-1-thia-4-
azaspiro[4.4]nonan (4f) wird das Rohprodukt mit Dichlormethan versetzt, mit dH>0 (2x
30 mL) und gesattigter Natriumchloridlésung (30 mL) gewaschen. Die organische Phase
wird Uber Magnesiumsulfat getrocknet und das Losungsmittel unter vermindertem Druck
entfernt. (5)-2,2,3-Trimethyl-1-thia-4-azaspiro[4.4]nonan ((S)-4f) (578.5 mg,
3,12 mmol, 78%) wird als gelbliches Ol mit einer isolierten Ausbeute von 78%, einer
Reinheit von 97%  (durch  'H-NMR-Spektroskopie bestimmt) und einem

Enantiomereniberschuss von 99% ee erhalten.

1H-NMR (500 MHz, CDCI3): & [ppm] = 3.10 (q, J = 6.6 Hz, 1H, CHCH3), 2.16-1.64 (m,
8H, (CH2)a), 1.41 (s, 3H, C(CHs)2), 1.19 (s, 3H, C(CHs)2), 1.09 (d, J = 6.6 Hz, 3H,
CHCHs).

13C-NMR (126 MHz, CDCI3): 0 [ppm] = 81.5 (C(CH2)4), 67.1 (CHCH3), 59.9 (C(CHs)2),
44.8 ((CH2)4), 42.4 ((CH2)4), 27.8 (C(CH3)2), 26.1 (C(CH3)2), 24.4 ((CH2)4), 23.9 ((CH2)4),
13.7 (CHCH3).

HRMS (ESI) m/z berechnet flir CioH20NS [M+H]*: 186.1311, gefunden: 186.1309.

Die analytischen Daten stimmen mit Literaturdaten berein.[17°]



208 Experimenteller Teil

10.5.10 Biotransformationen 2-monosubstituierter 3-Thiazoline

Die Biotransformationen der 2-monosubstituierten 3-Thiazoline rac-3g-h werden im 10 mL
Ansatz bei 30 °C und 1000 rpm in 100 mM KP; pH 7 mit 2% Methanol als Cosolvent, 40 mM
D-Glucose, 20mM 3-Thiazolin rac-3g-h, 7.5 mg mL' des Iyophilisierten Ganzzell-
Katalysators, in dem die IREDO8 und die GDH in einem Zwei-Plasmid-Konstrukt
Uberexprimiert ist (aus einer 14 mg mL™ Zellsuspension in 200 mM KPi pH 7) und 0.1 mM
NADP* durchgefiihrt. Nach 24 h wird dem Reaktionsgemisch Natronlauge (32%, 200 pL)
und Dichlormethan (10 mL) zugesetzt. Die Phasen werden mit Hilfe eines Vortexers
durchmischt und zur Phasentrennung fir 10 min bei 10000 x g zentrifugiert. Die
organische Phase wird zur Bestimmung des Umsatzes per achiraler GC nach Wagnert?23]
untersucht. Zur Bestimmung des Enantiomereniberschusses werden die Proben nach
AAV14 mit Phenylisocyanat derivatisiert und anschlieBend per chiraler SFC-HPLC
entsprechend der Vorschrift von Wagner analysiert.[?23] Die Ergebnisse sind in
Tabelle 10.41 dargestellt.

Tabelle 10.41. Biotransformationen der 2-monosubstituierten 3-Thiazoline rac-3g-h

Substrat Umsatz [%] ee des Produkts [%]
rac-3g 77 0
rac-3g 21 0

10.5.10.1 Biotransformation von rac-3h und chemische Reduktion zur
Bestimmung des stereochemischen Reaktionsverlaufs der

biokatalytischen Reduktion 2-monosubstituierter 3-Thiazoline

Die Biotransformation zur Bestimmung des stereochemischen Reaktionsverlaufs wird im
10 mL Ansatz bei einer Substratkonzentration von 60 mM rac-2-(tert-butyl)-5,5-Dimethyl-
3-thiazolin (rac-3h) mit 2% Methanol als Cosolvent, 120 mM b-Glucose, 5.7 mg mL!
IRED-ZRE (IREDO08), 280 U GDH und 0.1 mM NADP* in 100 mM KP; pH 7 fir 23.5 h bei
30 C und 1000 rpm durchgeftihrt. Nach 24 h wird dem Reaktionsgemisch Natronlauge
(32%, 200 pL) und Dichlormethan (10 mL) zugesetzt. Die Phasen werden mit Hilfe eines
Vortexers durchmischt und zur Phasentrennung fiir 10 min bei 10000 x g zentrifugiert. Die
organische Phase wird Uber Magnesiumsulfat getrocknet und zur Bestimmung des
Umsatzes per achiraler GC nach Wagner!?23] untersucht. Der Umsatz der biokatalytischen
Reduktion betragt 6%. Das Losungsmittel wird unter vermindertem Druck entfernt und
verbliebenes Edukt durch Saulenchromatographie (5-40% Ethylacetat in Cyclohexan)
aufgereinigt. Das erhaltene Edukt wird mit Catecholboran nach AAV12 chemisch reduziert,

wobei die Reaktionszeit auf 24 h verkirzt wird. Das entsprechende 3-Thiazolidin 4h wird



Experimenteller Teil 209

Uber praparative DC (20% Ethylacetat in Cyxlohexan) aufgereinigt und nach AAV14 mit
Phenylisocyanat derivatisiert. Der erhaltene farblose Feststoff wird in Dichlormethan gelést
und per chiraler SFC-HPLC nach Wagner!?23] analysiert. Das 3-Thiazolidin 4h wurde mit

einem Enantiomereniberschuss von 0% isoliert.

10.5.10.2 Semipraparative Biotransformation von rac-2-Isopropyl-5,5-

dimethyl-3-thiazolin (rac-3g)

Die semipraparative Biotransformation des zyklischen Imins rac-3g wird im 10 mL Ansatz
bei 30 °C und 1000 rpm mit 2% Methanol als Cosolvent, 140 mM D-Glucose, 60 mM
rac-2-Isopropyl-5,5-dimethyl-3-thiazolin (rac-3g), 25 mg mL?' des lyophilisierten
Ganzzell-Katalysators, in dem die IREDO8 und die GDH in einem Zwei-Plasmid-Konstrukt
Uberexprimiert ist (aus einer 50 mg mL™ Zellsuspension in 200 mM KPi pH 7) und 0.1 mM
NADP* durchgefiihrt. Nach 65 h wird dem Reaktionsgemisch Natronlauge (32%, 1 mL) und
Dichlormethan (20 mL) zugesetzt. Die Phasen werden mit Hilfe eines Vortexers
durchmischt und zur Phasentrennung fir 10 min bei 10000 x g zentrifugiert. Die
organische Phase wird zur Bestimmung des Umsatzes per achiraler GC nach Wagner(223]
untersucht. Zur Bestimmung des Enantiomereniberschusses werden die Proben nach
AAV14 mit Phenylisocyanat derivatisiert und anschlieBend per chiraler SFC-HPLC nach der
Vorschrift von Wagner analysiert.[?23] Das Amin rac-4g wird mit einem Umsatz von 96%

als Racemat (0% ee) nachgewiesen.

10.5.11 Biotransformationen von 2H-1,4-Benzothiazinen 5a-c

Die Biotransformation der 2H-1,4-Benzothiazine 5a-c werden im 0.5 mL MaBstab bei 30 °C
und 850 rpm in 100 mM KPi pH 7 mit 4% Methanol (fir die Substrate 5a and 5b) bzw.
DMSO (fur das Substrat 5c¢) als Cosolvent, 40 mM D-Glucose, 20 mM
2H-1,4-Benzothiazin 5a-c, 0.2 mg mL! IRED-ZRE (fiir das Substrat 5b) oder 0.6 mg mL!
IRED-ZRE (fir die Substrate 5a und 5c), 6 U GDH (bei Verwendung von 0.2 mg mL!
IRED-ZRE) bzw. 12 U GDH (bei Verwendung von 0.6 mg mL! IRED-ZRE) und 0.1 mM
NADP* im Thermomixer durchgefiihrt. Nach 4, 6 oder 8 h wird dem Reaktionsgemisch
jeweils Natronlauge (32%, 10 pL) und Dichlormethan (300 pL) zugesetzt. Die Phasen
werden mit Hilfe eines Vortexers durchmischt und zur Phasentrennung fir 10 min bei
10000 x g zentrifugiert. Die organische Phase wird zur Bestimmung des Umsatzes und des

Enantiomereniberschusses per chiraler SFC-HPLC analysiert (siehe Kapitel 10.5.4.4).

Die Negativkontrollen (ohne IRED-Zellrohextrakt) werden im 0.5 mL Ansatz bei 30 °C und
850 rpm in 100 mM KPi pH 7, mit 4% Methanol (fir die Substrate 5a and 5b) bzw. DMSO

(flr das Substrat 5¢) als Cosolvent, 40 mM D-Glucose, 20 mM 2H-1,4-Benzothiazin 5a-c,
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12 U GDH und 0.1 mM NADP?* im Thermomixer durchgefiihrt. Nach 4, 6 oder 8 h wird dem
Reaktionsgemisch jeweils Natronlauge (32%, 10 pL) und Dichlormethan (300 L)
zugesetzt. Die Phasen werden mit Hilfe eines Vortexers durchmischt und zur
Phasentrennung flir 10 min bei 10000 x g zentrifugiert. Die organische Phase wird zur
Bestimmung des Umsatzes per chiraler SFC-HPLC (siehe Kapitel 10.5.4.4) untersucht. Die

Ergebnisse der Biotransformationen sind in Tabelle 10.42 dargestellt.

Tabelle 10.42. Biotransformationen der 2H-1,4-Benzothiazine 5a-c

Substrat Zeit [h] IRED? Umsatz [%] ee [%]
IREDO8® > 99 -
5a 8 IRED?242 > 99 -
ohne IRED 0 -

IREDOQ4P 96 83 (S)

5b 4 IREDOQ5SP 95 91 (R)
ohne IRED 0 -

IREDQ5? 40 99 (R)

IREDO08? 6 99 (S)

5¢ 6 IRED282 50 99 (R)

IRED292 34 99 (R)
ohne IRED 0 -

die verwendete Ganzzell-Proteinkonzentrationen sind in FuBnote a und b
angegeben: 20.6 mg mL!; b0.2 mg mL?

10.5.12 Aufreinigung der IREDO8 und Stabilitatstest flr die

Kristallisationsexperimente

10.5.12.1 Aufreinigung der IREDOS8

Die Expression der IREDO8 erfolgt entsprechend der AAV2 in TB-Medium. Mit den
gefrorenen, geernteten Zellen wird in Aufschluss-Puffer (50 mM KPi pH 7.0, 20 mM
Imidazol, 300 mM NaCl) eine 25%ige Zellsuspension hergestellt. Der Aufschluss der Zellen
erfolgt mit dem Homogenisator EmulsiFlex-C5 von Avestin bei einem Homogenisierdruck
von 1000-1500 bar in drei Homogenisationszyklen. Das Rohextrakt wird durch

Zentrifugation bei 20000 x g fiir 30 min als Uberstand erhalten.

Die Nickel-Affinitatschromatographie wird analog zur Aufreinigung der IRED20 (siehe
Kapitel 10.4.2) durchgefiihrt. Im Anschluss an Aufreinigung per Ni-NTA wird die
Iminreduktase fir die Kristallisationsexperimente per Anionenaustauschchromatographie
mit der Saule HiLoad 26/10 Q-Sepharose High Performance von GE Healthcare mit einem
Gradienten von 50 mM KPi pH 7.0 bis zu 50 mM KPi pH 7.0, 1 M NaCl Uber 10
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Saulenvolumen mit Hilfe des AKTA™ Systems aufgereinigt. Die Aufreinigung per
Anionenaustauscher entféllt fur die Stabilitatstests der Iminreduktase. Das Protein wird
daraufhin Uber GréBenausschlusschromatographie mit der Sadule Superdex 200
Increase 10/300 GL von GE Healthcare mit 10 mM HEPES pH 7.0 mit Hilfe des AKTA
Systems™ aufgereinigt. Das Protein wird mit einer Vivaspin-Ultrafiltrationseinheit nach
Herstellerangaben eingeengt. Die Konzentration des aufgereinigten Proteins
(e = 19480 Mt cmt) wird mit Hilfe des NanoDrop bestimmt und der Erfolg der
Aufreinigungen per SDS-PAGE entsprechend der AAV6 Uberpriift. Die Ergebnisse sind in
Abbildung 10.4 und Abbildung 10.5 dargestelit.

IREDO08
Durchfluss
Ni-NTA
Waschfraktion
Ni-NTA
nach
Ni-NTA
nach SEC

Marker

£
g
*
£
g
N

35 kDa -
25kDa -

Abbildung 10.4. SDS-PAGE der Aufreinigung der IREDOS fiir die Stabilitatstests (Ni-NTA
Chromatographie und Gelfiltration)
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Zellrohextrakt
IRED08
Durchfluss
Ni-NTA
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Ni-NTA
nach Ni-NTA
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l‘ chromatographie
nach
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| chromatographie

chromatographie

nach
| GréBenauschluss-

35kDa -

25kDa -

Abbildung 10.5. SDS-PAGE der Aufreinigung der IREDOS fiir die Kristallisationsexperimente
(Ni-NTA Chromatographie, GréBenausschlusschromatographie und Gelfiltration)

Per MS-Analyse wird zudem die mittlere Masse der aufgereinigten IRED0O8 bestimmt und

nachgewiesen, dass die IRED0O8 homogen vorliegt.

MS (ESI) m/z berechnet fiir IREDO8 [M]*: 30996.81, gefunden: 30996.94.
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10.5.12.2 Stabilitatstest der IREDOS8

Um einen Eindruck Uber die Stabilitdt des Proteins bei 4 °C und Raumtemperatur zu
erhalten, wird ein Stabilitatstest durchgefiihrt. Hierzu wird jeweils eine Probe der
aufgereinigten IREDO8 bei 4 °C bzw. Raumtemperatur inkubiert und nach jeweils drei
Tagen Proben fir eine SDS-PAGE entnommen und entsprechend der AAV6 bei 95 °C
denaturiert. Die letzte Probe wird nach 14 Tagen entnommen und die SDS-PAGE
anschlieBend entsprechend der AAV6 durchgefiihrt. Die Ergebnisse sind in Abbildung 4.16
dargestelit.

10.5.12.3 Stabilitatstest der

Proteaseinhibitoren

IREDOS8 in Anwesenheit von

Um die Stabilitdat des Enzyms bei Raumtemperatur zu erhéhen, wurde der Stabilitatstest
bei Raumtemperatur unter Zusatz verschiedener Proteaseinhibitoren wiederholt. Hierzu
wurden Proben der aufgereinigten IRED mit einer Proteinkonzentration von 1 mg mL!
unter Zusatz verschiedener Proteaseinhibitoren sowie ausgewahlter Mischungen (siehe
Tabelle 10.43) bei Raumtemperatur inkubiert und nach 1, 3, 4, 7 und 9 Tagen jeweils
Proben flir eine SDS-PAGE entnommen und entsprechend bei 95 °C denaturiert. Die
SDS-PAGE wird nach der AAV6 durchgeflihrt. Die
Abbildung 4.17-Abbildung 4.20 dargestellt.

Ergebnisse sind in

Tabelle 10.43. Proteaseinhibitoren, die im Stabilitatstest eingesetzt wurden.

Proteaseinhibitor inhibierte Protease(n) Endkonzentration

Cystein-, Serinprotease +

cOmplete™ + EDTA Metalloprotease i1x + 1 mM
Iodacetamid Cysteinprotease 1 mM
. Cystein-, Serin-,
Leupeptin Threoninprotease 1 mM
Aprotinin Serinprotease 0.3 uM
Iodacetamid + EDTA Cysteinprotease + 1mM+ 1 mM
Metalloprotease
Phenylmethylsulfonylfluorid Serinprotease 0.1 mM
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10.5.13 Biotransformationen von 2H-1,4-Benzoxazinen

Die Biotransformation der 2H-1,4-Benzoxazine 7a-b werden im 0.5 mL MaBstab bei 30 °C
und 850 rpm in 100 mM KPi pH 7 mit 4% Methanol (flr das Substrat 7a) bzw. DMSO (fir
das Substrat 7b) als Cosolvent, 40 mM D-Glucose, 20 mM 2H-1,4-Benzoxazin 7a-b,
0.6 mg mL (fur Substrat 7a) oder 1.2 mg mL! (fuir Substrat 7b) IRED-ZRE, 12 U GDH
(bei Verwendung von 0.6 mg mL*' IRED-ZRE) bzw. 24 U GDH (bei Verwendung von
1.2 mg mL ! IRED-ZRE) und 0.1 mM NADP* im Thermomixer durchgefiihrt. Nach 15 h bzw.
19.5 h wird dem Reaktionsgemisch jeweils Natronlauge (32%, 10 pL) und Dichlormethan
(300 pL) zugesetzt. Die Phasen werden mit Hilfe eines Vortexers durchmischt und zur
Phasentrennung flir 10 min bei 10000 x g zentrifugiert. Die organische Phase wird zur
Bestimmung des Umsatzes und des Enantiomereniberschusses per chiraler SFC-HPLC

analysiert (siehe Kapitel 10.5.4.5).

Die Negativkontrollen (ohne IRED-Zellrohextrakt) werden im 0.5 mL Ansatz bei 30 °C und
850 rpm in 100 mM KPi pH 7 mit 4% Methanol (flr das Substrat 7a) bzw. DMSO (fir das
Substrat 7b) als Cosolvent, 40 mM D-Glucose, 20 mM 2H-1,4-Benzoxazin 7a-b, 24 U GDH
und 0.1 mM NADP* im Thermomixer durchgefiihrt. Nach 15 oder 19.5h wird dem
Reaktionsgemisch jeweils Natronlauge (32%, 10 pL) und Dichlormethan (300 pL)
zugesetzt. Die Phasen werden mit Hilfe eines Vortexers durchmischt und zur
Phasentrennung fir 10 min bei 10000 x g zentrifugiert. Die organische Phase wird zur
Bestimmung des Umsatzes per chiraler SFC-HPLC (siehe Kapitel 10.5.4.5) untersucht. Die
Ergebnisse sind in Tabelle 10.44 dargestellt.

Tabelle 10.44. Biotransformationen der 2H-1,4-Benzoxazine 7

Substrat Zeit [h] IRED® Umsatz [%] ee [%]
IREDO5? 19 52 (R)
IRED12° > 99 99 (S)
7a 15

IRED29? 29 81 (S)

ohne IRED 0 -
IREDO5® 21 72 (R)
IRED12° 84 26 (R)
7b 19.5 IRED27° 26 60 (R)
IRED29P 20 71 (R)

ohne IRED 0 -

die verwendete Ganzzell-Proteinkonzentrationen sind in FuBnote a und b
angegeben; 20.6 mg mL!; 1.2 mg mL?
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10.5.14 Praparative Biotransformation von 3-Phenyl-2H-

benzoxazin (7a)

Der Ganzzell-Katalysator flir die Prozessentwicklung wird durch Transformation des
pACYCDuet-Vektors, der die thermostabile GDH als Insert tragt (pACYCDuet_GDH), und
des pET22b-Vektors, der die IRED12 als Insert tragt (pET22b_IRED12), nach AAV1 als
Zwei-Plasmid-System in E. coli BL21(DE3) konstruiert. Die Expression erfolgt nach AAV2
in TB-Medium. Die Zellen werden daraufhin nach AAV3 lyophilisiert.

Die Biotransformation im praparativen MaBstab (40 mL) wird mit 50 mM 3-Phenyl-2H-
benzoxazin (7a), 10% DMSO als Cosolvent (zunachst wird 7a in DMSO gel6st, daraufhin
werden alle anderen Komponenten zugegeben), 5 mg mL! des lyophilisierten
Ganzzell-Katalysators (bereitgestellt aus einer 10 mg mL! Zellsuspension in 50 mM KP;
pH 7), 120 mM D-Glucose und 0.1 mM NADP* in Milli-Q® Wasser bei 30 °C an einer
TitroLine®-Apparatur durchgeftihrt. Der pH wird durch Titration mit Natronlauge Uber das
TitroLine®-System konstant bei pH 7 gehalten. Nach 26 h wird dem Reaktionsgemisch
Natronlauge (32%, 2 mL) und Dichlormethan (30 mL) zugesetzt. Die Phasen werden mit
Hilfe eines Vortexers durchmischt und zur Phasentrennung fiir 10 min bei 10000 x g
zentrifugiert. Die organische Phase wird Gber Magnesiumsulfat getrocknet. Der Umsatz
(>99%) und der Enantiomerenlberschuss werden per chiraler SFC-HPLC bestimmt (siehe
Kapitel 10.5.4.5) und das Solvens wird unter vermindertem Druck entfernt. (S)-3-Phenyl-
3,4-dihydro-2H-benzoxazin ((S5)-8a) (300.8 mg, 1.42 mmol, 71%) wird nach
Saulenchromatographie (2-40% Ethylacetat in Cyclohexan) als gelbliches Ol mit einer
Reinheit von 98% (durch *H-NMR-Spektroskopie bestimmt) erhalten.

1H-NMR (500 MHz, CDCl3): & [ppm] = 7.42-7.31 (m, 5H, HA"), 6.87-6.80 (m, 2H, H?"),
6.73-6.67 (m, 2H, HA"), 4.52 (dd, J = 8.6, 3.0 Hz, 1H, CH2), 4.29 (dd, J = 10.6, 3.0 Hz,
1H, CH3), 4.01 (dd, J = 10.6, 8.6 Hz, 1H, CH).

13C-NMR (126 MHz, CDCl3): & [ppm] = 143.7 (C*), 139.3 (C*"), 134.0 (C*), 129.0 (2C,
C*), 128.5 (CA7), 127.3 (2C, C*), 121.6 (CA), 119.1 (C*), 116.7 (C*), 115.5 (C*), 71.1
(CH>), 54.4 (CH).

[a]2% = + 148 (c 1.0, CHCIs), Literatur: [a]® = - 118.1 (c: 1.0, CHCl3) (98% ee fiir das
(R)-Enantiomer).[19°]

Die analytischen Daten stimmen mit Literaturdaten Uberein.[19°]
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10.6 Verknupfung von Heterozyklenchemie und

Biokatalyse in Eintopf-Synthesen

10.6.1 Analytik

Neben der in Kapitel 10.4.1 etablierten Analytik zur Bestimmung des Umsatzes des
3-Thiazolins 3f Uber das Verhéltnis der Integrale von Edukt 3f und Produkt 4f wird in
diesem Kapitel eine Kalibrationsgerade des 3-Thiazolins 3f und des 3-Thiazolidins 4f
erstellt, die eine Bestimmung der Konzentration und somit der Stoffmenge der
Verbindungen lber die vermessenen GC-Integrale erméglicht. Hierfiir werden jeweils sechs
Loésungen des 3-Thiazolins 3f und des 3-Thiazolidins 4f mit definierter Konzentration in
Dichlormethan gaschromatographisch vermessen (siehe Kapitel 10.5.4.1). Uber die
Auftragung der Integrale gegeniber der eingesetzten Konzentration in mol L* und einem
linearen Fit der erhaltenen Punkte (Abbildung 10.6 und Abbildung 10.7), erhalt man die
Geradengleichungen zur Bestimmung der Konzentration des Imins 3f (Formel (IV)) und
des Amins 4f (Formel (V)) aus dem per GC ermittelten Integral.

_ 1(0)+169300.48247 (V)
3= T 43054 -10°

_1(0)- 44446.30129 V)
=5 16018-10°

1.20E+008 -

1.00E+008 ~
— 8.00E+007 -
S
(o]
L
£ 6.00E+007 -

4.00E+007

2.00E+007

0.00E+000 ; ; ; ;
0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6

Konzentration 3f [M]

Abbildung 10.6. Kalibrationsgerade zur Bestimmung der Konzentration des 3-Thiazolins 3f per GC
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Abbildung 10.7. Kalibrationsgerade zur Bestimmung der Konzentration des 3-Thiazolidins 4f

10.6.2 Verknupfung von Heterozyklenchemie und Biokatalyse

durch Kompartimentierung der Reaktionsschritte

Der im Rahmen dieses Kapitels verwendete mechanische Rihrer wurde eigens flr dieses
Projekt von der Mechanischen Werkstatt der Fakultat fir Chemie der Universitat Bielefeld

nach den Anforderungen der Autorin konstruiert.

10.6.2.1 Herstellung von PDMS-Hdlsen

Die PDMS-HUlsen werden analog zu Uthoff et al. hergestellt.[2°7], Die Oberflédche eines
GlasgefaBes (1.5 mL) wird zunachst passiviert: Hierzu werden einige Tropfen Trichlor-(1H,
1H, 2H, 2H-perfluoroctyl)silan auf das Glasgefall gegeben und Uber Nacht bei 45 mbar im
Exsikkator inkubiert. Sylgard® 184 wird gemischt, entgast und fiir 5 min auf 65 °C
vorgeheizt. Das Glasgefal3 wird in die Elastomerlésung getaucht und abtropfen gelassen,
bis sich keine neuen Tropfen mehr bilden. Das GlasgefdB wird kopfiber fiir 1 h bei 65 °C
inkubiert. Dieser Schritt wird zweimal wiederholt. Beim dritten Vorgang wird das GlasgefaB3
zum Ausharten des PDMS aufrecht fir 1 h bei 120 °C inkubiert. Um die Hilse vom
GlasgefaBB zu lésen, wird das GefaB in n-Hexan getaucht und die gequellte PDMS-Hiilse
vom Gefal3 gestilpt. Die Hulse wird mit Dichlormethan und Wasser gewaschen und

anschlieBend verwendet.
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10.6.2.2 Synthese des 3-Thiazolins 3f in unterschiedlichen Reaktortypen

Fein gemérsertes Natriumhydrogensulfid-Monohydrat (333 mg, 4.49 mmol, 1.00 Ag.) wird
mit Cyclopentanon (378 pL, 4.49 mmol, 1.00 Ag.) und Ammoniaklésung (25%, 675 pL)
innerhalb der PDMS-Hilse oder im Glasgefal vorgelegt. 3-Chlor-3-methyl-2-butanon
(542 mg, 4.49 mmol, 1.00 Ag.) wird hinzugeben und die Reaktionsmischung fiir 18 h bei
Raumtemperatur gerihrt (Magnetrihrkern oder mechanischer Rihrer). Die
Reaktionsmischung wird dreimal mit Dichlormethan extrahiert, die vereinigten organischen
Phasen Uber Magnesiumsulfat getrocknet und das Ldsungsmittel unter vermindertem
Druck entfernt. Das verbliebene gelbliche Ol wird in Dichlormethan (5 mL) geldst und per
achiraler GC analysiert. Der Umsatz der Variante der Asinger-Reaktion wird per

Kalibrationsgerade Uber die GC bestimmt. Die Ergebnisse sind in Tabelle 10.45 dargestellt.

Tabelle 10.45. Synthese des 3-Thiazolins 3f in unterschiedlichen Reaktortypen

Eintrag Umsatz [%]
Kontrolle (GlasgefaB) 41
Hiilse (Magnetrihrkern) 3
Hiilse (mechanischer Rihrer) 25

10.6.2.3 Studien zur Diffusions-Effizienz

Zur Untersuchung der Diffusion des 3-Thiazolins 3f durch die PDMS-Membran wird 3f
(345 mg, 1.87 mmol) in wassriger Ammoniaklésung (5.6 M, 675 pL) innerhalb der Hiilse
vorgelegt. DMSO (10 mL) bzw. DMSO (2 mL) in Milli-Q® Wasser (8 mL) wird in das duBere
Kompartiment gegeben und beide Ldésungen werden bei Raumtemperatur gerthrt
(innerhalb der PDMS-Hulse mit Hilfe eines mechanischen Rihrers, auBerhalb mit Hilfe eines
Magnetriihrkerns). Nach 3.5 h, 5 h, 6 h (100% v/v DMSO) bzw. 22 h (20% v/v DMSO)
wird jeweils eine Probe (100 pL) aus dem &uBeren Kompartiment entnommen, mit
Dichlormethan (100 pL) vermischt und die Konzentration per achiraler GC bestimmt.
AuBerdem wird die Losung im inneren Kompartiment nach 6 h (100% v/v DMSO) bzw 22 h
(20% v/v DMSO) dreimal mit Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten organischen
Phasen werden Uber Magnesiumsulfat getrocknet und das Solvens unter vermindertem
Druck entfernt. Der gelbe, 6lige Rickstand wird in Dichlormethan (5 mL) gel6ést. Per
Kalibrationsgerade wird die Konzentration des 3-Thiazolins 3f im duBeren Kompartiment
bestimmt und ins Verhaltnis zur maximal méglichen Konzentration gesetzt. Die Ergebnisse
zur Diffusions-Effizienz des Imins 3f mit 20% v/v bzw. 100% v/v DMSO sind in
Tabelle 10.46 dargestellt.



218 Experimenteller Teil

Tabelle 10.46. Diffusions-Effizienz des 3-Thiazolins 3f durch die PDMS-Membran

DMSO [% v/v] Zeit [h] Anteil an diffundiertem 3-Thiazolin 3f [%]

20 22 24
100 3.5 43
100 5 53
100 6 60

10.6.2.4 Studien zur biokatalytischen Reduktion des 3-Thiazolins 3f

Die Biotransformationen (10 mL) werden ausgehend von einer 20 mM Konzentration des
3-Thiazolins 3f mit 1 mg mL! des lyophilisierten Ganzzell-Katalysators (zugegeben aus
einer 2 mg mL! Zellsuspension in 200 mM KP; Puffer pH 7), 40 mM D-Glucose, 0.1 mM
NADP* und 10% v/v Methanol oder 20% oder 30% v/v DMSO als Cosolvent in Milli-Q®
Wasser durchgefiihrt. Die Biotransformationen in Gegenwart von 3-Chlor-3-methyl-2-
butanon (5 oder 20 mM) bzw. Cyclopentanon (5 oder 20 mM) werden bei einer
Cosolventkonzentration von 20% v/v DMSO durchgefihrt. Die Reaktionen werden fliir 18 h
bei 30 °C gerthrt und durch Zugabe von Natronlauge (32%, 1 mL) sowie Dichlormethan
(10 mL) gestoppt. Die Phasen werden mit Hilfe eines Vortexers durchmischt und zur
Phasentrennung fir 10 min bei 4000 x g zentrifugiert. Die organische Phase wird Uber
Magnesiumsulfat getrocknet und der Umsatz per achiraler GC bestimmt (siehe
Kapitel 10.5.4.1). Die Ergebnisse sind in Tabelle 10.47 dargestelit.

Tabelle 10.47. Biokatalytische Reduktion von 3f zur Realisierung der kompartimentierten Eintopf-

Synthese
Cosolvent [% v/Vv] Additiv [mM] Umsatz [%]
Methanol [10] ohne Additiv 25
DMSO [20] ohne Additiv 83
DMSO [30] ohne Additiv 3
DMSO [20] Cyclopentanon [5] 88
DMSO [20] Cyclopentanon [20] 70
DMSO [20] 3-Chlor-3-methyl-2-butanon [5] 69

DMSO [20] 3-Chlor-3-methyl-2-butanon [20] 60
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10.6.2.5 Kompartimentierte Eintopf-Synthese

Fein gemérsertes Natriumhydrogensulfid-Monohydrat (333 mg, 4.49 mmol, 1.00 Ag.) wird
mit Cyclopentanon (378 pL, 4.49 mmol, 1.00 Ag.) und Ammoniaklésung (25%, 675 pL)
innerhalb der PDMS-Hilse vorgelegt. 3-Chlor-3-methyl-2-butanon (542 mg, 4.49 mmol,
1.00 Aq.) wird hinzugeben und die Reaktionsmischung fiir 18 h bei Raumtemperatur mit
Hilfe eines mechanischen Rihrers gerihrt. DMSO (10 mL) wird in das &uBere
Kompartiment gegeben und beide Reaktionslésungen fiir 6 h bei Raumtemperatur gerihrt
(innerhalb des Thimbles mit Hilfe eines mechanischen Rihrers, auBerhalb mit Hilfe eines
Magnetrihrkerns). In das duBere Kompartiment werden Milli-Q® Wasser (7.8 mL), 200 mM
D-Glucose (6.7 mL einer 1.5 M Stammldsung), 0.1 mM NADP* (0.5 mL einer 10 mM
Stammlésung) und 8 mg mL! lyophilisierter Ganzzell Katalysator (aus einer 16 mg mL!
Zellsuspension in 200 mM KP; Puffer pH 7) in das duBere Kompartiment gegeben und die
Reaktionsmischung bei 30 °C fiir 24 h gerihrt. Die Reaktion wird durch Zugabe von
Natronlauge (32%, 2 mL) und Dichlormethan (50 mL) in das &duBere Kompartiment
gestoppt. Die Phasen werden mit Hilfe eines Vortexers durchmischt und die
Phasentrennung durch Zentrifugation (10 min bei 4000 x g) initiiert. Die organische Phase
wird Uber Magnesiumsulfat getrocknet und der Umsatz (13% Gesamtumsatz, > 99%
Umsatz im biokatalytischen Schritt) per achiraler GC Analyse der organischen Phase
bestimmt (siehe Kapitel 10.5.4.1). Das Ldésungsmittel wird unter vermindertem Druck
entfernt, ein Teil des Rohproduktes wird nach AAV14 mit Phenylisocyanat derivatisiert und
per chiraler SFC-HPLC analysiert (99% ee) (siehe Kapitel 10.5.4.3). (S5)-2,2,3-Trimethyl-
1-thia-4-azaspiro[4.4]nonan (4f) (100 mg, 0.54 mmol, 12%) wird nach
saulenchromatographischer Aufreinigung (5-40% Ethylacetat in Cyclohexan) als gelbliches

Ol mit einer Reinheit von 97% (bestimmt durch 'H-NMR-Spektroskopie) isoliert.

1H-NMR (500 MHz, CDCls): & [ppm] = 3.10 (q, J = 6.6 Hz, 1H, CHCHs), 2.13-2.05 (m,
1H, (CH2)4), 1.95-1.78 (m, 2H, (CH2)4), 1.77-1.63 (m, 5H, (CH2)4), 1.41 (s, 3H, C(CH3)2),
1.19 (s, 3H, C(CHs)2)), 1.09 (d, J = 6.6 Hz, 3H, CHCH3s).

13C-NMR (126 MHz, CDCI3): & [ppm] = 81.5 (C(CH2)4), 67.1 (CHCH3), 59.9 (C(CHs3)2),
44.8 ((CH2)4), 42.4 ((CH2)4), 27.8 (C(CH3)2), 26.1 (C(CH3)2), 24.4 ((CH2)4), 23.9 ((CH2)4),
13.7 (CHCHs).

Die analytischen Daten stimmen mit Literaturdaten Uberein.[179:218]
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10.6.3 Sequentielle Eintopf-Synthese zur Darstellung eines
3-Thiazolidins

10.6.3.1 Studien der Degussa-Variante der Asinger-Reaktion im 4.5 mmol
MaBstab

Fein gemorsertes Natriumhydrogensulfid-Monohydrat (333 mg, 4.49 mmol, 1.00 Ag.) wird
mit Cyclopentanon (378 pL, 4.49 mmol, 1.00 Ag.) und Ammoniaklésung (25%, 675 pL) in
einem 100 mL Kolben vorgelegt. 3-Chlor-3-methyl-2-butanon (542 mg, 4.49 mmol,
1.00 Aq.), verdiinnt in DMSO (Endkonzentration von 10% v/v DMSO im Kolben), wird
hinzugeben, wahrend die Temperatur der Reaktionslésung zwischen 0-10 °C gehalten
wird. Die Reaktionsmischung wird flir 18 h bei Raumtemperatur gertihrt, dreimal mit
Dichlormethan extrahiert, die vereinigten organischen Phasen (ber Magnesiumsulfat
getrocknet und das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das verbliebene
gelbliche Ol wird in Dichlormethan (5 mL) geldst und per achiraler GC analysiert. Der
Umsatz der Variante der Asinger-Reaktion wird per Kalibrationsgerade Uber die GC
bestimmt und betragt 33%.

10.6.3.2 Biokatalytische Reduktion in Gegenwart der Edukte der Asinger-

Reaktion

Die Biotransformationen (10 mL) werden ausgehend von einer 20 mM Konzentration des
3-Thiazolins 3f mit 1 mg mL! des lyophilisierten Ganzzell Katalysators (ausgehend von
einer 2 mg mL? Zellsuspension in 200 mM KP; Puffer pH 7), 40 mM D-Glucose, 0.1 mM
NADP* und 10% v/v DMSO als Cosolvent in Milli-Q® Wasser durchgefihrt. Die
Biotransformationen in Gegenwart von 3-Chlor-3-methyl-2-butanon (20 mM),
Cyclopentanon (20 mM) bzw. Natriumhydrogensulfid-Monohydrat (20 mM) werden
ebenfalls bei einer Cosolventkonzentration von 10% v/v DMSO durchgefiihrt. Die
Reaktionen werden fir 18 h bei 30 °C gerihrt und durch Zugabe von Natronlauge (32%,
1 mL) sowie Dichlormethan (10 mL) gestoppt. Die Phasen werden mit Hilfe eines Vortexers
durchmischt und zur Phasentrennung fir 10 min bei 4000 x g zentrifugiert. Die organische
Phase wird Uber Magnesiumsulfat getrocknet und der Umsatz per achiraler GC bestimmt
(siehe Kapitel 10.5.4.1). Die Ergebnisse sind in Tabelle 10.48 dargestellt.



Experimenteller Teil 221

Tabelle 10.48. Biokatalytische Reduktion von 3f zur sequentiellen Eintopf-Synthese

Additiv [20 mM] Umsatz [%]
ohne Additiv 100
Cyclopentanon 100
3-Chlor-3-methyl-2-butanon 100
Natriumhydrogensulfid-Monohydrat 88

10.6.3.3 Sequentielle Eintopf-Synthese

Fein gemérsertes Natriumhydrogensulfid-Monohydrat (333 mg, 4.49 mmol, 1.00 Aq.) wird
mit Cyclopentanon (378 uL, 4.49 mmol, 1.00 Ag.) und Ammoniaklésung (25%, 675 uL) im
Kolben vorgelegt. 3-Chlor-3-methylbutan-2-on (542 mg, 4.49 mmol, 1.00 Aqg.), verdinnt
in DMSO um eine Endkonzentration von 10% v/v DMSO im Kolben zu erreichen, wird
hinzugeben, wahrend die Temperatur der Reaktionslésung zwischen 0-10 °C gehalten
wird. Die Reaktionsmischung wird fir 18 h bei Raumtemperatur geriihrt. DMSO (5 mL),
Milli-Q® Wasser (12.8 mL), 200 mM p-Glucose (6.7 mL einer 1.5 M Stammlésung), 0.1 mM
NADP* (0.5mL einer 10 mM Stammlésung), 8 mg mL?!' Iyophilisiertem
Ganzzell-Katalysator (aus einer 16 mg mL! Zellsuspension in 200 mM KP; Puffer pH 7) und
DMSO (4.84 mL, insgesamt 10% v/v) werden hinzugegeben und die Reaktionsmischung
bei 30 °C fur 24 h geruhrt. Die Reaktion wird durch Zugabe von Natronlauge (32%, 2 mL)
und Dichlormethan (50 mL) gestoppt. Die Phasen werden mit Hilfe eines Vortexers
durchmischt und die Phasentrennung durch Zentrifugation (10 min bei 4000 x g) initiiert.
Die organische Phase wird Uber Magnesiumsulfat getrocknet und der Umsatz (26%
Gesamtumsatz, > 99% Umsatz im biokatalytischen Schritt) per achiraler GC Analyse der
organischen Phase bestimmt. Das organische Solvens wird unter vermindertem Druck
entfernt und ein Teil des Produktes zur Bestimmung des Enantiomereniberschusses per
chiraler SFC-HPLC (siehe Kapitel 10.5.4.3) mit Phenylisocyanat entsprechend der AAV14
derivatisiert (99% ee). (S)-2,2,3-Trimethyl-1-thia-4-azaspiro[4.4]nonan (4f) (213 mg,
1.15 mmol, 26%) wird nach sdaulenchromatographischer Aufreinigung (5-40% Ethylacetat
in Cyclohexan) als gelbliches Ol mit einer Reinheit von 97% (bestimmt durch 'H-NMR-

Spektroskopie) isoliert.

1H-NMR (500 MHz, CDCl3): & [ppm] = 3.10 (q, J = 6.6 Hz, 1H, CHCH3), 2.13-2.05 (m,
1H, (CH2)4), 1.95-1.78 (m, 2H, (CH2)4), 1.77-1.63 (m, 5H, (CH2)4), 1.41 (s, 3H, C(CH3)2),
1.19 (s, 3H, C(CHs)2)), 1.09 (d, J = 6.6 Hz, 3H, CHCH3).

13C-NMR (126 MHz, CDCI3): 8 [ppm] = 81.5 (C(CH2)4), 67.1 (CHCHs), 59.9 (C(CHs)z2),
44.8 ((CH2)4), 42.4 ((CH2)4), 27.8 (C(CH3)2), 26.1 (C(CH3)2), 24.4 ((CH2)4), 23.9 ((CH2)4),
13.7 (CHCHs).

Die analytischen Daten stimmen mit Literaturdaten Uberein.[179,218]
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10.7 Biokatalytische Reduktion von Iminen mit

zusatzlichen Stickstoffatomen

10.7.1 Synthese von Hydrazonen 10

10.7.1.1 (1-(3-Chlorphenyl)ethyliden)hydrazin (10a)

!

Die Darstellung des Hydrazons 10a erfolgt nach Poh et al.[321]1 meta-Chloracetophenon
(2.6 mL, 20.0 mmol, 1.00 Aqg.) und Hydrazin-Monohydrat (2.91 mL, 60.0 mmol, 3.00 Aqg.)
werden in Methanol (20 mL) vorgelegt und fir 3.5 Stunden zum Reflux erhitzt. Das
Reaktionsgemisch wird auf Raumtemperatur abgekihlt, das Losungsmittel am
Rotationsverdampfer entfernt und Wasser (25 mL) sowie Dichlormethan (25 mL)
hinzugegeben. Die Mischung wird mit Dichlormethan (3x 25 mL) extrahiert, die vereinten
organischen Phasen werden (iber Magnesiumsulfat getrocknet und unter vermindertem
Druck eingeengt. (1-(3-Chlorphenyl)ethyliden)hydrazin (10a) (3.22 g, 19.1 mmol, 96%)

wird als gelbliches Ol erhalten.

1H-NMR (500 MHz, CDCl3): & [ppm] = 7.65-7.64 (m, 1H, HA"), 7.53-7.49 (m, 1H, H~),
7.29-7.25 (m, 2H, HA"), 5.41 (s, 2H, NH2), 2.11 (s, 3H, CH3s).

13C-NMR (126 MHz, CDCl3): 0 [ppm] = 145.7 (C=N), 141.3 (C*"), 134.5 (CA"), 129.6 (C*),
128.1 (€CA7), 125.8 (CA), 123.7 (CA7), 11.6 (CH3).

HRMS (ESI) m/z berechnet fir CsH1oCIN2 [M+H]*: 169.0527, gefunden: 169.0529.

IR [cm™]: 3373, 3300, 3215, 3066, 1634, 1586, 1557, 1407, 778, 683, 634, 521, 440.

10.7.1.2 (2,3-Dihydro-1H-inden-1-yliden)hydrazin (10b)
N-NH2
o
Die Darstellung erfolgt nach einer abgewandelten Vorschrift von Wu et al.[3221 1-Indanon
(1.39 g, 10.5 mmol, 1.00 Aqg.), Hydrazin-Monohydrat (727 pL, 15.0 mmol, 1.50 Aqg.) und
Essigsaure (28.6 pL, 0.5 mmol, 5 mol%) werden in Toluol (30 mL) vorgelegt und fir
16 Stunden bei 120 °C unter Argonatmosphare und Ruickfluss geriihrt. Das
Reaktionsgemisch wird auf 0 °C abgekihlt, der ausgefallene Feststoff filtriert, mit

eiskaltem Toluol gewaschen und am Hochvakuum getrocknet. (2,3-Dihydro-1H-inden-1-
yliden)hydrazin (10b) (1.38 g, 9.4 mmol, 89%) wird als farbloser Feststoff erhalten.
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1H-NMR (500 MHz, CDCIz): o [ppm] = 7.64 (dd, J = 7.2, 1.5 Hz, 1H, H*"), 7.30-7.23 (m,
3H, HA), 5.15 (s, 2H, NH2), 3.13-3.10 (m, 2H, CA"CH2), 2.71-2.65 (m, 2H, N=CCH2).
13C-NMR (126 MHz, CDCI3): o [ppm] = 157.2 (C9), 147.0 (C9), 138.8 (C9), 129.4 (C*),
127.1 (€CA"), 125.5 (CA), 120.9 (CA7), 28.5 (CA'CH2), 25.1 (N=CCH>).

HRMS (ESI) m/z berechnet fir CoH11N2 [M+H]*: 147.0917, gefunden: 147.0915.

IR [cm™t]: 3338, 3186, 2360, 2344, 1625, 1464, 1093, 758, 434.

Tm: 87 °C

10.7.2 Versuch zur Synthese der Referenzverbindungen 11

10.7.2.1 AAV17: Chemische Reduktion mit Boran-Trimethylamin Komplex

Die Reduktion mit Boran-Trimethylamin Komplex erfolgt nach abgewandelten Vorschrift
von Kawase et al.13231 Hydrazon 10 (5.93 mmol, 1.00 Ag.) wird in Ethanol (12 mL)
vorgelegt und mit Boran-Trimethylamin Komplex (17.8 mmol, 3.00 Aqg.) versetzt. Die
Reaktionslésung wird entgast. Unter Eisbadkiihlung wird HCI (2 M, 37 mL) zugegeben und
fir 5 min unter Eisbadklihlung geriihrt. Die Reaktionsmischung wird auf Raumtemperatur
erwarmt und 1.5 h geriihrt. Unter Eisbadkiihlung wird der pH-Wert mit gesattigter
Natriumhydrogencarbonatlésung auf pH 9 eingestellt. Die Mischung wird dreimal mit
Dichlormethan extrahiert. Die vereinten organischen Phasen werden (iber Magnesiumsulfat
getrocknet und unter vermindertem Druck eingeengt. Das Rohprodukt wird
saulenchromatographisch aufgereinigt. Anstatt der gewlinschten Hydrazine 11 werden die

entsprechenden Alkohole erhalten.

10.7.2.1.1 rac-1-(3-Chlorphenyl)ethanol

OH
C|\©)\

Die Darstellung erfolgt nach AAV17 aus (1-(3-Chlorophenyl)ethyliden)hydrazin (10a)
(1.00 g, 5.86 mmol, 1.00 Ag.) und Boran-Trimethylamin Komplex (1.30 g, 17.8 mmol,
3.00 Ag.). rac-1-(3-Chlorphenyl)ethanol (588 mg, 3.44 mmol, 58%) wird nach
saulenchromatographischer Aufreinigung (5-40% Ethylacetat in Cyclohexan) als farbloses

Ol erhalten.

1H-NMR (500 MHz, CDCl3): & [ppm] = 7.28-7-26 (m, 2H, HA"), 7.20-7.12 (m, 2H, HA),
4.77 (q, J = 6.5 Hz, 1H, CH), 1.38 (d, J = 6.5 Hz, 3H, CHs).

13C-NMR (126 MHz, CDCl3): & [ppm] = 147.9 (C*"), 134.4 (C*), 129.8 (C*), 127.5 (C*),
125.6 (CA7), 123.5 (CA7), 69.8 (CH), 25.3 (CHs).

Die analytischen Daten stimmen mit Literaturdaten Gberein.[390]
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10.7.2.1.2 rac-1-Indanol

OH

CD

Die Darstellung erfolgt nach AAV17 aus (2,3-Dihydro-1H-inden-1-yliden)hydrazin (10b)
(1.00 g, 6.84 mmol, 1.00 Ag.) und Boran-Trimethylamin Komplex (1.49 g, 20.5 mmol,
3.00 Aq.). rac-1-Indanol (109 mg, 0.74 mmol, 11%) wird nach
saulenchromatographischer Aufreinigung (5-40% Ethylacetat in Cyclohexan) als farbloses

Ol erhalten.

1H-NMR (500 MHz, CDCls): & [ppm] = 7.42 (d, J = 6.7 Hz, 1H, H*), 7.29-7.23 (m, 3H,
H~), 5.25 (t, J = 6.1 Hz, 1H, CHNH), 3.07 (ddd, J = 16.1, 8.5, 4.8 Hz, 1 H, CACH2),
2.83 (dt, J = 15.6, 7.5 Hz, 1H, CA'CH2), 2.53-2.46 (m, 1H, CHCH2), 1.94-1.92 (m, 1H,
CHCH2).

13C-NMR (126 MHz, CDCl3): & [ppm] = 145.1 (C*"), 143.5 (C*'), 128.5 (C*"), 126.9 (C*"),
125.1 (C*7), 124.3 (C*), 76.6 (CH), 36.1 (CHCH2), 29.9 (CA'CHa).

Die analytischen Daten stimmen mit Literaturdaten Gberein.[391]

10.7.3 Charakterisierung der gebildeten Azine 12

Die Bildung des Azins 12a wird bereits bei Lagerung des entsprechenden Hydrazons 10a
bei Raumtemperatur und Luftamosphdre beobachtet. Die Bildung von 1,2-Bis(2,3-
dihydroinden-1-yliden)hydrazin (12b) wird im Gegensatz dazu erst in wassriger

Umgebung beobachtet.

10.7.3.1 (1E,2E)-1,2-Bis(1-(3-chlorphenyl)ethyliden)hydrazin (12a)

N. |

Es wird die Bildung von gelben Kristallen bei Lagerung unter Luftatmosphdre beobachtet,
die als (1E,2E)-1,2-Bis(1-(3-chlorphenyl)ethyliden)hydrazin (12a) charakterisiert werden.

1H-NMR (500 MHz, CDClI3): 6 [ppm] = 7.91 (t, J = 1.8 Hz, 2H, H*"), 7.77 (dt, J = 7.5, 1.5
Hz, 2H, H*"), 7.41-7.34 (m, 4H, H*"), 2.30 (s, 6H, CH3).
MS (ESI) m/z berechnet fiir Ci6H15CI2N2 [M+H]*: 305.05, gefunden: 305.1.

Die analytischen Daten stimmen mit Literaturdaten Gberein.[392]
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10.7.3.2 (1E,2E)-1,2-Bis(2,3-dihydroinden-1-yliden)hydrazin (12b)

/; :
N-N
0
(1E,2E)-1,2-Bis(2,3-dihydroinden-1-yliden)hydrazin (12b) wird nach Inkubation von 10b
in 100 mM KP; pH 7 bei 30 °C und Extraktion mit Dichlormethan als gelblicher Feststoff

erhalten.

1H-NMR (500 MHz, CDCI3): o [ppm] = 7.92 (d, J = 7.6 Hz, 2H, H*"), 7.43-7.28 (m, 6H,
H”"), 3.13-3.02 (m, 8H, CA"CH2, N=CCH2).
MS (ESI) m/z berechnet fiur CisHi7N2 [M+H]*: 261.1, gefunden: 261.1.

Die analytischen Daten stimmen mit Literaturdaten Gberein.[393]

10.7.4 Untersuchung der hydrolytischen Stabilitat der
Hydrazone

Zur Untersuchung der hydrolytischen Stabilitat von Hydrazonen 10 werden jeweils 5 mg
des Hydrazons 10a-b in Eppendorff-GefaBe eingewogen, mit D20 (500 uL) bzw. 100 mM
KPi pH 7 (500 pL) Uberschichtet und fiir 2, 5 und 23 h bei 20 °C und 850 rpm im
Thermomixer inkubiert. Die Proben werden mit CDCIs (800 pL) versetzt, mit Hilfe eines
Vortexers durchmischt, fir 1 min bei 4000 x g zentrifugiert und die organische Phase
anschlieBend 'H-NMR-spektroskopisch untersucht. Die Ergebnisse sind in Tabelle 10.49
und Tabelle 10.50 dargestellt.

Tabelle 10.49. Hydrolytische Stabilitat von Hydrazonen 10 in D0

meta- .
Zeit [h] Azin 12a[%] Chloracetophenon Azn: 12b 1'I“fa“°“
o [%] [%]
[%]
2 0 0 0
1
23 5 4 2 3

Tabelle 10.50. Hydrolytische Stabilitat von Hydrazonen 10 in 100 mM KP; pH 7

meta- .
Zeit [h] Azin 12a [%] Chloracetophenon  AZiN 12b  1-Indanon
[%] [%] [%]
0 0 0 0
5 3 3 1

23 11 7 12




226 Experimenteller Teil

10.7.5 Analytik

10.7.5.1 AAV18: Acylierung von Hydrazonen 10

Die Acylierung erfolgt nach einer abgewandelten Vorschrift von Rye et al.[32°1 Hydrazon 10
(0.55 mmol, 1.00 Ag.) wird in Dichlormethan (2 mL) gelést. Triethylamin (0.83 mmol,
1.50 Ag.) und Acetylchlorid (0.61 mmol, 1.10 Ag.) werden hinzugegeben und die
Reaktionsmischung wird fir 1 h bei 30 °C geriihrt. Die Mischung wird mit Salzsaure (2 M,
2 mL), Natronlauge (2 M, 2 mL) und dH20 (2 mL) gewaschen. Die organische Phase wird
Uber Magnesiumsulfat getrocknet, unter vermindertem Druck eingeengt und direkt 'H-

NMR-spektroskopisch bzw.per SFC-HPLC analysiert.

10.7.5.1.1 (E)-N'-(1-(3-Chlorphenyl)ethyliden)acetohydrazid (13a)

o
Y
N

CI\©/‘\
Die Darstellung erfolgt nach AAV18 aus (1-(3-Chlorophenyl)ethyliden)hydrazin (10a)

(63.1 mg, 0.37 mmol, 1.00 Ag.). 13a (71.9 mg, 0.34 mmol, 92%) wird als farbloser

Feststoff erhalten.

1H-NMR (500 MHz, CDCl3): o [ppm] = 9.45 (s, 1H, NH), 7.75 (t, J = 1.9 Hz, 1H, H*),
7.62 (dt,J = 7.1, 1.7 Hz, 1H, H”"), 7.36-7.31 (m, 2H, H*"), 2.40 (s, 1H, O=CCHs), 2.25 (s,
1H, N=CCHs3).

13C-NMR (126 MHz, CDCl3): 0 [ppm] = 174.4 (€C=0), 145.9 (C=N), 140.0 (C*),
134.7 (CA7), 129.8 (CA7), 129.3 (C*), 126.3 (CA), 124.3 (C*), 20.9 (O=CCHs), 13.1
(N=CCHs3).

HRMS (ESI) m/z berechnet flir Ci0H12N20CI [M+H]*: 211.0632, gefunden: 211.0627.

10.7.5.1.2 (E)-N'-(2,3-Dihydro-1H-inden-1-yliden)acetohydrazid (13b)

Die Darstellung erfolgt nach AAV18 aus (2,3-Dihydro-1H-inden-1-yliden)hydrazin (10b)
(34.4 mg, 0.24 mmol, 1.00 Aqg.). 13b (37.6 mg, 0.20 mmol, 83%) wird als gelblicher

Feststoff erhalten.
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1H-NMR (500 MHz, CDCIz): 6 [ppm] = 9.01 (s, 1H, NH), 7.75 (d, J = 7.7 Hz, 1H, H*),
7.38-7.27 (m, 3H, H*"), 3.17-3.14 (m, 2H, CA'CH2), 2.79-2.77 (m, 2H, N=CCHz), 2.40
(s, 3H, CHs).

13C-NMR (126 MHz, CDCl3): 6 [ppm] = 173.9 (€=0), 157.2 (C9), 148.2 (C9), 137.9 (C9%),
130.6 (CA7), 127.2 (€CA7), 125.6 (CA7), 121.6 (CA"), 28.7 (CACH2), 26.3 (N=CCHz), 20.5
(CH3).

HRMS (ESI) m/z berechnet fir C11H13N20 [M+H]*: 189.1022, gefunden: 189.1024.

10.7.5.2 Bestimmung des Umsatzes von Hydrazonen 10 zu Azinen 12

Die Analyse der Biotransformationen der Hydrazone 10a-b erfolgt nach Derivatisierung
der organischen Phase des Rohprodukts entsprechend der AAV18 im Anschluss an die
Extraktion des Reaktionsgemisches. Die Analysen werden an einem LC2000 SFC-HPLC
System von Jasco mit der chiralen HPLC Saule Chiralpak® AD-H von Daicel bei 20 °C mit
Mischungen Uberkritischem COz, Ethanol (0.1% DEA) als mobile Phase bei einer Flussrate
von 1 mL mint und einem Rickdruck von 10 MPa bei einer Detektionswellenlange von
210 nm durchgefiihrt. Details der jeweiligen HPLC-Methoden und die Retentionszeiten der
Hydrazonamide 13a-b, der Azine 12a-b und der entsprechenden mit Acetylchlorid

acylierten Alkohole sind in Tabelle 10.51 angegeben.

Tabelle 10.51. SFC-HPLC Analytik zur Analyse der Biotransformationen der Hydrazone 10a-b

Mobile Phase
Azin/Hydrazonamid (Uberkritisches Retentionszeiten [min]®
COz:Ethanol (0.1% DEA)

13a: 24.5

12a/13a 95:5 (0.005) 12a: 34.8
acylierter Alkohol: 15.8, 17.7

13b: 17.2

12b/13b 90:10 (0.01) 12b: 42.8

acylierter Alkohol: 11.7, 13.2

10.7.6 Kolorimetrischer pH-Shift-Assay

Der kolorimetrische pH-Shift-Assay wird im Anschluss an die Expression aller 31
rekombinant vorliegenden IREDs (AAV15, siehe Kapitel 10.5.5) nach der AAV16 (siehe
Kapitel 10.5.6) durchgefihrt. Der Assay zur Umsetzung von Hydrazonen 10 durch die
IREDs wird in 96 Well Mikrotiterplatten jeweils in Doppelbestimmung flir jede IRED in
10 mM KP; pH 7.4 (+0.01% w/w BTB) mit 20 mM D-Glucose, 10 mM Substrat (100 mM
Stammldsung in Methanol), 10 pL GDH, 40 uL IRED-Zellrohextrakt aus der Expression
nach AAV15 und 0.1 mM NADPH durchgefiihrt. Es werden jeweils 2 verschiedene

Negativkontrollen in Doppelbestimmung durchgefiihrt. Eine Negativkontrolle (in den
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Ergebnissen als Negativ bezeichnet) ohne IRED-Zellrohextrakt, die zweite Negativkontrolle
(als pET22b_leer bezeichnet) enthalt den Zellrohextrakt des E. coli BL21 (DE3) ohne Insert
im pET-22b(+) Vektor. Die Ergebnisse sind in Tabelle 10.52 dargestellt.

Tabelle 10.52. Kolorimetrischer pH-Shift-Assay der Hydrazone 10

Substrat Potentiell positive IREDs Negativ pET22b_leer
10b IREDO1, IREDO6, IRED27, IRED31 negativ negativ
10c IREDO1, IREDO6, IRED12, IRED27 negativ negativ

10.7.7 Spektrophotometrischer Aktivitatsassay

Die spektrophotometrische Bestimmung der Aktivitat der IREDs gegenliber Hydrazonen 10
bzw. dem Dihydrazon 12b wird entsprechend der AAV7 (siehe Kapitel 10.2.7) bei einer

Substratkonzentration von 1 mM mit 4% Methanol als Cosolvent durchgefiihrt.

Die Aktivitatsbestimmung erfolgt in 100mM KPi pH 7 mit 4% Methanol als Cosolvent, 1 mM
Substrat, 60 uL IRED-Zellrohextrakt und 0.36 mM NADPH. Die Messung wird durch Zugabe
von NADPH gestartet und es werden jeweils Finffachbestimmungen durchgefihrt. Die

Ergebnisse sind in Tabelle 10.53 dargestellt.

Tabelle 10.53. Aktivitatsassay der Hydrazone 10

Spezifische Aktivitat

Substrat  IRED Aktivitit [U mL] gl
10a IREDO1 0.076 £ 0.008 0.003
10a IREDO6 0.136 % 0.013 0.005
10a IRED27 0.092 % 0.009 0.006
10a IREDO1 0.073 % 0.005 0.003
10b IRED24 0,095 + 0,011 0.004
10b IRED27 0.106 + 0.013 0.007
10b IRED29 0,156 + 0,006 0.006
12b IRED27 0.086 % 0.022 0.004

ohne IRED27 0.117 + 0.006 0.005

Substrat
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10.7.8 Biotransformationen von Hydrazonen 10

Die Biotransformation der Hydrazone 10a-b werden im 1 mL MaBstab bei 20 °C und
850 rpm in 100 mM KP; pH 7 mit 1% Methanol als Cosolvent, 20 mM D-Glucose, 10 mM
Hydrazon 10a-b, 4 mg mL! IRED-ZRE, 200 U GDH und 0.1 mM NADP* im Thermomixer
durchgefihrt. Nach 24 h wird dem Reaktionsgemisch jeweils Natronlauge (32%, 20 uL)
und Dichlormethan (1 mL) zugesetzt. Die Phasen werden mit Hilfe eines Vortexers
durchmischt und zur Phasentrennung fir 10 min bei 10000 x g zentrifugiert. Die
organische Phase wird entsprechend der AAV18 acyliert und per chiraler SFC-HPLC
analysiert (siehe Kapitel 10.7.5.2). In den HPLC-Chromatogrammen konnten jeweils nur
Signale fir die Hydrazone 10, die Azine 12 und die mit Acetylchlorid derivatisierten
Alkohole nachgewiesen werden. Weitere Signale, die Hinweise auf eine Bildung der

entsprechenden Hydrazine 11 geben kénnten, wurden jedoch nicht beobachtet.

10.8 Vanadium-katalysierte Dehydrierung von

N-Heterozyklen in Wasser

10.8.1 Analytik

Zur Etablierung einer Umsatzanalytik per !H-NMR-Spektroskopie werden drei
unterschiedliche Verhaéltnisse von 2-Methyl-1,2,3,4-Tetrahydrochinolin (14a) und
2-Methylchinolin (15a) eingewogen und die Aufarbeitung des Gemisches simuliert. Hierflr
wird die Mischung mit destilliertem Wasser (dH20) (0.25 mL) versetzt, die Lésung Uber
eine mit Silicagel und Magnesiumsulfat gefiillite Pasteurpipette filtriert und mit dem
10-fachen Reaktionsvolumen Ethylacetat gespilt. Das Losungsmittel wird unter
vermindertem Druck entfernt und die Probe NMR-spektroskopisch untersucht. Da per H-
NMR-Spektroskopie die eingewogenen Verhaltnisse wiedergefunden wurden, muss flr die
Aufarbeitung zur relativen Bestimmung des Umsatzes kein Korrekturfaktor bestimmt
werden. Die Oxidation unter Einsatz der Vanadium-Katalysatoren verlauft ohne Bildung
von Zwischen- oder Nebenprodukten, sodass der Umsatz Giber den Vergleich der Intergrale

charakteristischer Signale von Edukt 14a und Produkt 15a erfolgen kann.

10.8.2 Synthese der Vanadium-Komplexe

Die Vanadium-Komplexe (Ra,S,S)-A, (Ra,S)-B, rac-C, (S)-E, (R*,R")-/(R,S)-F und (S)-G
wurden wahrend des Forschungsaufenthaltes am Institute of Scientific and Industrial
Research (ISIR) der Universitat Osaka freundlicherweise von Sako und Aoki zur Verfligung

gestellt.
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10.8.2.1 Vanadium-Komplex (S)-D

>N

O///\\O
O OH

3,5-Di-tert-butylsalicylaldehyd (234.3 mg, 1.00 mmol, 1.00 Aq.), L-tert-Leucin (144.3 mg,
1.10 mmol, 1.1 Aq.), Vanadylsulfat-Monohydrat (181.0 mg, 2.20 mmol, 2.2 Ag.) und
Molsieb 3 & (1 g) werden unter Sauerstoff-Atmosphare (1 atm.) mit Methanol (25 mL)
versetzt und das Gemisch flir 20 h unter Reflux gerihrt (die Vollstandigkeit des
Reaktionsverlaufs wird per H-NMR-Spektroskopie Uberprift). Die Reaktionsmischung wird
Uber Celite filtriert, mit Dichlormethan gewaschen und das L&sungsmittel unter
vermindertem Druck entfernt. Der Riickstand wird in Dichlormethan gel6st und mindestens
dreimal mit dH20 gewaschen. Die wassrige Phase wird erneut mit Dichlormethan
extrahiert, die vereinten organischen Phasen werden mit gesattigter Natriumchloridlésung
gewaschen, Uber Magnesiumsulfat getrocknet und das Loésungsmittel unter vermindertem
Druck entfernt. (S)-D (269.7 mg, 0.63 mmol, 63%) wird als schwarzer Feststoff erhalten.

1H-NMR (500 MHz, CD30D): & [ppm] = 8.60 (s, 1H, HC=N), 7.69 (d, J = 2.4 Hz, 1H, H*),
7.48 (d, J = 2.4 Hz, 1H, H?"), 4.14 (s, 1H, CHC(CH3s)3), 1.47 (s, 9H, C(CHs)3), 1.35 (s, 9H,
C(CHs)3), 1.21 (s, 9H, C(CHs3)3).

13C-NMR (126 MHz, CD30D): 6 [ppm] = 180.1 (€C=0), 169.0 (C=N), 168.9 (C*), 143.5
(€A, 138.6 (CA1), 132.3 (CA7), 129.4 (CA7), 121.9 (CAr), 84.7 (CHC(CHs3)3), 38.3 (C(CHs3)3),
36.3 (C(CHs)3), 35.3 (C(CHs)3), 31.8 (C(CHs)3), 30.3 (C(CHs)3), 28.1 (C(CHs3)3).

HRMS (ESI) m/z berechnet fir C21H33NOsV [M+H]*: 430.1793, gefunden: 430.1788.

IR [cm™]: 3025, 2968, 2946, 1739, 1365, 1229, 1217.

10.8.3 Katalysator-Screening

2-Methyl-1,2,3,4-Tetrahydrochinolin (14a) (14.7 mg, 0.10 mmol, 1.00 Ag.) wird in dH20
(0.25 mL) vorgelegt und mit Oxovanadium(V)-Katalysator (5 mol% flr dinukleare
Vanadium-Komplexe und 10 mol% bei mononuklearen) versetzt. Die Reaktionslésung wird
bei 50 °C bzw. 70 °C fur 17 h gerihrt. Nach Abkihlen auf Raumtemperatur wird die Lésung
Uber eine mit Silicagel und Natriumsulfat geflillte Pasteurpipette filtriert und mit dem
10-fachen Reaktionsvolumen Ethylacetat gespllt. Das Ldsungsmittel wird unter
vermindertem Druck entfernt und die Probe NMR-spektroskopisch untersucht. Der
Enantiomereniiberschuss des verbleibenden Startmaterials 14a wird nach Aufreinigung
per praparativer DC (n-Hexan:Ethylacetat 8:1) (ber NP-HPLC (Chiralpak® OD-H,
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n-Hexan:2-Propanol 98:2, 0.5 mL min!, tri= 14.4 min, tro= 15.5 min) bestimmt, wobei

das Edukt stets racemisch vorliegt. Die Ergebnisse sind in Tabelle 10.54 dargestelit.

Tabelle 10.54. Katalysator-Screening zur Dehydrierung von 14a

Vanadium-Katalysator Reaktionstemperatur [°C] Umsatz [%]

VOSO4 70 0
NaVOs 70 0

VO(OEt)s 70 3
(Ra,S,S)-A 70 41
(Ra,S)-B 70 26
rac-C 70 30
(S)-D 70 50
(S)-E 70 20
(R*,R*)-(R,S)-F 70 44
(5)-G 70 28
(Ra,S,S)-A 50 39
(Ra,S)-B 50 13
rac-C 50 26
(S)-D 50 36
(S)-E 50 16
(R*,R*)-(R,S)-F 50 24
(S)-G 50 23

10.8.4 Optimierung der Reaktionsbedingungen zZur

Dehydrierung von 14a

2-Methyl-1,2,3,4-Tetrahydrochinolin (14a) (14.7 mg, 0.10 mmol, 1.00 Ag.) wird in dH20
(0.1 mL, 0.25 mL oder 1 mL) vorgelegt, mit Oxovanadium(V)-Katalysator (S)-D (1.08 mg,
0.0025 mmol, 2.5 mol%, 2.15 mg, 0.005 mmol, 5 mol%, 4.29 mg, 0.01 mmol, 10 mol%
oder 8.58 mg, 0.02 mmol, 20 mol%) und gegebenenfalls SDS (1.44 mg, 0.005 mmol,
5 mol%), Triton X-100 (2.9 yL, 0.005 mmol, 5 mol%), TBAB (1.60 mg, 0.005 mmol,
5 mol%), Methanol oder DMSO (10 bzw. 20% v/v), Wasserstoffperoxid (15.3 pL,
0.15 mmol, 1.50 Ag.) oder tert-Butylhydroperoxid (15.0 yL, 0.15 mmol, 1.50 Aq.)
versetzt. Die Reaktionslésung wird bei Raumtemperatur bzw. 60 °C fir 24-72 h unter Luft-
bzw. Sauerstoffatmosphare gerthrt. Nach Abklhlen auf Raumtemperatur wird die Lésung
Uber eine mit Silicagel und Natriumsulfat geflillte Pasteurpipette filtriert und mit dem
10-fachen Reaktionsvolumen Ethylacetat gespllt. Das Ldsungsmittel wird unter

vermindertem Druck entfernt und die Probe NMR-spektroskopisch untersucht. Die
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Optimierung der Reaktionsbedingungen erfolgt durch Variation verschiedener Parameter,

die mit den Ergebnissen in Tabelle 10.55 zusammengefasst sind.

Tabelle 10.55. Optimierung der Dehydrierung von 2-Methyl-1,2,3,4-Tetrahydrochinolin (14a)
(sofern nicht anders angegeben, wurden die Reaktionen unter Luftatmosphare durchgefihrt)

(S)-D 14a Tensid Cosolvent Oxidant Umsatz

TECH I moi%] M1 [5molwe]  [%vV]  [Aq/atm.] (%]
60 24 25 0.4 - - - 14
60 24 50 0.4 ; ; ; 30
60 24 10 0.4 - - - 44
60 24 20 0.4 ; ; ; 60
60 24 10 0.1 ; ; ; 35
60 24 10 1.0 ; ; ; 53
60 24 10 0.4 SDS - - 41
60 24 10 04 00 - - 44
60 24 10 0.4 TBAB - - 37
60 24 10 0.4 ; MeOH [10] ; 30
60 24 10 0.4 ; MeOH [20] ; 30
60 24 10 0.4 ; DMSO [10] ; 39
60 24 10 0.4 ; DMSO [20] ; 40
60 48 10 0.4 ; ; ; 63
60 72 10 0.4 ; ; ; 90
RT 24 10 0.4 - ; ; 10
RT 24 10 0.4 ; [1!"52%.] 51
RT 24 10 0.4 ; [1?12.] 15
60 24 10 0.4 ; ; O:[1atm.] 76
60 48 10 0.4 ; ; O2[1atm.] 91

10.8.5 AAV19: Dehydrierung mit dem Vanadium-Komplex
(5)-D

Edukt (0.10 mmol, 1.00 Ag.) wird in dH.O (0.25mL) vorgelegt und mit
Oxovanadium(V)-Katalysator (S)-D (0.01 mmol, 10 mol%) versetzt. Die Reaktionslésung
wird bei 60 °C flr 48 h unter Sauerstoffatmosphare (1 atm.) gerihrt. Nach Abkihlen auf
Raumtemperatur wird die Lésung Uber eine mit Silicagel und Magnesiumsulfat geftllte
Pasteurpipette filtriert und mit dem 10-fachen Reaktionsvolumen Ethylacetat gesplilt. Das
Lésungsmittel wird unter vermindertem Druck entfernt und die Probe NMR-spektroskopisch

untersucht.
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10.8.6 Dehydrierung von 2-Methyl-1,2,3,4-tetrahydrochinolin
(14a) im 1 mmol MaBstab

2-Methyl-1,2,3,4-tetrahydrochinolin (14a) (147 mg, 1.00 mmol, 1.00 Ag.) wird in dH20
(2.5 mL) vorgelegt und mit dem Oxovanadium(V)-Katalysator (S)-D (442.9 mg,
0.10 mmol, 10 mol %) versetzt. Die Reaktionslésung wird bei 60 °C fir 48 h unter
Sauerstoffatmosphare (1 atm.) gerthrt. Nach AbklUhlen auf Raumtemperatur wird die
Losung Uber eine mit Silicagel und Magnesiumsulfat gefiillte Pasteurpipette filtriert und mit
dem 10-fachen Reaktionsvolumen Ethylacetat gespilt. Das Losungsmittel wird unter
vermindertem Druck entfernt und die Probe NMR-spektroskopisch untersucht.
2-Methylchinolin (15a) (94.9 mg, 0.66 mmol, 66%) wird nach saulenchromatographischer
Aufreinigung (5-40% Ethylacetat in Cyclohexan) als gelbliches Ol erhalten.

1H-NMR (500 MHz, CDCI3): é [ppm] = 8.04-8.01 (m, 2H, H*"), 7.75 (d, J = 8.0 Hz, 1H,
HA"), 7.67 (t, J = 7.9 Hz, 1H, HA"), 7.47 (t, J = 7.9 Hz, 1H, H*), 7.27 (d, J = 8.4 Hz, 1H,
HA"), 2.74 (s, 3H, CHs).

13C-NMR (126 MHz, CDCI3): o [ppm] = 159.1 (CA-CH3), 148.0 (C*), 136.3 (C*),
129.5 (CA7), 128.7 (CA), 127.6 (CA"), 126.6 (CA"), 125.8 (C*), 122.1 (CA7), 25.5 (CH3).
HRMS (ESI) m/z berechnet fir CioHioN [M+H]*: 144.0808, gefunden: 144.0809.

Die analytischen Daten stimmen mit Literaturdaten der Spectral Database for Organic

Compounds (SDBS) Uberein.

10.8.7 Untersuchungen zum Reaktionsmechanismus

10.8.7.1 Dehydrierung von 14a unter inerten Bedingungen

2-Methyl-1,2,3,4-Tetrahydrochinolin (14a) (14.7 mg, 0.10 mmol, 1.00 Ag.) wird in dH20
(0.25 mL) vorgelegt und mit Oxovanadium(V)-Katalysator (S)-D (4.29 mg, 0.01 mmol,
10 mol%) versetzt. Die Reaktionslésung wird bei 60 °C fir 24 h unter Argonatmosphare
(1 atm.) gerihrt. Nach Abkihlen auf Raumtemperatur wird die Lésung Uber eine mit
Silicagel und Magnesiumsulfat gefillte Pasteurpipette filtriert und mit dem 10-fachen
Reaktionsvolumen Ethylacetat gespult. Das Losungsmittel wird unter vermindertem Druck
entfernt und die Probe NMR-spektroskopisch untersucht. 14a wird mit einem Umsatz von

2% zum Produkt 15a umgesetzt.
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10.8.7.2 Untersuchung zur Bildung von Wasserstoffperoxid als

Kupplungsprodukt

Zum Nachweis von Wasserstoffperoxid wird die Dehydrierung von 2-Methyl-1,2,3,4-
Tetrahydrochinolin (14a) entsprechend der AAV19 wiederholt und nach 4 h und 24 h
Reaktionszeit mit Peroxid-Teststadbchen (Quantofix Peroxide 25 von Macherey-Nagel) die
Anwesenheit von Peroxiden Uberprift. Es konnte zu keinem Zeitpunkt Wasserstoffperoxid

nachgewiesen werden.

In einem Kontrollexperiment wird die Stabilitat von Wasserstoffperoxid unter den
Reaktionsbedingungen Uberprift. Hierzu wird &quimolar zum Substrat 14a
Wasserstoffperoxid (30%, 10.2 uL, 0.10 mmol, 1.00 Aqg.) in den Dehydrierungsansatz, der
nach AAV19 durchgefihrt wird, gegeben und 4 h und 24 h Reaktionszeit mit
Peroxid-Teststabchen (Quantofix Peroxide 25 von Macherey-Nagel) die Anwesenheit von
Peroxiden Uberprift. Es konnte sowohl nach 4 h als auch nach 24 h Wasserstoffperoxid

nachgewiesen werden.

10.8.8 Erweiterung des Substratspektrums der Dehydrierung
mit Vanadium-Komplex (S)-D

Die Dehydrierung von Tetrahydrochinolinen 14b-f (0.10 mmol, 1.00 Aq.),
Tetahydrochinoxalinen 16a-b  (0.10 mmol, 1.00 Aq.), 9,10-Dihydroacridin (17)
(0.10 mmol, 1.00 Aqg.), 1,2,3,4-Tetrahydroisochinolin (18) (0.10 mmol, 1.00 Aq.) und
2-Methylpiperidin (19) (0.10 mmol, 1.00 Ag.) erfolgt nach der AAV19 fiir 24 bzw. 48 h.
Nach Abkihlen auf Raumtemperatur wird die Lésung Uber eine mit Silicagel und
Magnesiumsulfat gefiillte Pasteurpipette filtriert und mit dem 10-fachen Reaktionsvolumen
Ethylacetat gespult. Das Losungsmittel wird unter vermindertem Druck entfernt und die
Probe NMR-spektroskopisch untersucht. Da keine Neben- bzw. Zwischenprodukte
beobachtet wurden, erfolgte die Bestimmung der Umsatze Uber den Vergleich der Integrale
charakteristischer Signale von Edukt und Produkt. Die Ergebnisse sind in Tabelle 10.56
dargestellt.
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Tabelle 10.56. Untersuchung des Substratspektrums der Vanadium-katalysierten Dehydrierung

Substrat Reaktionszeit [h] Umsatz [%]

14b 48 99
14c ig 19080
14d ig 19060
14e P 100
14f p 3
16a 48 100
16b 48 100
17 48 82
17 keine Produktbildung

19 keine Produktbildung
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11. ANHANG — STUDIEN ZUR OXIDATIVEN KUPPLUNG

MONOZYKLISCHER PHENOLE

11.1  Einleitung

Chirale 2,2'-Dihydroxy-1,1'-biphenyl-Derivate stellen wichtige Strukturmotive in der
asymmetrischen Synthese, beispielsweise als chirale Liganden fir Ubergangsmetalle

(Abbildung 11.1), Organokatalysatoren und biologisch aktive Verbindungen dar.[394-3%7]

) ) I
o OH 0 OH Ph OH

_0 OH <O OH Ph OH
i g

BiPhOL BISESAMOL VANOL
Abbildung 11.1. Anwendungen von chiralen 2,2'-Dihydroxy-1,1'-biphenyl-Derivatent394-397]

Die Syntheserouten zur Darstellung von axial-chiralen Phenolen jedoch noch immer
verhaltnismaBig limitiert, insbesondere im Vergleich zu der Vielzahl an asymmetrischen
Syntheserouten von atropisomeren Biarylen wie BINOL (siehe auch Kapitel 7.1.3).[394-39°]
Die oxidative Kupplung von Phenolen stellt eine elegante sowie nachhaltige Syntheseroute
zur Darstellung von Biphenolen dar, da keine Aktivierung vor der Kupplungsreaktion
erforderlich ist.[400-4021 Eijne Vielzahl von Protokollen zur oxidativen Kupplung von
Phenolderivaten unter Einsatz von  Metallkatalyse,[403-4131  Enzymkatalyse, 44
Peroxidinitiatoren,[41>] hypervalenten Iodanen[#16:417] ynd elektrochemischen Methoden!418-

4201 wurde daher in den letzten Jahren verodffentlicht.

Klrzlich konnte die Arbeitsgruppe um Kozlowski die erste enantioselektive oxidative
Kupplung von Phenolen mit Enantiomereniberschiissen zwischen 50-89% ee unter Einsatz
von 20-40 mol% eines chiralen Vanadium-Katalysators erfolgreich etablieren
(Schema 11.1).[421]

V-Kat. (20-40 mol%) R R’
R? AcOH oder LiCl O ON
R3 R 0 R OH ’ N o
Toluol, 0 °C oder RT R4 OH 07 \BO
R* OH O H,CO
R3 R’
R? V-Kat.

50-89% ee

Schema 11.1. Asymmetrische oxidative Kupplung von Phenolen unter Einsatz chiraler
Vanadium-Komplexel421]

Die Autorin konnte im Rahmen des Forschungsaufenthaltes am Institute of Scientific and

Industrial Research (ISIR) der Universitat Osaka in der Arbeitsgruppe von Sasai einen
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Beitrag zur enantioselektiven oxidativen Kupplung monozyklischer Phenole unter Einsatz
mono- und dinuklearer Vanadium-Katalysatoren leisten. Eine Ubersicht der von der Autorin
untersuchten Substrate zur Kupplung monozyklischer Phenole ist in Abbildung 11.2

dargestellt. Die Ergebnisse hierzu sind im Folgenden zusammengefasst.

OH OH OH OH OH
20a 20b 20c 20d 20e

Abbildung 11.2. Ubersicht der im Rahmen der Kupplung monozyklischer Phenole untersuchten
Substrate

11.2  Ergebnisse und Diskussion

11.2.1 Substratsynthesen

Zur Untersuchung der oxidativen Kupplung monozyklischer Phenole wurden zunéchst zwei
verschiedene Substrate synthetisiert. Die Darstellung von 2-Allyl-3,5-
dimethylphenol (20b) erfolgte nach einer Vorschrift von Kang et al. ausgehend von
3,5-Dimethylphenol (20a).[*?1] Im ersten Schritt erfolgte die Ausbildung eines
Allylarylethers, der im zweiten Schritt unter Verwendung von Bortribromid in einer
Claisen-Umlagerung zum gewiinschten Produkt 20b umgesetzt wurde. 2-Allyl-3,5-
dimethylphenol (20b) konnte mit einer isolierten Ausbeute von 52% iber zwei Stufen

erhalten werden (Schema 11.2).

/5)\ K,CO3, 3-Brompropen /@ BBr; /5)\/\/
- = @ = _
DMF, RT, 16 h DCM, -50 °C, 2 h
OH o OH

20a 20b
52% Ausbeute
(Uber 2 Stufen)

Schema 11.2. Synthese von 2-Allyl-3,5-dimethylphenol (20b)

Ausgehend von 2-Allyl-3,5-dimethylphenol (20b) konnte in einer Hydrierung mit Palladium
auf Aktivkohle 3,5-Dimethyl-2-propylphenol (20c) ebenfalls nach einer Vorschrift von

Kang et al.[*?!] mit einer Ausbeute von 70% isoliert werden (Schema 11.3).

Pd/C (10 wt%)
P H, (1 atm.)
- = - .
MeOH, RT, 16.5 h
OH OH
20b 20c

70% Ausbeute

Schema 11.3. Synthese von 3,5-Dimethyl-2-propylphenol (20c)
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11.2.2 Oxidative Kupplung monozyklischer Phenole

Die oxidative Kupplung monozyklischer Phenole wurde mit drei verschiedenen mono- und
dinkluearen Vanadium-Komplexen unter Variation der Reaktionsbedingungen in

analytischen MaBstaben untersucht (Schema 11.4).

R2 V-Kat. (5 - 20 mol%)

R! Luft/ O,
Toluol, T, t
R® OH

t-Bu

Schema 11.4. Oxidative Kupplung monozyklischer Phenole unter Verwendung von mono- bzw.
dinuklearen Vanadium-Komplexen

Als besten Vanadium-Komplex zur oxidativen Kupplung des Modellsubstrates
[1,1'-Biphenyl]-3,5-diol identifizierten Sako und Aoki im Rahmen ihrer Arbeiten auf diesem
Gebiet den dinuklearen Komplex (Ra,S,S)-H bei einer Katalysatorbeladung von 5 mol%.
AuBerdem wurde Toluol als bestes Solvent, Luftatmosphare, 70°C als
Reaktionstemperatur und eine Reaktionszeit von 48 h als beste Reaktionsbedingungen von
Sako und Aoki etabliert.[4?2] Aufbauend auf diesen Ergebnissen nutzte die Autorin daher
zunachst diese Bedingungen und variierte diese. Da die Autorin im Gegensatz zu dem
Modellsubstrat der Arbeitsgruppe Sasai monohydroxyphenolische Derivate untersuchte,
wurde analog zu der Arbeit von Kang et al.[*?ll zusatzlich ein mononuklearer
Vanadium-Komplex (S)-D flr die oxidative Phenolkupplung untersucht. AuBerdem wurde
der dinukleare Vanadium-Komplex (Ra,S,S)-A untersucht, der den besten Katalysator im

Rahmen der oxidativen Kupplung von 2-Naphthol darstellte.[30.31]

Da bei der oxidativen Phenolkupplung auch Nebenprodukte beobachtet wurden, erfolgte
die Analyse der Umsetzungen per 'H-NMR-Spektroskopie unter Verwendung von
1,3,5-Trimethoxybenzol als internen Standard. Mit Hilfe dieses internen Standards wurden
sowohl der Umsatz der Edukte 20a-e und die Produktbildung 21a-e, die im Folgenden als

NMR-Ausbeute bezeichnet wird, prozentual angegeben.
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11.2.2.1 Oxidative Kupplung von 3,5-Dimethylphenol (20a)

Die oxidative Kupplung von 3,5-Dimethylphenol (20a) wurde mit den drei
Vanadium-Komplexen (Ra,S,S)-A, (S)-D und (Ra,S,S)-H durchgefihrt, wobei jeweils
5 mol% der dinuklearen Komplexe und 10 mol% des mononuklearen Vanadium-
Komplexes eingesetzt wurde. Mit dem Vanadium-Komplex (Ra,S,S)-A konnte ein Umsatz
von 63% zum entsprechenden Produkt 21a mit einer NMR-Ausbeute von 24% und einem
Enantiomereniberschuss zugunsten des (S)-Enantiomers von 26% ee nachgewiesen
werden (Tabelle 11.1, Eintrag 1). Eine Erhdhung der produktbezogenen NMR-Ausbeute
konnte (ber die Verwendung des bromierten Katalysators (Ra,S,S)-H und eine
Verlangerung der Reaktionszeit auf 48 h nachgewiesen werden, jedoch mit EinbuBen in
der Enantioselektivitat  (Tabelle 11.1, Eintrag 2). Uber eine verringerte
Reaktionstemperatur von 50 °C wurde die Enantioselektivitdt der oxidativen Kupplung von
20a auf 31% ee erhéht (Tabelle 11.1, Eintrag 3). Der mononukleare Vanadium-Komplex
(S)-D katalysierte die oxidative Kupplung von 20a bei einer Substratkonzentration von
0.2 M ebenfalls und zeigt bei einer Reaktionstemperatur von 70 °C und einer Reaktionszeit
von 48 h mit 59% die hdchste produktbezogene NMR-Ausbeute, allerdings mit einer

geringen Enantioselektivitat von 20% ee flir das (S)-Enantiomer (Tabelle 11.1, Eintrag 4).

Tabelle 11.1. Oxidative Kupplung von 3,5-Dimethylphenol (20a)

V-Kat. (5 mol%) O
Luft OH
Toluol, T, t OH
o ¢

20a 21a
04 M
Umsatz NMR-
Eintrag V Kat. T[°C] t][h] [%]2 Ausbeute ee [%]P
° [%]?
1 (Ra,S,S)-A 70 44 63 24 26 (S)
2 (Ra,S,S)-H 70 48 76 30 20 (9)
3 (Ra,S,S)-H 50 48 34 22 31 (9)
4¢ (S)-D 70 48 37 59 20 (S)

abestimmt per !'H-NMR-Spektroskopie mit 1,3,5-Trimethoxybenzol als internen
Standard; Pper HPLC bestimmt: Chiralpak® IA, n-Hexan:2-Propanol (4:1), 1 mL min-,
25 °C, 280 nm, tr1: 9.3 min, tr2:21.9 min. Die absolute Konfiguration wurde in Analogie
zu der per Kristallographie bestimmten Konfiguration von (S)-[1,1':2%1":2%,1"-
Quaterphenyl]-3',4",5',6"-tetraol per HPLC bestimmt; cSubstratkonzentration:0.2 M,
V-Kat.: 10 mol%
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11.2.2.2 Oxidative Kupplung von 2-Allyl-3,5-dimethylphenol (20b)

Die oxidative Kupplung von 2-Allyl-3,5-dimethylphenol (20b) wurde lediglich mit dem
Vanadium-Komplex (Ra,S,S)-A bei einer Reaktionstemperatur von 70 °C unter
Umgebungsluft- bzw. Sauerstoffatmosphare untersucht. Unter Luftatmosphéare wurde nach
einer Reaktionszeit von 44 h zwar mit 59% ein relativ hoher Umsatz des Phenols 20b
nachgewiesen, die produktbezogene NMR-Ausbeute war mit 6% jedoch sehr gering,
welches auf die Bildung von Nebenprodukten hindeutete. Die Enantioselektivitdt der
Kupplung war mit 38% ee moderat (Tabelle 11.2, Eintrag 1). Mit dem Ziel die
NMR-Ausbeute des gewlinschten Produktes 21b zu erhéhen, wurde die Reaktion im
nachsten Schritt unter Sauerstoffatmosphdre durchgefiihrt. Da bereits nach einer
Reaktionszeit von 18 h Nebenprodukte per Dunnschichtchromatographie nachgewiesen
werden konnten, wurde die Kupplungsreaktion abgebrochen. Es konnte ein Umsatz von
23% und eine produktbezogene NMR-Ausbeute von 10% nachgewiesen werden. Die
Enantioselektivitat der Kupplungsreaktion unter Sauerstoffatmosphdre war mit 21% ee

geringer gegenliber der Reaktion unter Luftatmosphare (Tabelle 11.2, Eintrag 2).

Tabelle 11.2. Oxidative Kupplung von 2-Allyl-3,5-dimethylphenol (20b)

P
(Ra.S,S)-A (5 mol%) O
/5)\/\/ Luft/O, OH
Toluol, 70 °C, t OH
. >
X

20b 21b
04 M
Eintrag '[';'gtt/n?; t[h] Umsatz [%]° NMR'S/‘:;be“te ee [%]°
1 Luft 44 59 6 38
2 0: 18 23 10 21

abestimmt per !H-NMR-Spektroskopie mit 1,3,5-Trimethoxybenzol als internen
Standard; Pper HPLC bestimmt: Chiralpak® AD-3, n-Hexan:2-Propanol (98:2),
0.3 mL mint, 25 °C, 280 nm, trs: 10.7 min, tr2:12.0 min.

11.2.2.3 Oxidative Kupplung von 3,5-Dimethyl-2-propylphenol (20c¢)

Die Kupplungsreaktionen von 3,5-Dimethyl-2-propylphenol (20c) wurden ebenfalls nur mit
dem Vanadium-Komplex (Ra,S,S)-A unter Luftatmosphdare und Variation der
Reaktionstemperatur durchgefiihrt. Analog zu der Kupplung von 20b wurden nur geringe
produktbezogene NMR-Ausbeuten bestimmt, die gegeniiber dem Umsatz deutlich geringer
waren, welches auf Nebenreaktionen schlieBen Ilasst. Auch eine Verringerung der

Reaktionstemperatur von 70 °C auf 55°C flhrte zu keiner Verbesserung der
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NMR-Ausbeute im Vergleich zum Umsatz. Die Enantioselektivitat der Kupplungsreaktion ist

mit 27% ee bzw. 29% ee ebenfalls gering (Tabelle 11.3).

Tabelle 11.3. Oxidative Kupplung von 3,5-Dimethyl-2-propylphenol (20c)

(Ra.S,S)-A (5 mol%) O
Luft OH
Toluol, T, t OH
o O

20c 21c
04 M
NMR-Ausbeute
Eintrag T [°C] t[h] Umsatz[%]° ee [%]°P
[O/O]a
1 70 44 53 12 27
2 55 48 23 4 29

abestimmt per H-NMR-Spektroskopie mit 1,3,5-Trimethoxybenzol als internen
Standard; Pper HPLC bestimmt: Chiralpak® IG-3, n-Hexan:2-Propanol (98:2),
0.3 mL mint, 25 °C, 280 nm, tr;: 12.2 min, try:13.3 min.

11.2.2.4 Oxidative Kupplung von 2,5-Dimethylphenol (20d)

Im Rahmen der oxidativen Kupplung von 2,5-Dimethylphenol (20d) unter Einsatz des
dinuklearen Komplexes (Ra,S,S)-A bei Luftatmosphare, 70 °C und einer Reaktionszeit von
45 h wurde ein komplexes Produktgemisch erhalten, welches in Bezug auf die Bildung des
gewlinschten Produktes 21d nicht auswertbar war. Das Produkt 21d konnte entsprechend
nicht nachgewiesen werden (Schema 11.5), sodass 2,5-Dimethylphenol (20d) kein
geeignetes Substrat zur oxidativen Kupplung unter den getesteten Reaktionsbedingungen

darstellte.

(RoS,S)-A (5 mol%) O
oH Toluol, 70 °C, 45 h O OH

20d 21d
04 M

Schema 11.5. Oxidative Kupplung von 2,5-Dimethylphenol (20d)

11.2.2.5 Oxidative Kupplung von 2,3,5-Trimethylphenol (20e)

Als letztes monohydroxyphenolisches Substrat wurde 2,3,5-Trimethylphenol (20e)
untersucht. Die Kupplung von 20e wurde mit den drei Vanadium-Komplexen (Ra,S,S)-A,
(S)-D und (Ra,S,S)-H unter Variation der Katalysatorbeladung, der Reaktionstemperatur,
der Reaktionsatmosphare und der Verwendung von Essigsaure als Additiv durchgefihrt
(Tabelle 11.4). Mit dem Vanadium-Komplex (Ra.,S,5)-A wurde bei einer
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Reaktionstemperatur von 70 °C unter Luftatmosphare eine hohe produktbezogene
NMR-Ausbeute von 66% und ein korrelierender Umsatz von 76% nachgewiesen. Allerdings
verlauft die oxidative Kupplung von 20e unter Verwendung des Komplexes (Ra,S,S)-A
nicht enantioselektiv (Tabelle 11.4, Eintrag 1). Unter Verwendung des bromierten
dinkulearen Vanadium-Komplexes (Ra3,S,S)-H konnte die Enantioselektivitat der oxidativen
Kupplung von 20e mit 8% ee leicht verbessert werden, die produktbezogene Ausbeute
war mit 23% jedoch gering (Tabelle 11.4, Eintrag 2). Uber eine Verringerung der
Reaktionstemperatur auf 50 °C konnte die Enantioselektivitat der Kupplungsreaktion auf
20% ee erhdht werden und eine Ubereinstimmende produktbezogene NMR-Ausbeute und

ein Umsatz von jeweils 20% nachgewiesen werden (Tabelle 11.4, Eintrag 3).

Tabelle 11.4. Oxidative Kupplung von 2,3,5-Trimethylphenol (20e)

V-Kat. (5 mol%) O
Luft/O, OH
Toluol, T, t OH
o O

i o

Eintrag V Kat. [ACA|.7‘1:“;’ic‘r’n 1 [o'l(':] : rt1] Ur[r;/:?atz Aul\:s(E%ute [f,f]b

(Ra,S,S)-A Luft 70 45 76 66 0
(R2,S,S)-H Luft 70 43 72 23 8 (S)
(R,S,S)-H Luft 50 48 20 20 20 (S)
4 (R2,S,S)-H 02 RT 48 42 17 49 (S)
5¢ (Ra,S,S)-H 02(166(3:?H RT 48 48 11 52 (S)
6¢ (S)-D Oz('G’fg?H RT 48 35 21 74 (S)

apbestimmt per H-NMR-Spektroskopie mit 1,3,5-Trimethoxybenzol als internen Standard; Pper
HPLC bestimmt: Chiralpak® AD-3, n-Hexan:2-Propanol (98:2), 0.3 mL mint, 25 °C, 280 nm,
tri: 11.4 min, tr2:12.9 min. Die absolute Konfiguration wurde in Analogie zu der per
Kristallographie = bestimmten Konfiguration von (S)-[1,1%:2%,1%:2",1"-Quaterphenyl]-
3',4",5',6"-tetraol per HPLC bestimmt; <V-Kat. 10 mol%; 9Substratkonzentration:0.5 M, V-Kat.
20 mol%

Uber eine Erhdhung der Katalysatorbeladung des Komplexes (Ra,S,S)-H auf 10 mol% und
die Durchfihrung der Reaktion unter Sauerstoffatmosphare bei Raumtemperatur wurde
die Enantioselektivitat der Kupplung von 20e auf 49% ee erhdht (Tabelle 11.4, Eintrag 4).
Da Kang et al. im Rahmen ihrer Experimente zur oxidativen Kupplung von Phenolen eine
Erhohung der Selektivitat und Reaktivitat durch Zugabe von Essigsdure beobachteten,[421]
wurde die Kupplung von 20e unter Einsatz des Komplexes (Ra,S,S)-H ebenfalls in
Gegenwart von Essigsaure als Additiv untersucht. Im Vergleich zu der Reaktion mit

10 mol% (Ra,S,S)-H bei Raumtemperatur unter Sauerstoffatmosphare (Tabelle 11.4,
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Eintrag 4) wurde keine signifikante Steigerung der Enantioselektivitat und Reaktivitat
nachgewiesen (Tabelle 11.4, Eintrag 5). Unter analogen Bedingungen zur oxidativen
Kupplung von Kang et al.[*21l (20 mol% mononuklearer Vanadium-Komplex,
Raumtemperatur, Sauerstoffatmosphare und Zusatz von Essigsaure als Additiv) konnte die
Enantioselektivitat deutlich auf 74% ee gesteigert werden. Im Zuge dieses Experiments
konnte eine moderate produktbezogene NMR-Ausbeute von 21% bei einem Umsatz von
35% bestimmt werden (Tabelle 11.4, Eintrag 6). Zur oxidativen Kupplung von
2,3,5-Trimethylphenol (20e), welches ebenfalls als Substrat von Kang et al. untersucht
wurde,[#21] eigneten sich demnach analoge Reaktionsbedingungen wie von Kang et al.
beschrieben. Unter den von Sako optimierten Bedingungen zur Kupplung
dihydroxyphenolischer Derivate konnte jedoch keine effektive Kupplung von 20e erreicht

werden.

Die Ergebnisse, die in diesem Kapitel beschrieben sind, wurden von der Autorin im Rahmen
des Forschungsaufenthaltes am Institute of Scientific and Industrial Research (ISIR) der
Universitdt Osaka in der Arbeitsgruppe von Sasai erarbeitet. Die Ergebnisse dieses
gemeinsamen Projekts wurden im Journal of Organic Chemistry zur Publikation
angenommen und als just accepted Manuskript bereits online veréffentlicht: M. Sako, T.
Aoki, N. Zumbrdagel, L. Schober, H. Gréger, S. Takizawa, H. Sasai, J. Org. Chem., DOI:
10.1021/acs.joc.8b02494 (als just accepted Manuskript online veroéffentlicht).[422]
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11.3 Experimenteller Teil

11.3.1 Substratsynthesen

11.3.1.1 2-Allyl-3,5-dimethylphenol (20b)

)éf/
OH

3,5-Dimethylphenol (20a) (488 mg, 4.00 mmol, 1.00 Ag.) wird in N,N-Dimethylformamid
(8 mL) vorgelegt. Kaliumcarbonat (608 mg, 4.40 mmol, 1.10 Ag.) und Allylbromid
(0.40 mL, 4.40 mmol, 1.10 Ag.) werden hinzugegeben und die Reaktionsmischung bei
Raumtemperatur fir 16 h gerthrt. Das Gemisch wird mit Diethylether verdinnt, mit
Wasser gequencht und die Phasen getrennt. Die wassrige Phase wird mit Diethylether
extrahiert, die vereinten organischen Phasen mit gesattigter Natriumchloridldsung
gewaschen, Uber Natriumsulfat getrocknet und das Ldsungsmittel unter vermindertem
Druck entfernt. Das erhaltene Ol wird ohne weitere Aufreinigung im néchsten
Reaktionsschritt eingesetzt.

Der Arylallylether wird in Dichlormethan (20 mL) gelést und auf -50 °C abgekihlt.
Bortribromid (8.00 mL, 1 M Lésung in Dichlormethan, 8.00 mmol, 2.00 Aqg.) wird langsam
zu der Reaktionslésung getropft und fir 2 h bei -50 °C gerihrt. Die Reaktionslésung wird
mit Wasser gequencht, die Phasen getrennt und die wassrige Phase mit Dichlormethan
extrahiert. Die vereinten organischen Phasen werden Uber Natriumsulfat getrocknet und
das Lésungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. 2-Allyl-3,5-dimethylphenol (20b)
(339 mg, 2.09 mmol, 52% uber 2 Stufen) wird nach saulenchromatographischer

Aufreinigung (5% Ethylacetat in n-Hexan) als farbloser Feststoff erhalten.

1H-NMR (400 MHz, CDCl3): & [ppm] = 6.61 (s 1H, H*), 6.51 (s 1H, HA"), 6.01-5.91 (m,
1H, CH2CH=CH2), 5.05-5.04 (m, 1H, CH2CH=CH?2), 5.01-5.00 (m, 1H, CH.CH=CH>), 4.85
(s, 1H, OH), 3.40 (t, J = 1.8 Hz, 1H, CH2CH=CH>), 3.39 (t, J = 1.8 Hz, 1H, CH2CH=CH>),
2.25 (s, 3H, C3-CHs3), 2.24 (s, 3H, C5-CH3).

13C-NMR (100 MHz, CDCl3): & [ppm] = 154.0 (C*"), 138.0 (C*), 137.1 (C*"), 135.9 (CHa-
CH=CH,), 123.8 (C*"), 120.8 (C*"), 115.4 (CH2CH=CHz), 114.2 (C*"), 30.5 (CH2CH=CH>),
21.1 (CHs), 19.7 (CH3).

Die analytischen Daten stimmen mit Literaturdaten Uberein.[421]
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11.3.1.2 3,5-Dimethyl-2-propylphenol (20c)

o

2-Allyl-3,5-dimethylphenol (20b) (170 mg, 1.05 mmol, 1.00 Aq.) wird in trockenem
Methanol (2 mL) vorgelegt. Palladium auf Aktivkohle (17 mg, 10% w/w) wird
hinzugegeben und das Gemisch unter Wasserstoffatmosphare (1 atm.) fir 16 h bei
Raumtemperatur gertihrt. Das Gemisch wird filtriert, mit kaltem Methanol gewaschen und
das Lésungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. 3,5-Dimethyl-2-propylphenol (20c)
(121 mg, 0.74 mmol, 70%) wird nach saulenchromatographischer Aufreinigung (5%

Ethylacetat in n-Hexan) als farbloser Feststoff erhalten.

1H-NMR (400 MHz, CDCl3): & [ppm] = 6.58 (s 1H, HA"), 6.45 (s 1H, H*"), 4.57 (s, 1H,
OH), 2.57-2.53 (m, 2H, CH2CH:CHs), 2.26 (s, 3H, C3-CHs), 2.23 (s, 3H,C5-CHs),
1.56-1.50 (m, 2H, CH2CH2CH3), 0.99 (t, J = 7.4 Hz, 3H, CH2CH2CHs).

13C-NMR (100 MHz, CDCl3): & [ppm] = 153.6 (C*"), 137.7 (C*"), 136.2 (C*"), 124.2 (C*),
123.7 (€M), 113.7 (CA7), 28.3 (CH2CH2CH3), 22.7 (CH2CH2CHs), 21.0 (CHs), 19.6 (CHs),
14.6 (CH2CH>CHs).

Die analytischen Daten stimmen mit Literaturdaten Gberein.[4?1]

11.3.2 Oxidative Kupplung monozyklischer Phenole

11.3.2.1 AAV20: Oxidative Kupplung zur Synthese racemischer

Referenzen

R2

]
2 R SN
R (R*,R*)-I(R,S)-F (5 mol %) o
R Air R3 OH o/,‘/\aa
Toluol, 70 °C, 48 h R OH HO R0 °©
o el
R1 Ny
R2

20a-c, 20e 21a-c, 21e (R"R")-I(R,S)-F

Die oxidative Kupplung zur Synthese der racemischen Referenzen flir die Etablierung der
HPLC Analytik erfolgt mit dem Vanadium-Komplex (R*,R*)-/(R,S)-F. Phenol (20a-c, 20e)
(0.20 mmol, 1.00 Ag.) wird mit (R*,R*)-/(R,S)-F (5 mol%) in Toluol (0.5 mL) vorgelegt
und bei 70 °C fur 48 h gerthrt. Nach AbklUhlen auf Raumtemperatur wird die Lésung Gber
eine mit Silicagel gefiillte Pasteurpipette filtriert und mit dem 10-fachen Reaktionsvolumen
einer Mischung n-Hexan:Ethylacetat (1:1) gespult. Das Ldésungsmittel wird unter
vermindertem Druck entfernt und die Probe NMR-spektroskopisch mit

1,3,5-Trimethoxybenzol als internen Standard untersucht. Die Produkte 21a-c und 21e
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werden durch praparative DC aufgereinigt und fir die Etablierung der HPLC Analytik zur

Bestimmung von Enantiomereniberschiissen genutzt.

11.3.2.1.1 rac-4,4',6,6'-Tetramethyl-[1,1'-biphenyl]-2,2'-diol (rac-21a)

O OH

Die Darstellung erfolgt nach AAV20 ausgehend von 3,5-Dimethylphenol (20a) (24.4 mg,
0.20 mmol, 1.00 Aq.). rac-4,4',6,6'-Tetramethyl-[1,1'-biphenyl]-2,2'-diol (rac-21a) wird

als farbloses Ol erhalten.

1H-NMR (400 MHz, CDCl3): & [ppm] = 6.75 (s, 2H, HA"), 6.72 (s, 2H, HA"), 2.33 (s, 6H,
C6CHs, C6'CH3), 1.97 (s, 6H, C4CH3, C4'CH3).

Die analytischen Daten stimmen mit Literaturdaten (berein.[423]

11.3.2.1.2 rac-3,3'-Diallyl-4,4',6,6'-tetramethyl-[1,1'-biphenyl]-2,2"'-diol
(rac-21b)

Die Darstellung erfolgt nach AAV20 ausgehend von 2-Allyl-3,5-Dimethylphenol (20b)
(32.5 mg, 0.20 mmol, 1.00 Aq.). rac-3,3'-Diallyl-4,4",6,6'-tetramethyl-[1,1'-biphenyl]-

2,2'-diol (rac-21b) wird als farbloser Feststoff erhalten.

1H-NMR (400 MHz, CDCl3): & [ppm] = 6.81 (s, 2H, HA"), 6.05-5.96 (m, 2H, 2x
CH2CH=CH2), 5.12-5.03 (m, 4H, 2x CH2CH=CH2), 3.51-3.48 (m, 4H, 2x CH2CH=CH2),
2.36 (s, 6H, C6CH3, C6'CHs), 2.10 (s, 6H, C4CHs, C4'CHs).

Die analytischen Daten stimmen mit Literaturdaten iberein.[42]
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11.3.2.1.3 rac-4,4',6,6'-Tetramethyl-3,3'-dipropyl-[1,1'-biphenyl]-2,2'-diol
(rac-21c)

I OH
l OH

Die Darstellung erfolgt nach AAV20 ausgehend von 3,5-Dimethyl-2-propylphenol (20c)
(32.9 mg, 0.20 mmol, 1.00 Aq.). rac-4,4',6,6'-Tetramethyl-3,3'-dipropyl-[1,1'-biphenyl]-

2,2'-diol (rac-21c) wird als farbloser Feststoff erhalten.

1H-NMR (400 MHz, CDCls): & [ppm] = 6.76 (s, 2H, HA), 2.69-2.65 (m, 4H, 2x
CH2CH2CHs), 2.35 (s, 6H, C6CHs, C6'CHs), 1.96 (s, 6H, C4CHs, C4'CH3), 1.74-1.67 (m,
4H, 2x CH2CH2CH3), 1.06-1.01 (m, 6H, 2x CH2CH2CH3).

Die analytischen Daten stimmen mit Literaturdaten lUberein.[421]

11.3.2.1.4 rac-3,3',4,4',6,6'-Hexamethyl-[1,1'-biphenyl]-2,2'-diol (rac-21e)

OH
OH

Die Darstellung erfolgt nach AAV20 ausgehend von 2,3,5-Trimethylphenol (20e) (27.2 mg,
0.20 mmol, 1.00 Aq.). rac-3,3',4,4',6,6'-Hexamethyl-[1,1'-biphenyl]-2,2'-diol (rac-21e)

wird als gelblicher Feststoff erhalten.

1H-NMR (400 MHz, CDCl3): 0 [ppm] = 6.74 (s, 2H, HA"), 4.75 (s, 2H, 2x OH), 2.29 (s, 6H,
C6CH3, C6'CHs), 2.17 (s, 6H, C4CHs, C4'CHs), 1.92 (s, 6H, C3CHs, C3'CHs).

Die analytischen Daten stimmen mit Literaturdaten Uberein.[42]

11.3.2.2 Oxidative Kupplung von 3,5-Dimethylphenol (20a)

3,5-Dimethylphenol (20a) (24.4 mg, 0.20 mmol, 1.00 Ag. bzw. 12.2 mg, 0.10 mmol,
1.00 Ag.) wird mit (Ra,S,S)-A (7.32 mg, 0.01 mmol, 5 mol%) bzw. (Ra,S,S)-H (8.9 mg,
0.01 mmol, 5 mol%) oder (S)-D (4.29 mg, 0.01 mmol, 10 mol%) in Toluol (0.5 mL)
vorgelegt und bei 70 °C bzw. 50°C fir 44-48 h gerthrt. Nach Abkihlen auf
Raumtemperatur wird die Losung Uber eine mit Silicagel gefiillte Pasteurpipette filtriert und
mit dem 10-fachen Reaktionsvolumen einer Mischung n-Hexan:Ethylacetat (1:1) gespdlt.

Das Losungsmittel wird unter vermindertem Druck entfernt und die Probe
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NMR-spektroskopisch mit 1,3,5-Trimethoxybenzol als internen Standard untersucht. Der
Enantiomerentberschuss wird nach Aufreinigung (ber eine prdparative DC
(n-Hexan:Ethylacetat 4:1) per HPLC (Chiralpak® IA, n-Hexan: 2-Propanol 4:1, 1 mL min-

1, tr1=9.3 min, tr2=21.9 min) bestimmt. Die Ergebnisse sind in Tabelle 11.5 dargestellt.

Tabelle 11.5. Kupplung von 3,5-Dimethylphenol (20a)

Umsatz NMR-

Eintrag V Kat. T[°C] t][h] [%]° Ausbeute ee [%]P
o [%]?

1 (Ra,S,S)-A 70 44 63 24 26 (S)

2 (Rs,S,S)-H 70 48 76 30 20 (S)

3 (Rs,S,S)-H 50 48 34 22 31 (S)

4¢ (S)-D 70 48 37 59 20 (S)

apestimmt per 'H-NMR-Spektroskopie mit 1,3,5-Trimethoxybenzol als internen
Standard; Pper HPLC bestimmt: Chiralpak® IA, n-Hexan:2-Propanol (4:1), 1 mL min"
1, 25°C, 280 nm, tri: 9.3 min, tr2:21.9 min. Die absolute Konfiguration wurde in
Analogie zu der per Kristallographie bestimmten Konfiguration von
(5)-[1,1%:2",1":2", 1" -Quaterphenyl]-3',4",5',6"-tetraol per HPLC  bestimmt;
cSubstratkonzentration:0.2 M, V-Kat.: 10 mol%

11.3.2.3 Oxidative Kupplung von 2-Allyl-3,5-dimethylphenol (20b)

2-Allyl-3,5-dimethylphenol (20b) (32.4 mg, 0.20 mmol, 1.00 Ag.) wird mit (Ra,S,S)-A
(7.32 mg, 0.01 mmol, 5 mol%) in Toluol (0.5 mL) vorgelegt und bei 70 °C flr 18-44 h
unter Luft- bzw. Sauerstoffatmosphare gertihrt. Nach Abkihlen auf Raumtemperatur wird
die Ldésung Uber eine mit Silicagel geflillte Pasteurpipette filtriert und mit dem 10-fachen
Reaktionsvolumen einer Mischung n-Hexan:Ethylacetat (1:1) gespult. Das Lésungsmittel
wird unter vermindertem Druck entfernt und die Probe NMR-spektroskopisch mit
1,3,5-Trimethoxybenzol als internen Standard untersucht. Der Enantiomerenliberschuss
wird nach Aufreinigung Uber eine praparative DC (n-Hexan:Ethylacetat 4:1) per HPLC
(Chiralpak® AD-3, n-Hexan:2-Propanol 98:2, 0.3 mL min!, tri=10.7 min, tr =12.0 min)

bestimmt. Die Ergebnisse sind in Tabelle 11.6 dargestellt.

Tabelle 11.6. Kupplung von 2-Allyl-3,5-dimethylphenol (20b)

Luft/O2 NMR-Ausbeute

Eintrag [1 atm.] t[h] Umsatz [%]2 [%]° ee [%]P
1 Luft 44 59 6 38
2 02 18 23 10 21

abestimmt per !'H-NMR-Spektroskopie mit 1,3,5-Trimethoxybenzol als internen
Standard; bper HPLC bestimmt: Chiralpak® AD-3, n-Hexan:2-Propanol (98:2), 0.3 mL
mint, 25 °C, 280 nm, tri: 10.7 min, tr2:12.0 min.
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11.3.2.4 Oxidative Kupplung von 3,5-Dimethyl-2-propylphenol (20c)

3,5-Dimethyl-2-propylphenol (20¢) (32.9 mg, 0.20 mmol, 1.00 Aqg.) wird mit (Ra,S,S)-A
(7.32 mg, 0.01 mmol, 5 mol%) in Toluol (0.5 mL) vorgelegt und bei 50 bzw. 70 °C fur
44-48 h gerihrt. Nach Abkihlen auf Raumtemperatur wird die Lésung Uber eine mit
Silicagel geflillte Pasteurpipette filtriert und mit dem 10-fachen Reaktionsvolumen einer
Mischung n-Hexan:Ethylacetat (1:1) gesplilt. Das Lésungsmittel wird unter vermindertem
Druck entfernt und die Probe NMR-spektroskopisch mit 1,3,5-Trimethoxybenzol als
internen Standard untersucht. Der Enantiomereniberschuss wird nach Aufreinigung Gber
eine praparative DC (n-Hexan:Ethylacetat 4:1) per HPLC (Chiralpak® IG-3, n-Hexan:2-
Propanol 98:2, 0.3 mL min!, tri=12.2 min, tr2=13.3 min) bestimmt. Die Ergebnisse sind
in Tabelle 11.7 dargestelit.

Tabelle 11.7. Kupplung von 3,5-Dimethyl-2-propylphenol (20c)

NMR-Ausbeute

Eintrag T [°C] t[h] Umsatz[%]° (%] ee [%]P
) a
1 70 44 53 12 27
2 55 48 23 4 29

abestimmt per H-NMR-Spektroskopie mit 1,3,5-Trimethoxybenzol als internen
Standard; Pper HPLC bestimmt: Chiralpak® IG-3, n-Hexan:2-Propanol (98:2),
0.3 mL mint, 25 °C, 280 nm, tr;: 12.2 min, trz:13.3 min.

11.3.2.5 Oxidative Kupplung von 2,5-Dimethylphenol (20d)

2,5-Dimethylphenol (20d) (24.4 mg, 0.20 mmol, 1.00 Aq.) wird mit (Rs,S,S)-A (7.32 mg,
0.01 mmol, 5 mol%) in Toluol (0.5 mL) vorgelegt und unter Luftatmosphéare fir 45 h bei
70 °C gerthrt. Nach AbklUhlen auf Raumtemperatur wird die L6sung Uber eine mit Silicagel
geflllte Pasteurpipette filtriert und mit dem 10-fachen Reaktionsvolumen einer Mischung
n-Hexan:Ethylacetat (1:1) gespult. Das Lésungsmittel wird unter vermindertem Druck
entfernt und die Probe NMR-spektroskopisch mit 1,3,5-Trimethoxybenzol als internen
Standard untersucht. Es wird ein komplexes Produktgemisch erhalten, das bezliglich der

Bildung von 21d nicht auswertbar ist.
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11.3.2.6 Oxidative Kupplung von 2,3,5-Trimethylphenol (20e)

2,3,5-Trimethylphenol (20e) (27.2 mg, 0.20 mmol, 1.00 Ag.) wird mit (Ra,S,S)-A
(7.32 mg, 0.01 mmol, 5 mol%) bzw. (Ra,S,S)-H (8.9 mg, 0.01 mmol, 5 mol%; 17.8 mg,
0.02 mmol, 10 mol%) oder (S)-D (8.58 mg, 0.02 mmol, 10 mol%; 17.16 mg, 0.04 mmol,
20 mol%) in Toluol (0.4 mL bzw. 0.5 mL) vorgelegt und bei Raumtemperatur, 50 °C oder
70 °C fir 43-48 h bei Luft- bzw. Sauerstoffatmosphare sowie gegebenenfalls in Gegenwart
von Essigsdure (72 pL, 1.25 mmol, 6.3 Aq.) geriihrt. Nach Abkiihlen auf Raumtemperatur
wird die Lésung Uber eine mit Silicagel geflllte Pasteurpipette filtriert und mit dem
10-fachen Reaktionsvolumen einer Mischung n-Hexan:Ethylacetat (1:1) gespult. Das
Losungsmittel wird unter vermindertem Druck entfernt und die Probe NMR-spektroskopisch
mit 1,3,5-Trimethoxybenzol als internen Standard untersucht. Der
Enantiomerenliberschuss wird nach Aufreinigung (Uber eine praparative DC
(n-Hexan:Ethylacetat 4:1) per HPLC (Chiralpak® AD-3, n-Hexan: 2-Propanol 98:2, 0.3 mL
min?, tri=11.4 min, tr2=12.9 min) bestimmt. Die Ergebnisse sind in Tabelle 11.8

dargestelit.

Tabelle 11.8. Kupplung von 2,3,5-Trimethylphenol (20e)

Additiv T t Umsatz NMR- ee

Eintrag V Kat. [AC|/1 atm.] [°C] [h] [%]? Ausbeute [O/o]b

[%1e
(Rs,S,5)-A Luft 70 45 76 66 0
(R2,S,S)-H Luft 70 43 72 23 8 (S)
(Rs,S,S)-H Luft 50 48 20 20 20 (S)

4 (Rs,S,S)-H o RT 48 42 17 49 (S)

5¢ (Ra,S,S)-H 02(166(3:?H RT 48 48 11 52 (S)

6¢ (S)-D 02(' GAE?H RT 48 35 21 74 (S)

apestimmt per 'H-NMR-Spektroskopie mit 1,3,5-Trimethoxybenzol als internen Standard;’per
HPLC bestimmt: Chiralpak® AD-3, n-Hexan:2-Propanol (98:2), 0.3 mL min!, 25 °C, 280 nm,
tri: 11.4 min, tr2:12.9 min. Die absolute Konfiguration wurde in Analogie zu der per
Kristallographie = bestimmten Konfiguration von (S)-[1,1%:2%,1%:2",1"-Quaterphenyl]-
3',4",5',6"-tetraol per HPLC bestimmt; <V-Kat. 10 mol%; 9Substratkonzentration:0.5 M, V-Kat.
20 mol%
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12.  ANHANG - GEN-, PROTEINSEQUENZEN UND

PLASMIDKARTEN

12.1 Iminreduktasen

Im Folgenden sind die codonoptimierten DNA und Proteinsequenzen der verwendeten
Iminreduktasen, die Gber einen N- oder C-terminalen Hiss-Tag verfligen und in den Vektor

pET-22b(+) kloniert sind, angegeben.
IREDO1: IRED aus Streptomyces sp. Mgl (N-terminaler Hise-Tag) 975 bp!t24]

ATGCACCATCACCATCATCACAATGCCCCGCAAAACCCGACGACGAGCCAAAACTCCGCCGTTAC
CGTTATCGGTCTGGGTCCGATGGGCCAAGCAATGACCCGTGCCCTGCTGGATAGTGGTCATCCG
GTCACCGTGTGGAACCGTACGGCAGGTCGTGCAGCCGGCGTGGTTGCAGACGGTGCTACCCTG
GCACCGACGCCGGCAGGTGCTGTGGAAGCAAGCGATCTGGTTATTCTGTCTCTGACCGACTATC
GTGCGATGTACGAAGTGCTGGGCGGTGCTACCGGTTCTCTGGCAGGTCGTACGCTGGTTAATCT
GAGCTCTGATACCCCGGACCGTACGCGTGAAGCAGCTCGTTGGGCAGCAGGTCACGGCGCAGC
TTTTCTGACCGGCGGTGTTATGGTCCCGGCACCGATGGTCGGTACCGAAGCAGCCCATGTGTATT
ACAGTGGCGGTGGCGAAGCAGCTCGTTCCCACCTGGCAACCCTGGCACCGCTGGGTACGCCGC
GCTATCTGGGTGAAGATCCGGGCCTGGCGCAGCTGATGTACCAGGCTCAACTGGCGGTGTTCCT
GACCACGCTGTCAGCCCTGATGCATGCAACCGCAATGCTGGGTACGGCAGGTCTGAAAGCCGGT
GAAGCACTGCCGGAACTGCTGAGTTCCGCAGATGCTATTGGCGCCATCCTGCGTGCAGGTGAAG
AACATCCGGGTGCAGCACTGGATGCAGGTGAACACCCGGGTGACCTGTCGACCGTTACGATGAT
GGGTGCGACCGCCGATCACATCGTCGAAACCTCAACGTCGCTGGGTCTGGACCTGGCACTGCCG
CTGGCTGTTCGTGCGCATTATCGTCGCGCCATTGAAGATGGTCACGGTGGCGACAACTGGACCC
GCATTATCGATGGCATCCGTGGCCCGCGTCGTGCAGACCCGGCGTCCGCAGACCGTGTTATCGC
AGCCCCGGCAGGCTAA

324 Aminosauren

MHHHHHHNAPQNPTTSQNSAVTVIGLGPMGQAMTRALLDSGHPVTVWNRTAGRAAGVVADGATL

APTPAGAVEASDLVILSLTDYRAMYEVLGGATGSLAGRTLVNLSSDTPDRTREAARWAAGHGAAFLT
GGVMVPAPMVGTEAAHVYYSGGGEAARSHLATLAPLGTPRYLGEDPGLAQLMYQAQLAVFLTTLSAL
MHATAMLGTAGLKAGEALPELLSSADAIGAILRAGEEHPGAALDAGEHPGDLSTVTMMGATADHIVE
TSTSLGLDLALPLAVRAHYRRAIEDGHGGDNWTRIIDGIRGPRRADPASADRVIAAPAG

IREDO2: IRED aus Streptomyces fulvissimus DSM 40593 (N-terminaler Hise-Tag)
954 bplt24]

ATGCACCATCACCATCATCACAGTAGTGCTCGTCAACAACAACAGTCCGTCACCGTCATTGGTCT
GGGTCCGATGGGTCGCGCAATGGTCGCCGCTCTGCTGGATCGCCAGTATGCAGTTACCGTCTGG
AACCGTACGCCGTCACGTGCAGGTGATCTGGTGGCACGTGGTGCTGTTCTGGCACCGAGTCCGG
CTGAAGCAGTGGCAGCCAATGAAGCGGTGGTTATTTCCCTGACCGATTATGCAGCTGTCTACGAC
GTGCTGGAAGCAGCAGCACCGGCTCTGCAGGATCGTGCACTGCTGAACCTGACCAGCGCAACGC
CGGAAGAAGCCCGTGCAGGTGCTCGTTGGGCTGCAGGTCGTGGTGCAGTCCAACTGACCGGCG
GTGTGAATTCACCGCCGTCGGGCATTGGTAAACCGGATAGCTCTACGTTTTATTCTGGCCCGCGT
GAAGTGTTCGACCGTCATCGTCCGCTGCTGGAAGCACTGACCGGTCGTGCAGATCATCGTGGTG
AAGACCCGGGTCACGCAGCACTGCTGTATCAGATCGGCGTTGGCATGTTTTGGACCAGCATGCT
GTCTTACTGGCAAGCGATTGCACTGGCACGTGCTAACGGTCTGACGGCTGCGGATATCCTGCCG
CACGCTGATGACACCGCGAATTCACTGACGCAATTTTTCGCGTTCTACACCGATCGTATCGACGC
CGTTGAACATACGGGCGATGTCGACCGCCTGGCCATGGGTATGGCATCGGTTGAACACGTCCTG
CGCACCAACGCGGATGCCGGTGTTGACACGGCACTGCCGGCAGCAGTCGTGGACCTGTTTCGTC
GCGGCATGGAAGCCGGTCATGCAACCGACAGTTTCTCCGCGCTGGTTGAAGTGATGGGCAAACC
GACCGATCCGGGCACCGATGGCCGTGTTGGTCAAGCGGGTCCGTTCCTGCGTTAA
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317 Aminosauren

MHHHHHHSSARQQQQSVTVIGLGPMGRAMVAALLDRQYAVTVWNRTPSRAGDLVARGAVLAPSP
AEAVAANEAVVISLTDYAAVYDVLEAAAPALQDRALLNLTSATPEEARAGARWAAGRGAVQLTGGVN
SPPSGIGKPDSSTFYSGPREVFDRHRPLLEALTGRADHRGEDPGHAALLYQIGVGMFWTSMLSYWQ
AIALARANGLTAADILPHADDTANSLTQFFAFYTDRIDAVEHTGDVDRLAMGMASVEHVLRTNADAG
VDTALPAAVVDLFRRGMEAGHATDSFSALVEVMGKPTDPGTDGRVGQAGPFLR

IREDO3: IRED aus Bacillales (N-terminaler Hiss-Tag) 945 bptt24]

ATGCACCATCACCATCATCACAAATCTGACCACATCGAAAACATCAACAAATCGGCAAGCCACGG
CACGGAAAAAGTCGGCAGTCGTCTGTCGGTTACGGTTATCGGCCTGGGCCCGATGGGTAAAGCT
ATTGTGGGCGCGTTTCTGGATAAAGGTTATGAAGTCACCGTGTGGAACCGTACGCTGTCGAAAG
CCGATGACCTGATGGCAAAAGGCGCTATGAAAGCGTCAACCGTCTCGGAAGCAATTACGTCAAAT
GATCTGATCGTGCTGTCGCTGACCGACTATCGCGCCATGTACGCAATTTTCGAACCGATCTCCGA
ACAGCTGACCGGTAAAGTTATCGTCAACCTGAGCTCTGATACGCCGGAAAAAGTTCGTGAAGCCT
CCGAATGGCTGGCCGAACGCAACGCAGTTCAACTGACCGGCGGTGTCCTGGCATCACCGCCGG
GCATTGGTAATAAAGAAAGTGTTACCCTGTATTCCGGCCCGCGTAAAACGTTTGATGACCATCAG
AATATCCTGGAAGTCCTGACCAGTACGTCCTACAAAGGCGAAGATCCGGGTCTGGCTATGCTGTA
TTACCAGCTGCAAATTGACGTGTTCTGGACCGCGATGCTGAGCAACCTGCACGCAGTGGCTGTTG
CGCGTGCCAATGGTATTACCGCTGAACAGCTGCTGGCGTATGTTAGCGATATCCTGTCTACGATG
CCGAAACTGCTGGAATTTTACGCCCCGCGCATTGATGCAGGCACCCATAGCGGTGACGTGGAAA
AACTGGCTATGGGCCTGGCGAGCGTTGAACACGTGGTTCAAACGTCTAACGAAGCCGGTATCGA
TGCAAGTCTGCCGGCAGCAGTCCTGGACGTGTTCAAACGCGGCGTTGCTCGTGGTCATGCGGGT
GATTCTTTTACCTCGCTGATTGATATGTTCCAGAAACACTAA

314 Aminosauren

MHHHHHHKSDHIENINKSASHGTEKVGSRLSVTVIGLGPMGKAIVGAFLDKGYEVTVWNRTLSKAD
DLMAKGAMKASTVSEAITSNDLIVLSLTDYRAMYAIFEPISEQLTGKVIVNLSSDTPEKVREASEWLA
ERNAVQLTGGVLASPPGIGNKESVTLYSGPRKTFDDHQNILEVLTSTSYKGEDPGLAMLYYQLQIDVF
WTAMLSNLHAVAVARANGITAEQLLAYVSDILSTMPKLLEFYAPRIDAGTHSGDVEKLAMGLASVEH
VVQTSNEAGIDASLPAAVLDVFKRGVARGHAGDSFTSLIDMFQKH

IREDO4: IRED aus Kribella flavida DSM 17836 (N-terminaler Hiss-Tag) 909 bplt24]

ATGCACCATCACCATCATCACCCGCCGACGGATCGTACGCCGGTCACGCTGATTGGCCTGGGTC
CGATGGGTCAAGCTATGACGCGCGCCCTGCTGGCTGCGGGTCATCCGGTTACCGTCTGGAACCG
TACGCCGGCACGTGCAGCCGGCGTGGTTGCAGATGGTGCAGTTCTGGCAGCTAGCCCGGTGGA
AGCTGTTGAAGCGGGCGATCTGGTTATTCTGTCTCTGACCGACTATCAGGCCATGTACGATGTCC
TGGAACCGGCAACCGGCAGCCTGGCAGGTCGTACGGTCGTGAATCTGAGCTCTGACACCCCGGA
TCGTACGCGTGCAGCAGCAGATTGGGCTACCGAACATGGCGCGACCTTTCTGACGGGCGGTGTC
ATGATTCCGGCTCCGATGGTGGGCACCGAAGAAGCGTATGTGTATTACTCCGGTCCGGCGGAAG
TCTTCGAAAAACACCGTACCACGCTGACCGTGATCGGTGCACCGCGTTATCTGGGTGAAGATACG
GGTCTGGCCCAACTGATGTACCAGGCACAACTGGACGTGTTTCTGACCACGCTGAGTTCCCTGAT
GCATGCAACCGCACTGCTGGGTACGGCCGGTGTGTCAGCTGCAGAATCGATGCCGGAACTGATT
GGCATGCTGCGTACCGTTCCGGCTATGCTGGAAGCGGGCGGTGAAAACCCGGGTGCCGATATTG
ACGCAGATAAACATCCGGGCGACCTGAGTACCATCACGATGATGGGTGCTACCGCGGATCACAT
TGTCGGCGCTTCAGAAACGGCGGGTATCGACCTGGCACTGCCGCGTGCAGTGCAGGCACACTAC
CGTCGCGCAATCGAAAACGGCCACGGTGGTGACAACTGGACCCGCATTATTGACGGTATTCGCT
CCCCGCGTTAA

302 Aminosauren

MHHHHHHPPTDRTPVTLIGLGPMGQAMTRALLAAGHPVTVWNRTPARAAGVVADGAVLAASPVEA
VEAGDLVILSLTDYQAMYDVLEPATGSLAGRTVVNLSSDTPDRTRAAADWATEHGATFLTGGVMIPA
PMVGTEEAYVYYSGPAEVFEKHRTTLTVIGAPRYLGEDTGLAQLMYQAQLDVFLTTLSSLMHATALLG
TAGVSAAESMPELIGMLRTVPAMLEAGGENPGADIDADKHPGDLSTITMMGATADHIVGASETAGI
DLALPRAVQAHYRRAIENGHGGDNWTRIIDGIRSPR
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IREDO5S: IRED aus Cupriavidus sp. HPC(L) (N-terminaler Hiss-Tag) 909 bpl124]

ATGCACCATCACCATCATCACAAAACCGTCGCAGTCATCGGCCTGGGTCAAATGGGCACCACGCT
GGCTCGTCTGTTCATCGAAGCGGGTATGCAAGTCCGTGTCTGGAACCGTACCCGCTCAAAAGCT
GAACCGCTGGCATCCCGTGGTGCAATTGTCGCAGCAACGGCAGCTGCAGCAATGGCAGATGCTG
AAGCGGTGGTTATTTGCGTTCATGACTATCGCGCGACCCACGATATCCTGTCAGACGTTGCAGTC
AAATCGGCTCTGAAAGGTAAACTGCTGCTGCAGCTGACCACGGGCAGCCCGCAAGATGCACGTG
ACATGGCAGAACTGGCAGCTCGTATCGGTGCAGGTTATCTGGATGGTGCACTGCAGGTGGCTCC
GGAACAGATGGGCCAACCGGATACCACGGTGCTGGTTAGCGGCTCTGGTGAAGACCATGCCCTG
GCACGTGAACTGCTGGCAGTGCTGGGCGGTAACGTCGTGTACCTGGGTGAAGATGTTGCAGCAG
CAGCTACCATGGACCTGGCAACGCTGAGCTATGTGTACGGCGCCTCTATGGGCTTTTTCCAGGGT
GCAGCACTGGCTCAAGCAGAAGGTCTGGATGTCGGCGTGTATGGCGGTATTGTTGAAGCAATGA
GTCCGTCCTTTGGCGCGTTCCTGCGTCACGAGGGTAACGTTATCGATAATGGCGACTACGCGGT
CTCACAGTCGCCGCTGAGCATTTCTATCGATGCCACCGGTCGCATTGAACAGGCAATGCGTCAAA
AAGGCCTGCGCAGTGAACTGCCGTCCCTGATCGCACGTCTGCTGCGTGATGCAGAAGAAGCAGG
CTACGGTAATGAAGAATTTGCTGCTGTGGCGAAAATCCTGCGTGGTGCTGCGGAACCGGCCCCG
GTGCGTTAA

302 Aminosaduren

MHHHHHHKTVAVIGLGQMGTTLARLFIEAGMQVRVWNRTRSKAEPLASRGAIVAATAAAAMADAE
AVVICVHDYRATHDILSDVAVKSALKGKLLLQLTTGSPQDARDMAELAARIGAGYLDGALQVAPEQM
GQPDTTVLVSGSGEDHALARELLAVLGGNVVYLGEDVAAAATMDLATLSYVYGASMGFFQGAALAQ
AEGLDVGVYGGIVEAMSPSFGAFLRHEGNVIDNGDYAVSQSPLSISIDATGRIEQAMRQKGLRSELP
SLIARLLRDAEEAGYGNEEFAAVAKILRGAAEPAPVR

IREDO6: IRED aus Saccharomonospora xinjiangensis XJ-54 (N-terminaler Hise-Tag)
918 bplt24]

ATGCACCATCACCATCATCACACCACGACGGCTACGGGTACGACGGGTTCCCTGGCGGCTGATC
CGGTCACGGTTCTGGGTCTGGGCGACATGGGCTCGGCAATCGCTCGTGCTTTTGTTGAACGTGG
CCATCGCACCACGGTCTGGAACCGTACCGCCTCAAAATGCCGTCCGCTGGTTGAAGCTGGTGCA
TCGGCAGCAGCAACGCCGGATGAAGCTGTGGAAGCGAGTCGCTTCGTGGTTGTCTGTCTGCTGG
ATAGCGCTGCGGTGGACGAAGTTCTGGGCTCTGTTACCAGCTCTCTGGCCGGTAAAGTCCTGGT
GAACCTGACGAGTGGCTCCCCGTCACAGGCACGTAGCAATGAACGCTGGGCCCGTGAACGCGG
TGCAGAATATCTGGATGGCAAAATTATGGGTGATCCGCCGGACGTGGGCACCAGCAATGTTTCG
CTGAGCTTTTCTGGTAGTCGTTCCGCCTTCGATGCACATGAACCGATCCTGCGCGAACTGGGCGG
TGTGGCTTATCACGGTGAAGACGCAGGTCTGGCAGCAGTCGAATTTCTGGCTCAAGTGGCGATG
GGCTACGAACTGCTGATTGGTTTCCTGCATACCCTGAGCGTGGTTCACGCCGAAGGCGTTGAAG
TCGAAGCCTTTGCAGAACGTGTTGCAGGTTCTGTCGCTGCGTATCCGCCGCTGCTGACGATGATG
GGCAAAGCCATTGGCAGTGGTGAATACGGCCCGGATCTGGGTTCCCTGCGTGTTCAGGCCGCAC
TGATGGATGACCTGATCTCACACCGCGAATCGCTGGGTGTCGAAGCGGTGCGTATGCGCGAAGT
GAAAGAACTGATGGACCAACGCATTGCGGACGGTCACGGCGGCCAAGGCTTCTCATCGCTGTTT
GAACTGCTGACGAAACGCTAA

305 Aminosauren

MHHHHHHTTTATGTTGSLAADPVTVLGLGDMGSAIARAFVERGHRTTVWNRTASKCRPLVEAGAS
AAATPDEAVEASRFVVVCLLDSAAVDEVLGSVTSSLAGKVLVNLTSGSPSQARSNERWARERGAEYL
DGKIMGDPPDVGTSNVSLSFSGSRSAFDAHEPILRELGGVAYHGEDAGLAAVEFLAQVAMGYELLIG
FLHTLSVVHAEGVEVEAFAERVAGSVAAYPPLLTMMGKAIGSGEYGPDLGSLRVQAALMDDLISHRE
SLGVEAVRMREVKELMDQRIADGHGGQGFSSLFELLTKR

IREDO7: IRED aus Frankia sp. QA3 (N-terminaler Hiss-Tag) 999 bpl124]

ATGCACCATCACCATCATCACACCGACCCGGCACCGCGTAATGACCGCCCGCGTGACGTTGACG
GCCCGCACCACGTTGTTGACGACCGCCCGCCGAATGGCTCCCGCGGTCGTGCACGTCAGCCGG
ATCGTGGTGAACCGGCACCGCTGGCTGTGCTGGGTCTGGGTGCAATGGGTACCGCACTGGCTC
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GTACGTGGCTGGCAGCAGGTCATCCGACCACGGTTTGGAACCGTACCCGTGCACGTGCAGAACC
GCTGGTCGCGGAAGGTGCAACCCTGGCAGACACGGCAGCTGAAGCAGTTGCAGCAACCCCGCT
GATTGTGGTTTGCCTGCTGGATGACGCAAGCGTGGGCGCAGCTCTGGCAGATGCTGAACTGGCC
GGTCGCGACCTGGTTAATCTGACCACGGGCTCCCCGGCACAAGCCCGTGCACGTGCGGCCTGG
GCGCACGAACGCGGTGCCCGTTATCTGGATGGCGGTATCATGGCAGTCCCGCCGATGGTGGGC
AGCTCTCCGACCCGCGGTTATGTCTTTTACAGTGGCTCCCGTGCACTGTTCGATGACCGTGGTCG
TACGCTGGCAGTTCCGCTGGACCCGCGTTACGTCGGTGCCGACCCGGGTCTGGCAGCTCTGCAT
GATGTTGCCCTGCTGAGTGCAATGACCGGCATGTTTGCGGGTATTTCACACGCTTTCGCACTGAT
CCGTGCAGCCGGTGTCCCGGCTCGTCCGTTTGCACCGCTGCTGGTTGAATGGCTGCGTGCCATG
GCAACCTCAGCTTCGGCGACGGCCGAACATCTGGATAGCGGCGACTATACCACGGGTGTGATGT
CTAACCTGGCGATGCAGGTTGCTGGTAATGCGACCCTGCTGCGTACGGCAGCTGAACTGGGCGT
GGATGCCGAACTGCTGACCCCGTACATGGCGGCCATGCAACGTCGCCTGGCTGATGGTCACGCC
GACGAAGGTGTCACGGGTGTTATCGACCAACTGCTGTCATAA

332 Aminosauren

MHHHHHHTDPAPRNDRPRDVDGPHHVVDDRPPNGSRGRARQPDRGEPAPLAVLGLGAMGTALAR
TWLAAGHPTTVWNRTRARAEPLVAEGATLADTAAEAVAATPLIVVCLLDDASVGAALADAELAGRDL
VNLTTGSPAQARARAAWAHERGARYLDGGIMAVPPMVGSSPTRGYVFYSGSRALFDDRGRTLAVPL
DPRYVGADPGLAALHDVALLSAMTGMFAGISHAFALIRAAGVPARPFAPLLVEWLRAMATSASATAE
HLDSGDYTTGVMSNLAMQVAGNATLLRTAAELGVDAELLTPYMAAMQRRLADGHADEGVTGVIDQL
LS

IREDOS8: IRED aus Mycobacterium smegmatis ATCC 700084 (N-terminaler Hiss-Tag)
897 bplt24]

ATGCACCATCACCATCATCACACGACGACGCCGACGGTTACGGTCCTGGGTCTGGGTCCGATGG
GTCAAGCCCTGTCTCGCGCCCTGCTGGATGCGGGTCACACGGTTACCGTGTGGAACCGTACGGA
AAGCAAAGCACAGGCTCTGCGTGATCGTGGTGCACTGAGTGCTCCGACCCCGGCAGCAGCAATT
GCTGCATCCGATCTGGCGCTGGTTAATGTGGTTGATCATGACGCGGTCGATGCCATTCTGACCGC
AGCAGGTGACGCACCGGCAGGTCGTACGGTTATCGGTCTGAGCTCTGATACCCCGGACCGTGCA
CGTCGCACGGCTAAACTGGTCGGTAACGTGGGCGGTCGTTATCTGGATGGCGCCATTATGACCC
CGATTGACACCATCGGCACGCGCGGTGCATCAATCCTGTTTGCGGGCCCGCAGGCCCTGTTCGA
TGAACATCGTGGTGTCCTGGACACCCTGGGCCAACTGACGTGGGTGGGTGAAGATCACGGTCGT
GCTGCAGCCTTTGATATGGCGCTGCTGGACCTGTTTTGGACCAGCGTGGGCGGCTTTGGTCACG
CACTGATGGTTGCACGTGCTAATGGCATTGAACCGTCAGAACTGATGCCGCATGCGCACGGCATT
GTGGGTATCCTGTCGCCGATCTTTACGGAAGTGGCCCAACGTGTTGAAGATGACCGCCATAGCG
ATGCGAGCGCCTCTGTTAGTTCCGTCGCGTCATCGGTTCGTCACCTGATCGCAGCTTCTCGCGAA
GCAGGCGTCGATGCTGGTCTGCTGGAAGCATTCCGCGGTTACGTCGACGCGACCGTGGCGGLC
GGCCATGGTGACGACGAAATCTCCCGTATTGCCAGCGAAATGACGACCCTGACCCGTGGTTAA

298 Aminosauren

MHHHHHHTTTPTVTVLGLGPMGQALSRALLDAGHTVTVWNRTESKAQALRDRGALSAPTPAAAIAA
SDLALVNVVDHDAVDAILTAAGDAPAGRTVIGLSSDTPDRARRTAKLVGNVGGRYLDGAIMTPIDTI
GTRGASILFAGPQALFDEHRGVLDTLGQLTWVGEDHGRAAAFDMALLDLFWTSVGGFGHALMVAR
ANGIEPSELMPHAHGIVGILSPIFTEVAQRVEDDRHSDASASVSSVASSVRHLIAASREAGVDAGLLE
AFRGYVDATVAAGHGDDEISRIASEMTTLTRG

IREDO9: IRED aus Verrucosispora maris AB-18-032 (DSM 45365) (N-terminaler Hise-Tag)
909 bpl124]

ATGCACCATCACCATCATCACGCGGCGGATTCGCGTGCTCCGGTCACCGTTATCGGCCTGGGCG
CAATGGGTTCGGCTCTGGCTCGTGCTTTCCTGGCAGCGGGTCACCCGACCACGGTTTGGAACCG
TTCACCGGATAAAGCTGATGACCTGGTTGGTCAGGGTGCAGTCCGTGCAGCAACCGTGGCAGAT
GCAATGTCGGCAGGCAATCTGATTGTCATCTGCGTGCTGGACTATCGTGCCATGCGCGAAATTAT
CGATAGCACCGGTCATTCTCCGGCGGACCGTGTGATTGTTAACCTGACCAGTGGTACGCCGGGT
GATGCTCGTGCAACCGCAGCTTGGGCACAGGAACAAGGCATGGAATACATTGACGGTGCCATCA
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TGGCAACCCCGAGTATGATTGGCTCCGAAGAAACGCTGATCTTTTATGGCGGTCCGCAAGAAGT
GTACGATGCCCATGCAGACACCCTGCGTAGCATTGCTGGCGCGGGCACGTATCTGGGCGAAGAA
CCGGGTCTGCCGTCTCTGTACGATGTCGCACTGCTGGGTCTGATGTGGACCACGTGGGCAGGTT
TCATGCACTCAGCGGCCCTGCTGGCCTCGGAAAAAGTGCCGGCAGCTGCGTTTCTGCCGTATGC
CCAGGCATGGTTCGAATACGTTATCTCTCCGGAAGTCCCGAACCTGGCTACCCAAGTTGATACGG
GCGCGTATCCGGATAATGACAGTACCCTGGGTATGCAGACGGTGGCCATTGAACATCTGGTTGA
AGCATCCCGTACCCAAGGTGTCGATCCGACGCTGCCGGAATTTCTGCACGCTCGCGCGGAACAG
GCGATCCGTCGCGGTCATGCGGGTGATGGCTTTGGTGCGGTGTTTGAAGTGCTGCGTGCTCCGG
CTGCCCAGTAA

302 Aminosduren

MHHHHHHAADSRAPVTVIGLGAMGSALARAFLAAGHPTTVWNRSPDKADDLVGQGAVRAATVAD
AMSAGNLIVICVLDYRAMREIIDSTGHSPADRVIVNLTSGTPGDARATAAWAQEQGMEYIDGAIMAT
PSMIGSEETLIFYGGPQEVYDAHADTLRSIAGAGTYLGEEPGLPSLYDVALLGLMWTTWAGFMHSAA
LLASEKVPAAAFLPYAQAWFEYVISPEVPNLATQVDTGAYPDNDSTLGMQTVAIEHLVEASRTQGVD
PTLPEFLHARAEQAIRRGHAGDGFGAVFEVLRAPAAQ

IRED10: IRED aus Streptomyces sp. CNB091 (N-terminaler Hiss-Tag) 1.014 bpl124]

ATGCACCATCACCATCATCACGCCCCGCACAATCAACACCAACACCAAACGCAACACCAAACCCC
GGTCACGGTTATCGGCCTGGGCGCAATGGGCTCGGCACTGGCTGCGGCCTTTATTGCAGCTGGC
CATCCGACCACGGTGTGGAACCGTACCGCATCACGTGCAGCACCGCTGGTTGCCCGTGGTGCAG
CTCACCCGGAAACGGTTGCTGAAGCAGTCGCAGCATCGCCGCTGGTTATCACCTGCCTGACCAC
GTATGAAGATACGGTCGAAGCACTGGAACCGGCAGCTGCAGCACTGAAAGGTCGTGACCTGGTT
ACCCTGAACAGTGGCTCCCCGGCAGGTGCACGTCGCGCAGCTGAATGGGCTCGTGGTCATGGTG
CACGTTACCTGGGCGGTGCAATTAAAAATGTGCCGCCGGCTGTTGGCGCGGAAGATACCCTGCT
GTATTACAGTGGTGATGCCACCGTTTTTACGGACCACGAACCGGTGCTGCGTGTTCTGGGCGGT
GATACCGTGTATCTGGGTGCCGATCCGGACCTGGCAGCACTGTACGAAATGGCAGTCGGCGGTA
CCCTGCTGCCGGCCCTGGTGGGCTTTTTCCAGGGTGCAGCTGCACTGCGTGCACGCGGTCTGGA
AGCCGCAAGCATGGTGCGTTTCTCTGAACAGTGGCTGCAAATGATTGCCTCTGTCCTGCCGGTGC
TGGCACGCGAAATCGATTCAGGCGACTATTCGGAACCGCTGAGCTCTGTGAATGTTTTTGTCGCC
GGTGCTGCGCATGATGCAGAACTGGGCAAAGAAGCTGGTCTGGACGTCGAATGGCATAAACCGT
TCCACGAACTGCTGGAACGCGCCGTGAAAGCAGGCTACGGTACCCAAAGTATTGCCGCACTGAC
GGAAATCCTGATGGAACCGCGTCGCGATGCGCTGACCCCGCCGACGTCCCCGAGTGGCACCAG
CCCGCGTCGTGCGTCATCACCGGCCCGCCCGCGTTCAGGCACCCCGTCGTAA

331 Aminosauren

MHHHHHHAPHNQHQHQTQHQTPVTVIGLGAMGSALAAAFIAAGHPTTVWNRTASRAAPLVARGAA
HPETVAEAVAASPLVITCLTTYEDTVEALEPAAAALKGRDLVTLNSGSPAGARRAAEWARGHGARYL
GGAIKNVPPAVGAEDTLLYYSGDATVFTDHEPVLRVLGGDTVYLGADPDLAALYEMAVGGTLLPALV
GFFQGAAALRARGLEAASMVRFSEQWLQMIASVLPVLAREIDSGDYSEPLSSVNVFVAGAAHDAEL
GKEAGLDVEWHKPFHELLERAVKAGYGTQSIAALTEILMEPRRDALTPPTSPSGTSPRRASSPARPRS
GTPS

IRED11: IRED aus Saccharopolyspora erythraea NRRL 2338 (N-terminaler Hise-Tag)
921 bplt24]

ATGCACCATCACCATCATCACCACAACGGTTTCGCTGCCCCGGTTACGGTCGTGGGCCTGGGTCC
GATGGGTTACGCACTGGCTGAAGCATTCCTGGCGGCGGGTCACCCGACCACGGTGTGGAACCGT
AGTGCTCATAAAGCCGATCCGCTGGTTGCGGAAGGTGCAGTGCGTGCAGCAACCGCAGCTGAAG
CACTGGCGGCCTCAGATCTGGCAGTGGTTTGCGTTGCTGACTATGCAGCTATGCATGCAGCACT
GGACCACTGCGGTACCGCACTGAGCGGTAAAGTTCTGGTCAACCTGTGTTCGGGTACGCCGCAG
GAAGCTCGTGAAGCACTGACCTGGGCAACGGCACATGGTGCAGGTTATCTGGATGGCGCCATTA
TGGTGCCGGTTGAAGTCATCGGTACCCCGAGCTCTGTCGTGTTTTACAGCGGCGCACGTGAACC
GTTCGATGCACACCGTAATACGCTGGACGCACTGGGCGGTGTCCCGCGTTACCTGGGCGGTGAT
GCCGGTCTGGCAGTGCTGCATAACACCGCACTGCTGGGTCTGATGTGGGCAACGGTGAATGGTT
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TTCTGCACGCAGCTGCGCTGGTTGAAAGCGGCGGTGTGGGCGTTGCTGATTTTGCGGAAACCGC
CGTTGACTGGTTCCTGCCGTCTGTCACGGGTGAAATTCTGCGTGCGGAAGCCGCACGTATCGAT

CGCGAAGAATTCCCGGGTGACGGCGGTACCCTGGCAATGTGTCTGACGGCCATTGAACACATCG
TTCGTACCAGCCGCGATGCCGGTATTAGTGACGAAGTGCCGTCCCAACTGAAAGCACTGGGTGA

TCGTGCTGTTGCTGCAGGTTATGGTGATGAAAACTACATGAGCCTGATTAAAGTGCTGCGTGTTC
CGTCCGCTGCTACCCACCGTTAA

306 Aminosduren

MHHHHHHHNGFAAPVTVVGLGPMGYALAEAFLAAGHPTTVWNRSAHKADPLVAEGAVRAATAAEA
LAASDLAVVCVADYAAMHAALDHCGTALSGKVLVNLCSGTPQEAREALTWATAHGAGYLDGAIMVP
VEVIGTPSSVVFYSGAREPFDAHRNTLDALGGVPRYLGGDAGLAVLHNTALLGLMWATVNGFLHAAA
LVESGGVGVADFAETAVDWFLPSVTGEILRAEAARIDREEFPGDGGTLAMCLTAIEHIVRTSRDAGIS
DEVPSQLKALGDRAVAAGYGDENYMSLIKVLRVPSAATHR

IRED12: IRED aus Nocardia cyriacigeorgica GUH-2 (N-terminaler Hiss-Tag) 888 bpl124]

ATGCACCATCACCATCATCACACGAACAACGCAACGCCGGTCTCAATCCTGGGCCTGGGTCTGAT
GGGTCAAGCTCTGGCACGCGCCTTCCTGAAAGCCGGTCATCCGACCACGGTCTGGAACCGTACC
CCGGGCAAAGCGGATCAGCTGATGGCGGAAGGTGCCCAAGTTGCACCGACCGCGGCCGAAGCT
ATTGATGCGAGCTCTCTGACGGTGATCTGCGTTAGTGACTATCCGGCGATGTACGAACTGCTGGA
TGCTTCCGACCTGGCAGGTACCACGCTGCTGAATCTGACCAGTGGTGATTCCGCACAGGCTCGT
CAAGCAGCTCGTTGGGCAGAACAGCGTGGTGCACATTATCTGGACGGTGCCATTATGGCAATCC
CGCAAGCAATCGGCACCGATGACGCGGTGATTCTGATCAGCGGTGCACAGGCAGATGCAGACGC
TCATCGTCCGACGCTGGAAGCACTGGGTACCCTGACGTATCTGGGCGCAGATCACGGTCTGGCT
AGCCTGTACGACGTTGCTGGTCTGGCGATGATGTGGTCTGTCCTGAACGCATGGCTGCAGGGTA
CCGCACTGCTGCGTACGGCCGGTGTGGATGCAGCAACCTTTGCACCGTTCGCACAGCAAATGGC
AGCTGGCGTTGCAGGTTGGCTGCCGGGCCACGCACAGGAAATTGATGCCGGTAGCTTTGCAACC
GAAGTCGCTTCTCTGGATACCCATGTGCGCACGATGGACCACCTGATTGAAGAATGTGAAGCGG
CCGGCATCAATGCGGAACTGCCGCGTCTGATTAAATCAATGGCCGATCGCTCGCTGGCAGCAGG
TCATGGTGCGGCGTCATACAGCGTTCTGATTGAAGAATTTGCGAAACCGGCTTAA

295 Aminosauren

MHHHHHHTNNATPVSILGLGLMGQALARAFLKAGHPTTVWNRTPGKADQLMAEGAQVAPTAAEAI
DASSLTVICVSDYPAMYELLDASDLAGTTLLNLTSGDSAQARQAARWAEQRGAHYLDGAIMAIPQAI
GTDDAVILISGAQADADAHRPTLEALGTLTYLGADHGLASLYDVAGLAMMWSVLNAWLQGTALLRT
AGVDAATFAPFAQQMAAGVAGWLPGHAQEIDAGSFATEVASLDTHVRTMDHLIEECEAAGINAELP
RLIKSMADRSLAAGHGAASYSVLIEEFAKPA

IRED13: IRED aus Actinomadura rifamycini (N-terminaler Hiss-Tag) 897 bplt24]

ATGCACCATCACCATCATCACATGAAAGCGCCGGTTACGGTTGTGGGCCTGGGTCCGATGGGCA
AAGCAATGGCTGAAACGTTCCTGAAAAACGGTCACCCGACGACGGTGTGGAACCGTACCGCATC
AAAAGCAGCACCGCTGGTTGAACAGGGTGCAACGCTGGCAGCTACCCCGGATGACGCACTGGCA
GCATCAGGCCTGGTGGTTATTTCGCAAACCGATTATAAAGCAATGTACGATTCACTGGACGGTGC
TGAAATGAAAGGCCGCGTCCTGGTGAATCTGAGCTCTGGTTCGCCGGACGAACTGCGTCGCGCA
GCTGAATGGGCAGCCGGTAAAGGTGCCGAACTGCTGACGGGCGGTGTTATGGTGCCGCCGCCG
GGTATTGGTCAGCCGGGTGCATATATCATGTACAGCGGCCCGGAAGCTCTGCTGGATCGTCATC
GCGAAACCCTGCGTGTCCTGGGTGATACCACGTATGTGGGTGCCGACGTTGGCCTGTCTAACCT
GTATTACCAGGCACAACTGTACCTGTTTTGGAGTACCCTGACGGCGTACCTGCACTCCATTGCCA
TGCTGCAGAGTGCAGGCGTTTCCGCTGAACAATTTCGTCCGTTCGCGACCGAAACGGTCACCAG
CCTGGGCGTGGATGGTCCGATGGGCTTCCTGCGCATCCTGGCCGAAGAAGCAGACGCTGGTCAT
AGCCCGGGCGGTGAAAATTCTATGCTGATGATGGCGGTTGGCGCCGATCACATGGTCGAAGCAG
CTGAAGCGGCCGGTATCGATACGATGGGTCCGCGTGCACTGCGTGACCTGTTTTGGCGCACCGT
GAATGCCGGTCATGGTGCCGATGGTCTGGGTTCTGTGATTGAAGTCGTTCGCAAAGGTGCCTAA
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298 Aminosauren

MHHHHHHMKAPVTVVGLGPMGKAMAETFLKNGHPTTVWNRTASKAAPLVEQGATLAATPDDALAA
SGLVVISQTDYKAMYDSLDGAEMKGRVLVYNLSSGSPDELRRAAEWAAGKGAELLTGGVMVPPPGIG
QPGAYIMYSGPEALLDRHRETLRVLGDTTYVGADVGLSNLYYQAQLYLFWSTLTAYLHSIAMLQSAG
VSAEQFRPFATETVTSLGVDGPMGFLRILAEEADAGHSPGGENSMLMMAVGADHMVEAAEAAGIDT
MGPRALRDLFWRTVNAGHGADGLGSVIEVVRKGA

IRED14: IRED aus Mycobacterium vaccae (N-terminaler Hiss-Tag) 876 bpl124]

ATGCATCACCATCACCATCACACCACGGTCGCGGTGATTGGCCTGGGTCCGATGGGTCGTGCAC
TGGCCGCAGCACTGCTGTCAGCAGGCTATCGTGTTACCGTCTGGAACCGCACGGAAAGTAAAGC
TGCGCAGCTGCTGTCCTGTGGTGCACATTGGGCTCCGACCCCGGGTAAAGCGGTTGCAGCAGGT
GATCTGACGCTGATTAATGTGGTTGATCATGACGCGGTGGATGCCGTCGTTCATGCTGCCGCGG
ATGCCGTTGCGGGCCGTCTGCTGGTTGGCCTGAGCTCTGATACCCCGGACCGTGCACGTAGCAC
CGCTGAACTGGTTGTCGCAGCTGGCGGTCGCTATCTGGATGGCGCGATCATGACCCCGACGGAC
GTGGTTGGTACCGCAGAAGCTTCTGTTCTGTATGCCGGCCCGTATGACCTGTTTGGCGGTCATCG
TGAACTGTTCGAAACCCTGGGTCAAGCCACCTGGCTGGGTGAAGACCCGGGTCGTGCCGCAGCA
TACGATATGGCACTGCTGGACGTGTTTTGGACCGCTGCGGGCGGTTTCCTGCACGCACTGGGTA
CCGCCCGTGCACACGGTATTTCACCGGTTGAACTGCTGCCGCACGCGGTCGGTATTGCCGCAAT
CCTGCCGCCGGTGTTTTCGGAAGTTGCAGAACGTGTCGAAGCTGGCCGCCATGATGACGCAAAC
GCTACCGTTAGTTCCGCTGCCGCATCACTGAGCCACCTGGTGGCCACCAGCGAAGCCTCTCGTG
TTGATGCGGGTGCCCTGAAAGCAATGAAACGCTACGCGGATGACCTGGTGGCAGCTGGCCATGG
TGATGCGGAAATCTCCCGCCTGGTGGAAGCCATGGGCGTTTAA

291 Aminosauren

MHHHHHHTTVAVIGLGPMGRALAAALLSAGYRVTVWNRTESKAAQLLSCGAHWAPTPGKAVAAGD
LTLINVVDHDAVDAVVHAAADAVAGRLLVGLSSDTPDRARSTAELVVAAGGRYLDGAIMTPTDVVG
TAEASVLYAGPYDLFGGHRELFETLGQATWLGEDPGRAAAYDMALLDVFWTAAGGFLHALGTARAH
GISPVELLPHAVGIAAILPPVFSEVAERVEAGRHDDANATVSSAAASLSHLVATSEASRVDAGALKAM
KRYADDLVAAGHGDAEISRLVEAMGV

IRED15: IRED aus Mycobacterium sp. JLS (N-terminaler Hiss-Tag) 870 bp(t24]

ATGCATCACCATCACCATCACATCTCCGTGCTGGGTCAGGGTCCGATGGGTCAAGCTCTGACCAA
TGCCCTGCTGCATGCGGGTTGCCGTACCACCGTTTGGAATCGTACCGCCGCACGTGCCGATGGT
GTCCGTGCACGCGGTGCTCGTTGGGCCGATAGCCCGGCCGATGCAATTGCAGCTGCGGATGTTA
CCCTGGTCAACGTGGTTGACCAGGCAGTGCTGGATGACGTCGTGACCGCGGCAGGTCATGCAGT
TGCTGGTCGTGTTATTGTTGGTCTGGCAAGCGATACCCCGGACACCGCACGCGATACCGCTATG
CTGGTTGAAAAACTGGGCGGTCGTTATCTGGATGGTGCGATTATGACGCCGACCGACACGATCG
GCTCAGCGCATGCCTCGATTCTGTTTAGCGGTCCGCGCGATCTGTACGACACCCACCGTGAAGT
GTTCGATGTTCTGGCCACCACCACCTGGCTGGGTGATGACCCGGGTCGTGCTGCCGCCTTTGAT
ATGGCCCTGCTGGACCTGTTCTGGACCAGTGTCTCCGGCGTGCTGCATGCAGTGAACGTTGCAC
GTGCTAATGGTATCTCTCCGATGGAACTGCTGCCGCATGCCCAGGGTATTGTCGGTATCCTGCCG
CCGATCGTGGATGAACTGCTGGAACGTATTGATGCCGACCGCCATGATGACTCCCGTGCCCAAG
TTGCATCTGTCGCAGCTAGTGTGCGCCACCTGATTGCCGCATCACGCGCAGTCGGCGTGGATGC
CGGTGCACTGGAAGCTTTTCGCGGCTATGTGGATACCGCGGTTGCAGCTGGCTACGGTGCCGAT
GAAATTTCACGTATCGGTCAAACGATGAGCTCTTAA

289 Aminosaduren

MHHHHHHISVLGQGPMGQALTNALLHAGCRTTVWNRTAARADGVRARGARWADSPADAIAAADV
TLVNVVDQAVLDDVVTAAGHAVAGRVIVGLASDTPDTARDTAMLVEKLGGRYLDGAIMTPTDTIGS
AHASILFSGPRDLYDTHREVFDVLATTTWLGDDPGRAAAFDMALLDLFWTSVSGVLHAVNVARANG
ISPMELLPHAQGIVGILPPIVDELLERIDADRHDDSRAQVASVAASVRHLIAASRAVGVDAGALEAFR
GYVDTAVAAGYGADEISRIGQTMSS
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IRED16: IRED aus Cellulosimicrobium cellulans (N-terminaler Hise-Tag) 957 bpl124]

ATGCATCACCATCACCATCACAGTGATCAGCCGGCCCGTCCGAGCGAACGTGCAGTTACCGTCCT
GGGTCTGGGTGCAATGGGTCGTGCACTGGCCGCAGCAGCTGTGGCGGCCGGTCATCCGACCAC
GGTTTGGAACCGTACCCCGGGTCGTGCCGGTGCCCTGGTGGGCGCAGGTGCTCGTGAAGCCAC
GTCAGTTCGCGATGCAGTCACCGCTAGCCCGCTGGTTGTGGCAGTGCTGCTGGACCATGCTTCT
GTTCACCAAACGCTGGACCCGGTTGCCGAAGCACTGGCAGGTCGTACCCTGGTGAATCTGGTTA
CCACGACCCCGGAAGAAAGCCGTGAACTGGCAGCTTGGGCGGGCTCTCATGGTGTCACCTATCT
GGACGGCGGTATTATGGCAGTGCCGGGTATGATCGGCGGTCCGGGTGCGGAAGTTCTGTACAG
CGGTTCTCGCGCCGCATTTGATGATGCCCGTCCGGTCCTGGATACCTGGGGCGGTAGCGCCTGG
TTTGGTGAAGACCCGGGTCTGGCCCCGCTGTATGATCTGGGCCTGCTGGCAGGCATGTACGCGA
TGTTTGCCGGCTTTTTCCATGGTGTTGCCATGGTGGGTACCGCTGGTGTGAGTGCCAGCGATTTT
GCACGTCGCGCAGCTCCGTGGATTGCCGCCATGACCGCAGAACTGGCTGGCTATGCGGATGTGA
TCGACCGTCGCGATTACGGCGGTCCGGGTCAGCAAAGTCTGGAATTTTCAGACCTGTCGGATAT
GGTTCGTGCTAGCGCCGAAGCGGGTCTGGCCACCGATGTTGTGGCAGCTGTGCAGGCCCTGGTT
CGTCGCCAAGTCGACGCAGGCCACGGTGCTGATGGCTTCGCACGTGCTGTTGAAAGCATTCGCG
AACCGTCTGGTACGGCCGACCGTACCCCGGATCTGACGGCGACCGCCGGCGGTGCGCGCTAA

318 Aminosauren

MHHHHHHSDQPARPSERAVTVLGLGAMGRALAAAAVAAGHPTTVWNRTPGRAGALVGAGAREATS
VRDAVTASPLVVAVLLDHASVHQTLDPVAEALAGRTLVNLVTTTPEESRELAAWAGSHGVTYLDGGI
MAVPGMIGGPGAEVLYSGSRAAFDDARPVLDTWGGSAWFGEDPGLAPLYDLGLLAGMYAMFAGFF
HGVAMVGTAGVSASDFARRAAPWIAAMTAELAGYADVIDRRDYGGPGQQSLEFSDLSDMVRASAE
AGLATDVVAAVQALVRRQVDAGHGADGFARAVESIREPSGTADRTPDLTATAGGAR

IRED17: IRED aus Streptomyces tsukubensis (N-terminaler Hiss-Tag) 952 bpl124]

ATGCATCACCATCACCATCACTCAGCGACCACGAACACCACGTCGGCAGATGGCGTGGCTGGTC
CGGGCGGTCCGGGCGGTCGTCCGCCGGTCACCGTGCTGGGTCTGGGTCAGATGGGTGCCGCAA
TTGCCGGTGCACTGCTGGCAGCTGGTCATCCGGTTACCGTCTGGAACCGCACGCCGGGTAAAGC
CGCGCCGCTGGTTGAACAAGGCGCAGTTCTGGCTGGTAGCGTCGCAGAAGCTGTGGCAGCTAGT
CCGCTGGTGCTGTCCGTGGTTCTGGATTATCCGGCGCTGTACGGCATTCTGGACCCGGAACCGG
ACGCGCTGAAAGGTCGTGCGCTGGTCAATCTGACCACCGGTACCCCGGAACAGGCCGGTGAAG
CCGCGGAATGGGCAGCTCGTCATGGTGTTGATTATCTGGATGGTGCAATTATGACCACGCCGCC
GGGCGTCGGTACCCGTGAAGTGATGTTTCTGTACAGTGGCGATCGTGCCGTGTTTGATGCACAT
CATGCCGCACTGGATGTTCTGGGTGAACCGCTGCATCTGGGCACCGAACCGGGTCTGGCAGCTC
TGTATGACGTGAATCTGCTGGGTCTGATGTGGGCCACCATGGCAGGTTGGCTGCATGGTACCGC
AGTTGTGGGTGCTGAAGGTACCCGTGCAGTTGATTTTACGGAAGTCGCGATTCGCTGGCTGGGT
ACCGTTAACAATTTCATCCGTCGCTATGCGGCCCAGGTTGATGAAGGCGTCTACCCGGGTGATGA
CGCCACGGTGGACGTTCAGATCGCAGTTGTCGAACATCAACTGCACGCAGCTGAAGCGCGTGGC
GTGGATAACCGCCTGCCGGAACTGCTGAAAACCCTGATGCTGGAAGCGAATGCCAAAGGCCATG
GTCAAGACAGCTTTGGCTCTGTGGTTGAAGTTCTGCGTAAAGGTGCCCGTCGCTAAA

316 Aminosaduren

MHHHHHHSATTNTTSADGVAGPGGPGGRPPVTVLGLGQMGAAIAGALLAAGHPVTVWNRTPGKAA
PLVEQGAVLAGSVAEAVAASPLVLSVVLDYPALYGILDPEPDALKGRALVNLTTGTPEQAGEAAEWAA
RHGVDYLDGAIMTTPPGVGTREVMFLYSGDRAVFDAHHAALDVLGEPLHLGTEPGLAALYDVNLLGL
MWATMAGWLHGTAVVGAEGTRAVDFTEVAIRWLGTVNNFIRRYAAQVDEGVYPGDDATVDVQIAV
VEHQLHAAEARGVDNRLPELLKTLMLEANAKGHGQDSFGSVVEVLRKGARR

IRED18: IRED aus Paenibacillus ehimensis (N-terminaler Hiss-Tag) 945 bplt24]

ATGCATCACCATCACCATCACAAACATAGCTCTCCGTCAGAAAAAGAAACCCACGAACAGGCCGG
TGCCGCGGGTCGTACCCCGGTCACGGTGATTGGCCTGGGTATGATGGGCTCCGCCCTGGCAGAT
GCTTTTCTGAACGCGGGTCATCGTACCACGGTGTGGAATCGCAGCGCCGATAAAGCGGATGCCC
TGGTGGCGAAGGGTGCGGTTCGTGCAGCTTCTGCCGCAGAAGCAGTTTCAGCTTCGCCGCTGAT
TGTGGTTTGCGTTCTGGATTATGAAGCCGTTCATGAAATTCTGGGTCCGGCAGGCGGTCGTCTGG
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CTGGTCGTACCCTGGTGAACCTGACGAATGGCAAACCGGAACAGGCGCGTAAAGCAGCTAAATG
GGCGAACGAACAAGGTGCCAATTATCTGGATGGCGGTATTATGGCAGTCCCGCAGATGATCGCA
GGCCCGGAAGCTTTTCTGCTGTATAGCGGTTCTCCGGAAGCCTTCGAAACCTATCGTCGCGAACT
GGATGTTCTGGGTGCCGGTAAATACCTGGGCGAAGATGCAGGTCTGGCGGCCCTGTATGACCTG
GCACTGCTGACCACGGCTTACGGCCTGATTGGCGGCTTTTTCCATGCAGTGGCTCTGGTTGGTAC
CGAAAAAGTGGAAGCAGCTGCGTTTACGGTTCTGGTCATTCCGTGGCTGCAGGCGATGATCGCC
AGTCTGCCGTCCCAGGCGCAAGCCATTGATGCGAACAATCACACCACGGACGTTAGTTCCCTGAA
CATTAATAAAGTCGGCTTCGTGAACCTGATCGAAGCCTCACAGGAACAAGGTGTCAGCACCGAAC
TGGTGGCGCCGATCCAGGCACTGGTTAATCGTGCAGTCGCTGATGGTTATGGTGCCGATGGTCT
GACCCGCCTGGTGGAACTGCTGAAAAAACCGCAACTGCTGTAA

314 Aminosduren

MHHHHHHKHSSPSEKETHEQAGAAGRTPVTVIGLGMMGSALADAFLNAGHRTTVWNRSADKADA

LVAKGAVRAASAAEAVSASPLIVVCVLDYEAVHEILGPAGGRLAGRTLVNLTNGKPEQARKAAKWAN
EQGANYLDGGIMAVPQMIAGPEAFLLYSGSPEAFETYRRELDVLGAGKYLGEDAGLAALYDLALLTTA
YGLIGGFFHAVALVGTEKVEAAAFTVLVIPWLQAMIASLPSQAQAIDANNHTTDVSSLNINKVGFVNL
IEASQEQGVSTELVAPIQALVNRAVADGYGADGLTRLVELLKKPQLL

IRED19: IRED aus Streptomyces sp. CNH287 (N-terminaler Hiss-Tag) 945 bpl124]

ATGCATCACCATCACCATCACAGCACCACGCGTTCTGCGGCCGCAACCGGTCCGGCAACCGCTC
CGAGCCCGGCCGTCGGCGTGCTGGGCCTGGGTCTGATGGGTCAGGCACTGGCTGCCGCCCTGG
TTGGCGCAGGTCATCCGACCACGGTCTGGAACCGCTCTCCGGATAAAGCAGCTGACCTGGTTGC
ACAAGGTGCGACCCTGGCCGCATCAGCCCATGATGCAGTGACCACGTCGGAAGTGGTTATTGTT
TGCGTCACGGAATATGATGCAGTGCGTGCTCTGGTTGAACCGCTGGCCGAAGCACTGCGTGGTC
GTGTGCTGGTTAATCTGACCTCTGGTAGCTCTGCACAGGCTCGCGAATTTGCAGCTTGGGCGGC
CGAACATGGCGTTGATTACCTGGACGGTGCGCTGATGGCAATTCCGCCGGTGATTGGTACCCCG
CACGCATTCGTTCTGTATGCGGGCGGTCGTCCGGTCTACGAAGCAGCTGAACCGGTTCTGCGTG
TCCTGGCCCCGGCAGGTACCACGCATCTGGGCACGGATCACGGTCTGAGTTCCCTGTATGATGT
GGCCCTGCTGGGTCTGATGTGGGGTGCCCTGAACAGCTTTCTGCACGGTGCCGCACTGCTGGGT
ACCGTCGGTGTGCCGGCAGCTGATTTTGCACCGTTCGCTAACCAGTGGCTGAATAGTGTCACGG
GCTTCGTGTCCGCGTATGCGGCCCAAATTGATGCCGGTGAATACCCGGCGCATGACGCCAAAAT
CGAAACCCACCTGGCGACGATGCATCACCTGCGTCATGAAAGTGAAGCCGGCGGTGTTGATACC
GCACTGCCGCTGTTTGTGCAGGCACTGGCTGACCAGGCGATTGCCCAAGGCCACGGCGGTTCAT
CGTACGCAGCTGTGATCGAACAATTCCGCGCGGGTACCGCGGCCAGCTAA

314 Aminosauren

MHHHHHHSTTRSAAATGPATAPSPAVGVLGLGLMGQALAAALVGAGHPTTVWNRSPDKAADLVAQ
GATLAASAHDAVTTSEVVIVCVTEYDAVRALVEPLAEALRGRVLVNLTSGSSAQAREFAAWAAEHGV
DYLDGALMAIPPVIGTPHAFVLYAGGRPVYEAAEPVLRVLAPAGTTHLGTDHGLSSLYDVALLGLMWG
ALNSFLHGAALLGTVGVPAADFAPFANQWLNSVTGFVSAYAAQIDAGEYPAHDAKIETHLATMHHLR
HESEAGGVDTALPLFVQALADQAIAQGHGGSSYAAVIEQFRAGTAAS

IRED20: IRED aus Streptomyces viridochromogenes (N-terminaler Hise-Tag) 942 bpl24]

ATGCATCACCACCACCACCACAATCGCCAGTTTACCAGCACCCGCCTGAACGCAATGACGGATAA
TGCCTCAAGCCCGACCCCGGTTACCCTGCTGGGCACCGGTGCGATGGGCAGCGCACTGGCTCGT
GCCTGGCTGGCCGCAGGTCATCCGGTTACCGTTTGGAATCGTACGCCGGCACGTGCAGAAGCTC
TGGCCGGTGAAGGTGCAGCTGTTGCCGCAAGCGCCGATGCAGCTGTTGCCGCCAATCGCCTGGT
GGTTGCCTGCCTGCTGGATGACGATTCTCTGGGTGAAGCACTGGCAACCGCTGACCTGGGCGGT
CGTGATCTGGTGAACCTGACCACCGGTACGCCGGGTCAGGGTCGTGCCCGTGCAGCTTGGGCG
GAAGCCCGCGGTGCCCGTTTTGTTGATGGCGGTATTATGGCAGTCCCGCCGATGATCGGCAGTC
CGGATTCCGGTGCCTTTGTGTTCTATAGCGGCTCTGCGGCCCTGTTTGAAGAACACCGTGATGTG
CTGGCCGTTCCGGCAGGTACCGCTTATGTCGGCGCAGATGCTGGTTTCGCAGCTCTGCATGACG
TTGCGCTGCTGTCCGCCATGTACGGCATGTTTGGCGGTATTGCGCACGCCTTCGCACTGATTCGT
CGCGAAGACATCGCACCGACCGATTTTGCGCCGCTGCTGGTGTCTTGGCTGACCGCTATGGCCC
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CGGCCGCACTGGAATCAGCCGGTAAACTGGAATCGGGTGACTATACCCGCGATGTCGTGTCAAA
TCTGGCAATGCAGGTTGCTGGCATCCCGACCTTCCTGCGTACGGCCGACGAACAAGGTGTCCGC
CCGGATCTGGTGCGTCCGTACCTGGACCTGATGCGTCGCCGTCTGGAATGTGGTCCGCACGCTG
ACGAAGATACGACGGGTGTTATTGACCTGCTGACGGCAAGCTAA

313 Aminosduren

MHHHHHHNRQFTSTRLNAMTDNASSPTPVTLLGTGAMGSALARAWLAAGHPVTVWNRTPARAEAL
AGEGAAVAASADAAVAANRLVVACLLDDDSLGEALATADLGGRDLVNLTTGTPGQGRARAAWAEA
RGARFVDGGIMAVPPMIGSPDSGAFVFYSGSAALFEEHRDVLAVPAGTAYVGADAGFAALHDVALLS
AMYGMFGGIAHAFALIRREDIAPTDFAPLLVSWLTAMAPAALESAGKLESGDYTRDVVSNLAMQVAG
IPTFLRTADEQGVRPDLVRPYLDLMRRRLECGPHADEDTTGVIDLLTAS

IRED21: IRED aus Bacillus cereus (N-terminaler Hiss-Tag) 972 bpl12°]

ATGCATCACCATCACCATCACAAGAAAAACGATCAGTCTGAAAAAGAACAGAACATCAGTCAAGT
TTCCGATACGGACGTCTCGATGATGGAAAACCCGAATCGTAGCCCGGTGACCGTTATTGGTCTGG
GTCCGATGGGTCAGGCACTGGCAGGCACGTTTCTGATGAACGGCCATCCGACCACGCTGTGGAA
TCGCACCGCGGAAAAAGCCGATTATCTGGTTAGCCAAGGTGCCATTCTGAGCAACTCTGTGATCG
CGGCCGTTAGTGCATCCCCGCTGGTCATTATCTGCGTGCTGGATTACAATATTGTTCGTGAAGTC
CTGGCTCCGGCCGGTGATGCCCTGAAAGGTCGCACGCTGGTTAACCTGACCGCCGATAGCCCGA
AACGTGCACGCGAAATGGCTACCTGGGCAGCTCAGCATGGCGTCGATTATCTGGACGGTGCGAT
TATGACCCCGACGCCGACCATTGGTACGCCGGCCGCCAGCGTTCTGTACTCTGGTCCGGAAAGT
ATTTTCAAAGCACACCAACCGACCCTGGCTTCCCTGGGCGGTACCACGTCATATCTGGGTGCAGA
CCCGGGTCGTGCAGCTGCGTACGATGTGGCGCTGCTGGACCTGTTTTGGACGTCAATGTCGGGC
TATGCCCATGCACTGGCTCTGGCGACCGCCGAAAATATCCCGGCCAAAGAATTCGCAGTGTACG
CTCAGGGCATTATCGGTATTCTGCCGGATATCATGGCGTATCTGGCCAACGAAGTTGATTCTGGC
CACTACCCGGGTGACAAAAGTAATATTATCAGCGCATCTGCTGGCATGGAACATATTATCCACGC
CGCACAGCATCACGGTCTGGACGTCTCAGTGCTGTCGGCTGCGATGGCGGTGACCCAGCAAGCC
ATTAACGAAGGCTATGGTACGGATGGTTTTTCCCGCCTGACCGAACTGCTGAAAAAACCGAGTGC
GTAA

323 Aminosauren

MHHHHHHKKNDQSEKEQNISQVSDTDVSMMENPNRSPVTVIGLGPMGQALAGTFLMNGHPTTLW
NRTAEKADYLVSQGAILSNSVIAAVSASPLVIICVLDYNIVREVLAPAGDALKGRTLVYNLTADSPKRAR
EMATWAAQHGVDYLDGAIMTPTPTIGTPAASVLYSGPESIFKAHQPTLASLGGTTSYLGADPGRAAA
YDVALLDLFWTSMSGYAHALALATAENIPAKEFAVYAQGIIGILPDIMAYLANEVDSGHYPGDKSNIIS
ASAGMEHIIHAAQHHGLDVSVLSAAMAVTQQAINEGYGTDGFSRLTELLKKPSA

IRED22: IRED aus Paenibacillus sp. HGF5 (N-terminaler Hise-Tag) 957 bp(t2°]

ATGCATCACCATCACCATCACAAACCGAGTAAACAGCTGCAAGATCAGATGCTGGAAACCGAAAC
GCGTCAAACCCCGGCAAACGGCAGCCAGACCGCTGTGACGGTTCTGGGTCTGGGTCCGATGGG
TCAGGCACTGGCAGGTGCTTTTATTCGTAGCGGCCATTCTACCACGGTGTGGAATCGCACCAGC
GCGAAAGCCGATTCTCTGGTGAAACAGGGTGCGGTTCTGGCCCCGAGCGTTAAAGACGCAGTCC
TGGCTTCTCAGCTGATTATCATTTGCGTCCTGAACTATGATGCGGTCAATGCCGTGCTGAGCTCT
GAAACCAGCGCGCTGAAAGGTAAAACCCTGATTAACCTGACGGCGGATGTTCCGGAACGTGCCC
GCGAAATGGCAGAATGGGCTTTCCATAATGGCATCGATTACATTGACGGTGCGATTATGACCCCG
ATCCCGACGATTGGCGAACCGAGTGCCGTTATCCTGTATTCCGGTCCGGAAGATGTCTACCGTAG
TCGCCAATCCATTCTGGCATCACTGGGCGGTACCGCGTCGTTTCTGGGTGAAGACCCGGGTCGT
GCCGCGGCGTATGATGTCGCCCTGCTGGACGTGTTCTGGACGGCAATGTCTGGCTATGTGCATG
CACTGGCTATTGCCCGTGCAGAAAACATCGCTGCGGAAGATATTGCGCCGTATGCCCATAATATC
ATTCGTATCATGCCGGACATTATGACCTATATGGCACACGATGCTGACCGCGGCGTGTACCCGGG
TGATAGTTCCAACCTGATTTCAAATGTTACGTCGATGGAACATATCATTCACGCCGCAGAACATCA
CGGCATCGATTCATCGGTTCTGATCGCTGCGAAAGCAATTGCTCAGAAAGCGATCCATGCCGGCC
ACGGTGAAGACGGTTTTAGTCGCCTGATTGAATACAACCTGACCAGCCCGTAA
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318 Aminosauren

MHHHHHHKPSKQLQDQMLETETRQTPANGSQTAVTVLGLGPMGQALAGAFIRSGHSTTVWNRTSA
KADSLVKQGAVLAPSVKDAVLASQLITICVLNYDAVNAVLSSETSALKGKTLINLTADVPERAREMAE
WAFHNGIDYIDGAIMTPIPTIGEPSAVILYSGPEDVYRSRQSILASLGGTASFLGEDPGRAAAYDVALL
DVFWTAMSGYVHALAIARAENIAAEDIAPYAHNIIRIMPDIMTYMAHDADRGVYPGDSSNLISNVTS
MEHIIHAAEHHGIDSSVLIAAKAIAQKAIHAGHGEDGFSRLIEYNLTSP

IRED23: IRED aus Chitinophaga sp. JGI 0001002-D04 (N-terminaler Hiss-Tag) 909 bpl'2°]

ATGCATCACCATCACCATCACACGGCAACCACGAAACATCCGGCTATTAGCGTCATTGGTCTGGG
TTCTATGGGTGCCGCACTGGCTCGTGCCCTGGTTAGCAAAGGCTTTCAGGTTACCGTCTGGAACC
GCAATATGGAAAAAGCCCAACCGCTGATTGCGGCTGATGCCATTGCCGCGGCAGATGCAAAAGC
TGCCATTGAAGCAAGTCCGGTCATCGTGGTTTGCGTGTCCGAATATAAAGTTACCCGTAAAATTC
TGGAAGCAGATGGTGTTGCCCCGGCACTGAAAGGCCGTACGCTGGTCCAGCTGTCTACCGGTAC
GCCGAAAGATGCGCGCGAACTGGACACCTGGGCGAAACAGCAAGGTGCCTGCTGTCTGAACGG
CGATATTATGGCGTGGCCGAAACAGATGGGTACCGACGCCGCAACGATCAGCGTCTCTGGCGAT
GCCGACGTGTATCGTCAGCAAGAAGATGTTCTGCGCGCTCTGGCGGGCAATGTCGTGTATCTGG
GTGCAGAACCGGGTGCTTCAGGCGGTCTGTTTCATGCCGTTCTGGCATATCTGGCTGGCTCGTG
GATCGGTTTCTGTCACGGCGCGCTGGTTGCGGAAAAAGAAGGTCTGCGTCCGGAAGACCTGGGC
ATTCTGCTGGAACAGATTAGTCCGATCCTGTCCGCCGAACTGAAACACATGGGTGAAGTGATCCA
ACACGGCCGCTTCTCAGATCCGGAATCGACCGTGAAAACCACGGGTGAAGACCTGCTGCTGCTG
GTTCAGCAAGCAAAAGAAGCTGGCATTAACTCAGAACTGCCGGAATTTGCTGCGAAACTGTTCAA
ACAGGCGATGGATGCCGGCTACGGTCAAGAAGAACACGCCGCAGTGATCAAAGTTCTGCGCCAG
ACCGCGTAA

302 Aminosauren

MHHHHHHTATTKHPAISVIGLGSMGAALARALVSKGFQVTVWNRNMEKAQPLIAADAIAAADAKAA
IEASPVIVVCVSEYKVTRKILEADGVAPALKGRTLVQLSTGTPKDARELDTWAKQQGACCLNGDIMA
WPKQMGTDAATISVSGDADVYRQQEDVLRALAGNVVYLGAEPGASGGLFHAVLAYLAGSWIGFCH

GALVAEKEGLRPEDLGILLEQISPILSAELKHMGEVIQHGRFSDPESTVKTTGEDLLLLVQQAKEAGIN
SELPEFAAKLFKQAMDAGYGQEEHAAVIKVLRQTA

IRED24: IRED aus Glycomyces tenuis (N-terminaler Hiss-Tag) 897 bpl12°]

ATGCATCACCATCACCATCACAGTGCGAAAAAATCCGTGACCGTTCTGGGTCTGGGCCCGATGG
GTCGTGCTACCGTCAAAATTCTGCTGGAAGCGGGCCTGGATGTCACCGTGTGGAACCGCACGCC
GGGTAAAGCAGAAGCTCTGGCGGAACTGGGTGCCGCACCGGCAGCTACCGTGGCAGACGCAAT
TGCGGCCAGTGATACGGTTCTGCTGTCCCTGATCCATTATGACGCTATGTACGGTGTCCTGGAAC
AGGGCCCGGCAGATCTGACCGGTAAAACGATTGTGAACCTGAGCTCTGACTCACCGGCTAATAC
CGCGAAAGGTGCAGCTTGGGTTCTGGATCGTGGCGGTCGCTTTCTGACCGGCGCCTATATGACG
CAGTCCGATGACATCCGTCATCCGGCCTCACACCTGTACGTGTCGGGTCCGGCAGAACTGCATG
ATGAACTGCGTCCGCTGCTGGAACTGCTGTGTGCCAATGTTTATCTGGGTCCGGATTACGGCCTG
GCCCAGCTGTATTACCAAGCCGGCCTGGCAATGTTTCACGCGTATCTGATCAGCCTGCAGCAAGC
TCTGGCGATGATTGAACGTGGCGGTGGCGATATCGACACCTTCCTGGAACTGTCTAAAGATGAC
GCAGATAGCCAGCGCGACTTTTCTGTGTACTTTGCCCAGGCCGCAAAACAAGGTGGCTGGGGTG
ATCTGGCCTCACTGAAAATGATGCATGCCGGCGCACAACACGTTATTGATACCTCGGAAGACGCC
GGTACGGATGCAGAACTGACCAAAACGGTCCAGGACTATTACCAACGTGCGCTGGATGCCACCG
AACGTACCGGTGCCATTGTTCCGGTCTATCAGATTATCCGTGGTGATAACGGCAATGAATAA

298 Aminosauren

MHHHHHHSAKKSVTVLGLGPMGRATVKILLEAGLDVTVWNRTPGKAEALAELGAAPAATVADAIAA
SDTVLLSLIHYDAMYGVLEQGPADLTGKTIVNLSSDSPANTAKGAAWVLDRGGRFLTGAYMTQSDD
IRHPASHLYVSGPAELHDELRPLLELLCANVYLGPDYGLAQLYYQAGLAMFHAYLISLQQALAMIERG
GGDIDTFLELSKDDADSQRDFSVYFAQAAKQGGWGDLASLKMMHAGAQHVIDTSEDAGTDAELTK
TVQDYYQRALDATERTGAIVPVYQIIRGDNGNE
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IRED25: IRED aus Nocardia brasiliensis ATCC 700358 (N-terminaler Hiss-Tag) 900 bp!t2°]

ATGCATCACCATCACCATCACAGCGAACAGCATACCCCGCGTAGTGTTTCCGTGGTTGGCCTGGG
TCCGATGGGCCAAAGTATGGTCCGTGCACTGCTGGACGCTGGTGTCGAAGTGACCGTTTGGAAC
CGCAGCACGGATAAAGTCGATGCCATGGTGGAACTGGGTGCCGTTCGTGCGGAAACCGTTGCCG
CCGCACTGGCTGCGAATGATGTCACCGTGCTGAGCCTGACGCATTATGCCGCAATGTACTCTGTG
CTGGAACAGGCTGCGGACCAACTGGCCGGTAAAGTTATTGTCAACCTGAGCTCTGATAGTCCGG
AAAAAGCGCGTAAGGGTGCGGAATGGGTCCGTTCCCATGGTGCAGAATTTCTGAGCGGCGGTGT
GATGTCTGCAGGCGACAATATTGCACATCCGGCTAGTTATATCTTTTACTCCGGTCCGCGTGAAG
TTTTCGATGCACACGCTGAACTGCTGCGCCCGCTGTCACCGCAGGAATATCTGGGCACCGATGA
CGGTCTGTCGCAGGTGTATTACCAAGCGCTGCTGACCATTTTTCATCCGTGGCTGCTGGCCTTCG
ATCAGGCGACGGCCATGATCGAACGTTCAGGCAACTCGATTGCGCAATTTATCCCGTTCGCCGTT
CGCAGCGCCGCAGCTTATCCGTACTTTATGGAAGAATTCTCTGTGGCGAACCAGAATGGCGGTTG
GGCGACCCTGGCCTCTCTGAAAATGATGGATGCAGGCGCTCAACATATTATCGACGCAAGTGAA
GAAGTGGGTGTTGATGCGACCTTCTCCCACACGGCGCAGGCCTATTGGCGTAAAGCGGTGGCGG
CCTCAGAAGAAAAAGGCGAAGCAGTTTCGACCTACGCTCTGATGCGCGGTGCAGATGCTTAA

299 Aminosaduren

MHHHHHHSEQHTPRSVSVVGLGPMGQSMVRALLDAGVEVTVWNRSTDKVDAMVELGAVRAETVA
AALAANDVTVLSLTHYAAMYSVLEQAADQLAGKVIVNLSSDSPEKARKGAEWVRSHGAEFLSGGVM
SAGDNIAHPASYIFYSGPREVFDAHAELLRPLSPQEYLGTDDGLSQVYYQALLTIFHPWLLAFDQATA

MIERSGNSIAQFIPFAVRSAAAYPYFMEEFSVANQNGGWATLASLKMMDAGAQHIIDASEEVGVDA

TFSHTAQAYWRKAVAASEEKGEAVSTYALMRGADA

IRED26: IRED aus Nitratireductor pacificus pht-3B (N-terminaler Hiss-Tag) 936 bpl12°]

ATGCATCACCATCACCATCACACCACGACCATTTGCGTGATTGGTGCGGGTCGTATGGGCAGCTC
TCTGGCTCGTACCCTGCTGAATGCGGGTCGTCCGACCTGGGTTTGGAATCGTACCGCCGCACGT
TGTGCGCCGCTGGTCGCTCTGGGTGCCAAAACCGCAAATGCTCTGGCCGATGCGGTGCAGGCCA
GCGAACTGATTCTGATCAATGTTATTGATCATGACGCCTCTGCAGCTCTGCTGCGCCAGGAAGCG
GTTAGCTCCGCCCTGAGCGGCCGTACGGTCATCCAACTGACCAGCGGTTCTGCCCGTCTGGCAC
GCGAAGAAGCGCTGTGGGTTGAAGCTCAGGGTGCCCGTTATCTGGATGGTGCCATTATGGCAAC
CCCGGACTTTATTGGTCGTCCGGAAGCCGCACTGCTGTACAGTGGTTCCCTGGCAAGCTTCGAA
GCTCATCGCGATATTCTGCTGACCCTGGGCGGTCGTTCAGCACATGTTGGTGATGTTCCGGGTCA
GGCAAGCGCTCTGGATACCGCACTGCTGACCCAGATGTGGGGCGGTCTGTTTGGCGCACTGCAG
GGTATGGCGGTCGCCGATGCAGAAGGCCTGAGCCTGGATGTGTTTCGCGACCAACTGTCTGCGT
TCAAACCGGTGGTTGATGCAGCTCTGTATGATACGATCGACCGTACCGCCGCACGTCGCTTTGCT
GGTGATGCCGAAACGCTGGCGTCACTGGGTGCCCATCACTCGGCATTCACCCACCTGCTGGAAG
CATGCGAAGATCAGGGCCTGGACCAAGGTCTGCCGCGCGAAATGGCGCGTCTGTTTCGCGAAG
GCCTGAGTCGTAACGGTCCGGAAGCCGATTTTGCATCCCTGGCTCCGCTGCTGCGCGGCGGTCC
GTCAAGCGAAGCAGGTGAAGTGCGTCCGGACGCGTAA

311 Aminosaduren

MHHHHHHTTTICVIGAGRMGSSLARTLLNAGRPTWVWNRTAARCAPLVALGAKTANALADAVQAS
ELILINVIDHDASAALLRQEAVSSALSGRTVIQLTSGSARLAREEALWVEAQGARYLDGAIMATPDFI
GRPEAALLYSGSLASFEAHRDILLTLGGRSAHVGDVPGQASALDTALLTQMWGGLFGALQGMAVAD
AEGLSLDVFRDQLSAFKPVVDAALYDTIDRTAARRFAGDAETLASLGAHHSAFTHLLEACEDQGLDQ
GLPREMARLFREGLSRNGPEADFASLAPLLRGGPSSEAGEVRPDA

IRED27: IRED aus Mesorhizobium sp. L48C026A00 (N-terminaler Hiss-Tag) 933 bp(12°]

ATGCATCACCATCACCATCACGCAAGCAACGTGTGCGTTCTGGGTGCTGGCCGTATGGGCAGCT
CTATTGCCCGTACCCTGCTGGATCGCGGTTATCCGACCTGGGTCTGGAATCGTACCGCCGCAAAA
TGTGAACCGCTGGCAGCTCTGGGTGCGAAAGTCGCCAGTTCCGTGCAGGAAGGCATTCAAGCGG
CCGAAGTGGTTATTATCAACGTTCTGGATTACGCAGCTTCAGACGCCCTGCTGAAACGTGATGGT
ATCGCATCGGCTCTGGCGGGCAAAGCGGTCGTGCAACTGACCTCAGGCTCGCCGCGTCTGGCAC
GTGAAGAAGCTCGCTGGGTGGAAGCACATGGTGCTGGCTATCTGGATGGTGCGATTATGGCCAC
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CCCGGACTTTATCGGCAAACCGGAAACGGCCATGCTGTATAGCGGTTCTCGTGATGTTTACGAAA
AACACAAACCGCTGCTGTTTGCCCTGGGCGGTGGCACCAATTATGTTGGTGAACTGCCGGGTCA
GGCATCCGCACTGGATACCGCACTGCTGACCCAGATGTGGGGTGGCCTGTTTGGTGCACTGCAA
GGCATGGCTGTGGCGGAAGCCGAAGGCCTGGATCTGGAAACGTTTCGTAACCATCTGAGTGCGT
TCAAACCGGTTGTCGACGCCTCCCTGTTTGATCTGGTTGACCGCACCAATGCGCGTCGCTTCGCC
GGTGATGACGCAACGCTGGCTAGCCTGGGCGCACATTATTCTGCTTTCCAGCACCTGCTGGAAG
CGTGCGAAGAACGTGGTCTGGATGCGGCCATGCCGCGTGCAATGGACATGATCTTTCGCCAAGC
GCTGAGTCTGGGCTCCATGGAAGATGATCTGGCCAGCCTGGCACTGCTGTTCCGTAATGGTTCA
CCGCGTCAGAGCCGTGAACCGGCAAATGCTTAA

310 Aminosduren

MHHHHHHASNVCVLGAGRMGSSIARTLLDRGYPTWVWNRTAAKCEPLAALGAKVASSVQEGIQAA
EVVIINVLDYAASDALLKRDGIASALAGKAVVQLTSGSPRLAREEARWVEAHGAGYLDGAIMATPDFI
GKPETAMLYSGSRDVYEKHKPLLFALGGGTNYVGELPGQASALDTALLTQMWGGLFGALQGMAVAE
AEGLDLETFRNHLSAFKPVVDASLFDLVDRTNARRFAGDDATLASLGAHYSAFQHLLEACEERGLDA
AMPRAMDMIFRQALSLGSMEDDLASLALLFRNGSPRQSREPANA

IRED28: IRED aus Aeromonas veronii AER39 (N-terminaler Hiss-Tag) 897 bpl12°]

ATGCATCACCATCACCATCACCGTCATCTGAGCGTGATTGGCCTGGGTGCCATGGGCTCTGCACT
GGCTACCACGCTGCTGAAAGCGGGTCATCCGGTGACCGTTTGGAATCGCAGCGCCGCAAAAGCG
GCTCCGCTGCAGGCACTGGGTGCTACCCTGGCCCCGAGTGTGGGTGCCGCAATTGCAGCTTCCG
ATATCACGCTGGTCTGCGTGGACAATTATGCAGTTTCACAACTGCTGCTGGATGAAGCCAGCGAT
GCCGTTGCAGGTAAACTGCTGGTGCAGCTGAGTACCGGCTCCCCGCAAGGTGCACGTGCTCTGG
AAAGCTGGTCTCATGCCCGTGGCGCACGCTACCTGGATGGTGCAATTCTGTGCTTTCCGGCTCAG
ATCGGCACCTCAGACGCATCGATTATCTGTAGCGGTGCTTCTGCGGCCTTCAGCGAAGCCGAAC
CGGTCCTGTCTCTGCTGGCCCCGACCCTGGATCATGTTGCCGAAGCGGTTGGTGCAGCTGCCGC
ACAGGACTGTGCGGTTGCAGCTTATTTTGCCGGCGGTCTGCTGGGTGCACTGCACGGTGCTCTG
ATTTGCGAAGCGGAAGGTCTGCCGGTTGCGAAAGTCTGTGCCCAGTTTAGTGAACTGTCCCCGAT
CCTGGGCGGTGATGTGGCCCATCTGGGCAAAACCCTGGCAAGTGGTGATTTCGACCACCCGTAC
GCCTCTCTGAAAACCTGGAGCGCCGCAATTAGCCGCCTGGCTGGTCATGCCACCGATGCAGGTA
TCGACAGCCGTTTTCCGCGCTTCGCAGCTGACCTGTTTGAAGAAGGCGTTGCGCAGGGCTTCGG
TCAGCAAGAAGTTTCCGCGCTGATCAAAGTCCTGCGTGCCCGCAACGGTGCGGCCCAATAA

298 Aminosaduren

MHHHHHHRHLSVIGLGAMGSALATTLLKAGHPVTVWNRSAAKAAPLQALGATLAPSVGAAIAASDI

TLVCVDNYAVSQLLLDEASDAVAGKLLVQLSTGSPQGARALESWSHARGARYLDGAILCFPAQIGTS
DASIICSGASAAFSEAEPVLSLLAPTLDHVAEAVGAAAAQDCAVAAYFAGGLLGALHGALICEAEGLP
VAKVCAQFSELSPILGGDVAHLGKTLASGDFDHPYASLKTWSAAISRLAGHATDAGIDSRFPRFAAD
LFEEGVAQGFGQQEVSALIKVLRARNGAAQ

IRED29: IRED aus Aeromonas veronii AER397 (N-terminaler Hiss-Tag) 897 bp(t2°]

ATGCATCACCATCACCATCACCGTCATCTGTCAGTGATTGGCCTGGGTGCAATGGGCTCGGCACT
GGCTACCACGCTGCTGAAAGCGGGTCATCCGGTGACCGTTTGGAATCGCAGCGCCGCAAAAGCG
GCTCCGCTGCAGGCACTGGGTGCTACCCTGGCCCCGAGCGTGGGTGCGGCCATTGCAGCTTCTG
ATATCAACCTGGTCTGCGTGGACAATTATGCCGTTAGTCAGCAACTGCTGGATGAAGCGAGCGAT
GCCGTGGCAGGTAAACTGCTGGTTCAGCTGAGTACCGGCTCCCCGCAAGGTGCACGTGCTCTGG
AAAGCTGGTCTCATGCGCGTGGCGCACGTTACCTGGATGGTGCAATTCTGTGCTTTCCGGATCAG
ATCGGCACCTCAGACGCGTCGATTATCTGTAGCGGTGCCTCTGCGGCCTTCTCCGATGCAGAACC
GGTCCTGCGTCTGCTGGCCCCGACCCTGGACCATGTTGCCGAAGCGGTTGGTGCAGCTGCCGCA
CAGGATTGTGCAGTTGCAGCTTATTTTGCTGGCGGTCTGCTGGGTGCACTGCACGGTGCTCTGAT
TTGCGAAGCGGAAGGTCTGCCGATCGCGAAAGTTTGTGCCCAATTTAGTGAACTGTCCCCGATTC
TGGGCGGTGATGTCGCTCATCTGGGCAAAACCCTGGCGAGCGGTGATTTCGACCACCCGTACGC
CTCTCTGAAAACCTGGTCAGCGGCCATTAGCCGCCTGGCTGGTCATGCCACCGATGCAGGTATC
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GACAGTCGTTTTCCGCGCTTCGCAGCTGACCTGTTTGAAGAAGGCGTTGCGCAGGGCCTGGGTC
AGCAAGAAGTCTCTGCCCTGATCAAAGTGCTGCGTGCACGCAATGGTGCGGCCCTGTAA

298 Aminosauren

MHHHHHHRHLSVIGLGAMGSALATTLLKAGHPVTVWNRSAAKAAPLQALGATLAPSVGAAIAASDI
NLVCVDNYAVSQQLLDEASDAVAGKLLVQLSTGSPQGARALESWSHARGARYLDGAILCFPDQIGT
SDASIICSGASAAFSDAEPVLRLLAPTLDHVAEAVGAAAAQDCAVAAYFAGGLLGALHGALICEAEGL
PIAKVCAQFSELSPILGGDVAHLGKTLASGDFDHPYASLKTWSAAISRLAGHATDAGIDSRFPRFAA
DLFEEGVAQGLGQQEVSALIKVLRARNGAAL

IRED30: IRED aus Streptomyces aurantiacus (C-terminaler Hiss-Tag) 936 bplt2t]

ATGTCACAGTCCGTCACTGTCATCGGTCTCGGCCCCATGGGGCAGGCGATGGCCGCCGCGTATC
TGGACCGCGGCTACGAGGTCACGCTCTGGAACCGCACCGCGTCCCGGGCGGACGCCCTGGTGG
CGCGCGGCGCCAAGCTGGCCGCCACCCCCGAACAGGCGCTGTCGGCCAATGAGTTGGTGATAC
TGAGCCTGATCGACTACGACGCGATGTACGGCGTGCTCGAGGGCGCGGAGGAGGCGGTCGCGG
GCCGGGTGCTGGTGAACCTCAGCTCGGACACCCCGGAGAAGGCLCLCLGLGLGGLLGLGLGLLaa
GTGGCGGAGCTGGGCGGCACGCACCTCACCGGCGGCGTCCTCTCGCCGCCGCCGGGGATCGGC
AGCCCGGACATGTCGACGTTCTACAGCGGCCCGCGCGCCGCGTACGACCAGCACCGLGLGGLC
CTCGAAGTGATCACCGGCAAGACGGACTACCGGGGCGAGGACCCGGGLCLCTGGCCGCCCTCATG
TACCAGCTCAACATGGTCGTCTTCTGGCCGGCGATGCTCTCGTACTGGCAGGCCGTGGCCCTGG
CCGACGCGCACGGGCTCACGGCGGCGGACATCGCCCCGTACGTCTCCGAGAACTTCGCGGGGA
TGGGGCAGTTCATCGACTTCTACGCGGCCCGCATCGACGCCGGCAACCACGCCGGCGACGTCGA
CCGCCTCTCGATGGGCGTCGCCAGCATGGAACACGTCGTCCACACGAACGCGGACTCGGGCGT
GGACACGGCGTTCCCGCGTGCGGTCCTCGACGCGTTCCACCGGGGCGCCGACGCCGGTTTCGG
CGCGGACAGCTTCTCCAGCGTGATCAAACTGATGAAGAAGCAGCCCGAGGATCCGAATTCGAGC
TCCGTCGACAAGCTTGCGGCCGCACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGA

311 Aminosauren

MSQSVTVIGLGPMGQAMAAAYLDRGYEVTLWNRTASRADALVARGAKLAATPEQALSANELVILSLI
DYDAMYGVLEGAEEAVAGRVLVNLSSDTPEKARAAARRVAELGGTHLTGGVLSPPPGIGSPDMSTFY
SGPRAAYDQHRAALEVITGKTDYRGEDPGLAALMYQLNMVVFWPAMLSYWQAVALADAHGLTAADI
APYVSENFAGMGQFIDFYAARIDAGNHAGDVDRLSMGVASMEHVVHTNADSGVDTAFPRAVLDAF
HRGADAGFGADSFSSVIKLMKKQPEDPNSSSVDKLAAALEHHHHHH

IRED31: IRED aus Streptomyces sp. GF3546 (C-terminaler Hise-Tag) 939 bplt2i]

ATGTCCAAACAGTCTGTTACCGTGATTGGGCTTGGTCCAATGGGCCAAGCGATGGTTAACACGTT
CCTGGATAACGGCCACGAAGTGACTGTCTGGAATCGCACCGCTTCAAAGGCAGAAGCACTGGTT
GCTCGTGGTGCAGTTCTGGCCCCTACCGTAGAAGATGCCCTGAGTGCCAACGAACTGATTGTGC
TGTCTCTGACCGATTATGACGCTGTCTATGCGATTTTGGAACCCGTTACTGGCAGCTTATCGGGC
AAAGTGATTGCCAATCTCAGCAGTGACACACCGGATAAAGCACGCGAAGCCGCGAAATGGGCGG
CCAAACACGGTGCCAAACATCTGACGGGTGGTGTACAGGTGCCTCCACCGCTGATTGGGAAACC
GGAATCATCGACCTATTACTCCGGCCCGAAAGACGTCTTTGATGCGCATGAGGACACCCTCAAAG
TCCTGACTAATGCCGACTACCGTGGTGAGGATGCGGGTCTGGCGGCAATGTACTATCAGGCGCA
GATGACCATCTTTTGGACAACCATGTTGTCGTACTACCAAACACTGGCTTTAGGCCAAGCGAATG
GCGTGAGCGCGAAGGAGTTACTCCCGTATGCAACGATGATGACGTCCATGATGCCCCACTTTCTG
GAACTTTATGCGCAGCATGTCGACTCTGCCGATTATCCGGGAGATGTGGATCGCCTTGCAATGGG
AGCGGCAAGTGTTGATCACGTACTGCATACCCATCAGGATGCGGGCGTAAGCACGGTGTTACCA
GCGGCTGTTGCAGAGATCTTCAAAGCCGGGATGGAGAAGGGCTTTGCCGAAAACAGCTTCAGCT
CACTGATCGAAGTGTTGAAGAAACCGGCTGTGGGGGATCCGAATTCGAGCTCCGTCGACAAGCT
TGCGGCCGCACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGA

312 Aminosauren

MSKQSVTVIGLGPMGQAMVNTFLDNGHEVTVWNRTASKAEALVARGAVLAPTVEDALSANELIVLS
LTDYDAVYAILEPVTGSLSGKVIANLSSDTPDKAREAAKWAAKHGAKHLTGGVQVPPPLIGKPESSTY
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YSGPKDVFDAHEDTLKVLTNADYRGEDAGLAAMYYQAQMTIFWTTMLSYYQTLALGQANGVSAKEL
LPYATMMTSMMPHFLELYAQHVDSADYPGDVDRLAMGAASVDHVLHTHQDAGVSTVLPAAVAEIFK
AGMEKGFAENSFSSLIEVLKKPAVGDPNSSSVDKLAAALEHHHHHH

T7-Terminator
A B §

|
His-Tag

T7-Terminator
Iminreduktase
Iminreduktase

lacO o bla
T7-Promotor

{ 1acO
T7-Promotor

pET22b_IRED1-29 pET22b_IRED30-31

lacl

Abbildung 12.1. Plasmidkarten mit Genen der IREDs A IRED1-IRED29 mit N-terminalem Hisg-
Tagl1241291 B IRED30 und IRED31 mit C-terminalem Hise-Tagl!21]

12.2  Glucose-Dehydrogenase

Glucose-Dehydrogenase aus Bacillus subtilis 168 (ATCC 23857) mit Hitzemutationen
E170K und Q252L (786 bp)[*58 auf pACYCDuet-1

ATGTATCCGGATTTAAAAGGAAAAGTCGTCGCTATTACAGGAGCTGCTTCAGGGCTCGGAAAGGC
GATGGCCATTCGCTTCGGCAAGGAGCAGGCAAAAGTGGTTATCAACTATTATAGTAATAAACAAG
ATCCGAACGAGGTAAAAGAAGAGGTCATCAAGGCGGGCGGTGAAGCTGTTGTCGTCCAAGGAGA
TGTCACGAAAGAGGAAGATGTAAAAAATATCGTGCAAACGGCAATTAAGGAGTTCGGCACACTCG
ATATTATGATTAATAATGCCGGTCTTGAAAATCCTGTGCCATCTCACGAAATGCCGCTCAAGGATT
GGGATAAAGTCATCGGCACGAACTTAACGGGTGCCTTTTTAGGAAGCCGTGAAGCGATTAAATAT
TTCGTAGAAAACGATATCAAGGGAAATGTCATTAACATGTCCAGTGTGCACGAAGTGATTCCTTG
GCCGTTATTTGTCCACTATGCGGCAAGTAAAGGCGGGATAAAGCTGATGACAAAGACATTAGCGT
TGGAATACGCGCCGAAGGGCATTCGCGTCAATAATATTGGGCCAGGTGCGATCAACACGCCAAT
CAATGCTGAAAAATTCGCTGACCCTAAACAGAAAGCTGATGTAGAAAGCATGATTCCAATGGGAT
ATATCGGCGAACCGGAGGAGATCGCCGCAGTAGCAGCCTGGCTTGCTTCGAAGGAAGCCAGCTA
CGTCACAGGCATCACGTTATTCGCGGACGGCGGTATGACACTCTATCCTTCATTCCAGGCAGGCC
GCGGTTAA

261 Aminosduren; 28,074 kDa

MYPDLKGKVVAITGAASGLGKAMAIRFGKEQAKVVINYYSNKQDPNEVKEEVIKAGGEAVVVQGDV
TKEEDVKNIVQTAIKEFGTLDIMINNAGLENPVPSHEMPLKDWDKVIGTNLTGAFLGSREAIKYFVEN
DIKGNVINMSSVHEVIPWPLFVHYAASKGGIKLMTKTLALEYAPKGIRVNNIGPGAINTPINAEKFADP
KQKADVESMIPMGYIGEPEEIAAVAAWLASKEASYVTGITLFADGGMTLYPSFQAGRG
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T7-Promotor lac-Operator

—

BsiGDH_E170K_Q252L

T7-Terminator

pACYCDuet_Bs-GDH_E170K,-Q252L(-)

4511 bps

P15A origin

Abbildung 12.2. Plasmidkarte mit Gen der hitzestabilen GDH

12.3  Ganzzell-Katalysatoren

IRED20

1 origin ‘
GZK2
pETDuet_GDH_IRED20
7045 bps

lacl

Abbildung 12.3. Plasmidkarte des GZK2 (pETDuet_GDH_IRED20)

IRED20

GZK3 oon
pPETDuet_IRED20_GDH
7004 bps

Xhol

f1origin £ :"

Abbildung 12.4. Plasmidkarte des GZK3 (pETDuet_IRED20_GDH)
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13.

°C

a

R

ACN
ADH
AmDH
API
APS
Aq.
Bicin
BINOL
BisTris
Boc
BSA
BTB
ca.
CAR
CAST
CCK
conv.
d

d

DC
DCM
dd
DESY
dH>0
DIBAL
DKR
DMSO
DNA
dNTP
DPP
dr

dt

E. coli
EDTA
EE

ee
E-Faktor
EPA

ABKURZUNGSVERZEICHNIS

Grad Celsius

annus (Jahr)

Angstrom (10710 m)

Acetonitril

Alkoholdehydrogenase
Amin-Dehydrogenase

active pharmaceutical ingredients
Ammoniumperoxidisulfat
Aquivalente
2-(Bis(2-hydroxyethyl)amino)essigsaure
1,1'-Bi-2,2'-naphthol

Bis(2-hydroxyethyl)amino-tris(hydroxymethyl)methan

tert-Butyloxycarbonyl

bovines Serumalbumin
Bromthymolblau

circa

Carbonsdurereduktase
combinatorial active-site saturation test
Cholecystokinin

conversion

Dublett

day

Dinnschichtchromatographie
Dichlormethan

Dublett von Dublett

Deutsches Elektronen-Synchroton
destilliertes Wasser
Diisobutylaluminiumhydrid
Dynamisch kinetische Racematspaltung
Dimethylsulfoxid
Desoxyribonukleinsaure
Desoxyribonukleosidtriphosphate
Diphenylphosphat

diastereomeric ratio (Diastereomerenverhaltnis)

Dublett von Triplett
Escherichia coli
Ethylendiamintetraessigsaure
Ethylacetat

enantiomeric excess (Enantiomereniberschuss)

Environmental Factor (definiert als Kilogramm Abfall pro Kilogramm Produkt)

United States Environmental Protection Agency
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FDA US Food and Drug Administration

FDA Food and Drug Administration (Behoérde fir Lebens- und Arzneimittel)
g Erdbeschleunigung

GC Gaschromatographie

GDH Glucose-Dehydrogenase

GzZP Ganzzell-Protein

HCV Hepatitis-C-Virus

HEH Hantzsch-Ester

HEPES 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)ethansulfonsaure
His Histidin

HPLC high performance liquid chromatography

Hz Hertz

IB inclusion bodies

IPTG Isopropyl-B-p-thiogalactosid

IRED Iminreduktase

kb Kilobasen

kDa Kilodalton

Km Michaelis-Menten-Konstante

KPG Kerngezogenes Prazisions-Glasgerat

KP; Kaliumphosphat-Puffer

LB-Medium Luria-Bertani Medium

LDH Lactat-Dehydrogenase

m Multiplett

MAO Monoaminoxidasen

MCR Multikomponentenreaktion

MeOH Methanol

MES 2-(N-Morpholino)ethansulfonsaure

min Minute

MOPS 3-(N-Morpholino)propansulfonsaure

n.b. nicht bestimmt

NaCl Natriumchlorid

NAD* Nicotinsdureamidadenindinukleotid (oxidierte Form)
NADH Nicotinsdureamidadenindinukleotid (reduzierte Form)
NADP* Nicotinsdureamidadenindinukleotidphosphat (oxidierte Form)
NADPH Nicotinsdureamidadenindinukleotidphosphat (reduzierte Form)
NaH Natriumhydrid

NaOH Natriumhydroxid

NaP; Natriumphosphat-Puffer

Ni-NTA Nickel-Nitriloessigsaure

NMR Kernspinresonanzspektroskopie

NP Normalphase

Ns Nosyl

oD optische Dichte
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PAL
PCR
PDMS
PFK
PhNCO
PLP
PMP
ppm
PPTS

quint
RP

rpm

RT

s

s
SDS-PAGE
SET
SMD

t

TA
TBAB
TBHP
TBMAC
TB-Medium
td

TEA
TEMED
THF

T
TMP
TRIS
UVv/Vis
VCD

Vmax

ZRE

Phenylalanin-Ammoniak-Lyase
Polymerasekettenreaktion
Polydimethylsiloxan
Perfluorkerosin

Phenylisocyanat
Pyridoxal-5'-phosphat
para-Methoxyphenyl

parts per million
Pyridinium-p-toluolsulfonat
Quartett

Quintett

reversed phase

revolutions per minute
Raumtemperatur

Sekunden

Singulett

sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis
single electron transfer (Einelektronibertragung)
solvation model based on density
Triplett

Transaminase
Tetrabutylammoniumbromid
tert-Butylhydroperoxid
Tributylmethylammoniumchlorid
terrific broth Medium

Triplett von Dublett

Triethylamin
Tetramethylethylendiamin
Tetrahydrofuran

Schmelzpunkt
3,4,5-Trimethoxyphenyl
Tris(hydroxymethyl)aminomethan
Ultraviolett/Visuell

vibrational circular dichroism
Maximalgeschwindigkeit (Enzymkinetik)
Zellrohextrakt

chemische Verschiebung
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