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ZUSAMMENFASSUNG

Eine katalysatorkontrollierte Methode fur ,einfatiethylierungs-, bzw. Alkylierungsreak-
tionen von Heterozyklen mit mehreren Heteroatomenbeispielsweise Imidazole, Pyridone
und Pyrazole ist eine der Herausforderungen dahstischen Chemie. Geradlealkylierte
Pyrazole sind jedoch von grof3er Bedeutung fur hieakVirkstoffe. In der Natur knipfe&
Adenosylt-Methionin (SAM) abhangige Methyltransferasen (MTsieteroatom-Bindungen
mit unerreichter Préazision an einer Vielzahl an$$tdten. Trotz dieser Vielfalt besitzen wenige
Methyltransferasen ein breites (nicht-naturlicheshstratspektrum. Fir die Methylierung von
Pyrazolen, die nahezu nicht in der Natur vorkomnsamg daher bislang noch keine naturli-
cherweise evolvierten Enzymsequenzen bekanntdiser Arbeit war es daher eine enzyma-

tische Plattform fur die regioselektiieAlkylierung von Pyrazolen zu entwickeln.

In einem ersten Teil der Arbeit wurden drei potelhfpromiskuitiveN-Methyltransferasen in
der Literatur identifiziert und hinsichtlich einStartaktivitat mit Pyrazolen untersucht. Mit der
humanen Nicotinamid-Methyltransferase (NNMT) konnte eine geringe, tiegioselektive
Startaktivitat identifiziert werden. Die Kombinatigghylogenetischer und energetischer Be-
rechnungen durch den web-basierten FuncLib-Algorits! resultierte in einer kleinen,
fokussierten Mutantenbibliothek von 50 Pyrazol-Mifst mehrfachen Mutationen in den
aktiven Zentren der Enzyme. Diese Variantenbibk&ttvurde hinsichtlich ihrer Aktivitat und
Regioselektivitat mit sechs strukturell verschiegtenund asymmetrisch substituierten
Pyrazolen untersucht. Hierzu wurde ein Rdep-WelPlatten-Screening entwickelt, in dem
insgesamt mehr als 90 % der Varianten eine Aktivitd mindestens einem der untersuchten
Pyrazole zeigten. Eine Aktivitatssteigerung im \eich zum Wildtyp konnte fir 10-30 % der
Varianten beobachtet werden. Zudem wurde in delaxgenbibliothek eine hohe Diversitat an
Regioselektivitaten gefunden, darunter auch regardente Varianten. Die Charakterisierung
von sechs ausgewahlten Varianten mit gereinigtezymrergab im Allgemeinen Aktivitats-
steigerungen um einen Faktod 0. Zusatzlich fand sich auch eine Variante nmanoitischen
Aktivitdtsverbesserungen um Faktoren von 72 und fit8das jeweilige Pyrazol. Umso
bedeutender wird dieser Umstand, da dies bei gleitiber exzellenter Regioselektivitat bis zu
>99 % geschah. Im Vergleich dazu erzeugten die cod@ Methylierung und der NNMT-
Wildtyp fur alle Pyrazol-Substrate Produktgemischéie Anwendbarkeit von
Methyltransferasen ist jedoch aufgrund des teured gleichzeitig chemisch instabilen

Cofaktors SAM stark eingeschrankt. In einem Versmeh prinzipiellen Machbarkeit den
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vivo-Methylierung von Pyrazolen gelang es 3-Methylpgtamittels desE. colieigenen

Regenerationssystems fur SAM, mit Glucose als garzkohlenstoffquelle, zu methylieren.

Nach der regioselektiven Methylierung wurde dast&yshinsichtlich der regioselektiven
Alkylierung erweitert. Traditionelle chemoenzymahs Alkylierungen sind durch die
aufwandige Synthese alkylierter Methionin-Analogad uder komplexen, instabilen Alkyl-
donoren in ihrer Anwendbarkeit limitiert. Im Rahmdieser Arbeit wurde daher eine zyklische,
bienzymatische Kaskade zur Alkylierung von Pyraa@tabliert. In einem ersten Schritt wurde
hierfir eine promiskuitive HalogenidmethyltranstrgdNSA-Synthase) identifiziert die in der
Lage ist nicht-natlrliche SAM-Analoga (NSAs) ag#\denosylt-Homocystein (SAH) und
einfachen Halogenalkanen zu synthetisieren. Neloeiméthan, lodethan, lodpropan und
lodbutan konnten hier sogar teilweise analoge Chlod Brom-Alkane als weniger toxische
Ausgangsmaterialien eingesetzt werden. Mit der Hdskaus NSA-Synthase und NNMT-
Varianten konnte daraufhin die regioselektive Mé#&ryng und Alkylierung anhand zweier
Pyrazolein vitro demonstriert werden. Interessanterweise zeigte tserbei schnell, dass in
den gereinigten Enzymen gebundenes SAH fiur eingeaife Katalyse genigt. Der Verzicht
auf den teuren Cofaktor SAH ist ein bedeutenderi®ah Richtung einer Anwendbarkeit. Im
Rahmen der Arbeit konnte 1-Methyl-5-Cyclopropylmebdurch die bienzymatische Kaskade
Zu 62 % bei einer exzellenten Regioselektivitat ve®0 % generiert werden. In einer
praparativen Reaktion konnten 37 mg 1-Methyl-5-Ggobpylpyrazol mit einer exzellenten
Regioselektivitat (>97 %) produziert werden. Diehyierung und Propylierung von 3-
Cyclopropylpyrazol mit der Kaskade erreichte exawlt Regioselektivitdten von 98 %, bzw.

97 % des jeweiligen 1,5-Isomers.

Zusammengefasst demonstriert diese Arbeit einenpelie generalisierbare Methode, um
chemisch anspruchsvolle Alkylierungen von Heteroeso unter Katalysatorkontrolle durch-
zufuhren. Weiterhin konnte gezeigt werden, dasspuaengestitzte Werkzeuge zum Design
von Mutantenbibliotheken wie FuncliibauRerst effektiv sind. Auf diese Weise konnte eine
geringe Startaktivitdt eines Wildtyp-Enzyms in ekleine Familie von Pyrazdi-Methyl-
transferasen transformiert werden. Diese Arbeiinkdaher zusammen mit weiteren kurzlich
veroffentlichten Studien interessante neue Ansdtie die selektive Bildung vonC-

Heteroatom-Bindungen in bioaktiven Molekllen bieten
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ABSTRACT

A catalyst-controlled method for "simple” methytatj or alkylation reactions of heterocycles
with multiple heteroatoms, such as imidazoles,dqoymes and pyrazoles, is one of the challenges
of synthetic chemistry. HoweveN-alkylated pyrazoles in particular are of great amance

for bioactive agents. In natur&adenosyl-methionine (SAM)-dependent methyltransferases
(MTs) form C-heteroatom linkages with unmatched precision vade variety of substrates.
Despite this diversity, few methyltransferases pssa broad (non-natural) substrate spectrum.
Thus, no naturally evolved enzyme sequences arengstn for the methylation of pyrazoles,
which are almost absent in nature. The aim ofwlgk was therefore to develop an enzymatic

platform for the regioselectivd-alkylation of pyrazoles.

In a first part of the work, three potentially prisicuousN-methyltransferases were identified
in the literature and investigated with resped &iarting activity with pyrazoles. With human
nicotinamide N-methyltransferase (NNMT), a low, non-regioseleetigtart activity was
identified. The combination of phylogenetic and rgeeéic calculations by the web-based
FuncLib-algorithn#! resulted in a small focused mutant library of 5@agole-MTs with
multiple mutations in the enzymes' active sitess Mariant library was evaluated for activity
and regioselectivity with six structurally distiresdhd asymmetrically substituted pyrazoles. For
this purpose, a 24-deep-well plate screening waeldped, in which overall more than 90%
of the variants showed activity with at least origh® screened pyrazoles. An increase in
activity compared to the wildtype was observedli@30% of the variants. In addition, a high
diversity of regioselectivities was found withinetimutant library, including regiodivergent
variants. Characterization of six selected variamith purified enzyme generally revealed
activity increases by a factod 0. In addition, a variant with dramatic activitpmprovements
by factors of 72 and 118 for the respective pyrazehs found. This fact becomes all the more
significant since this occurred with simultaneouskcellent regioselectivity up to >99%. In
comparison, chemical methylation and the NNMT wifde generated product mixtures for all
pyrazole substrates. However, the applicabilitynethyltransferases is severely limited due to
the expensive and at the same time chemically blestafactor SAM. In an experiment on the
principal feasibility ofin vivo methylation of pyrazoles, 3-methylpyrazole wascegsfully
methylated usinge. colis own regeneration system for SAM, with glucoséhassole carbon

source.

After the achievement of the regioselective metiiyta the system was extended with respect

to regioselective alkylation. Traditional chemoemzyic alkylations are limited in their



20 ABSTRACT

applicability by the complex synthesis of alkylatewethionine analogs and the complex,
unstable alkyl donors. Therefore, within this waoak cyclic, bienzymatic cascade was
established for the alkylation of pyrazoles. In @stf step, a promiscuous halide
methyltransferase (NSA-synthase) capable of syrgingsnon-natural SAM analogs (NSASs)
from S-adenosylk-homocysteine (SAH) and simple haloalkanes wastifilesh In addition to
iodomethane, iodethane, iodopropane, and iodobutaren analogous chloro- and bromo-
alkanes could partially be used as less toxicistarhaterials. The cascade of NSA-synthase
and NNMT variants was then used to demonstrat@sefgctive methylation and alkylation
using two pyrazolem vitro. Interestingly, it quickly became apparent that-S#ound in the
purified enzymes was sufficient for efficient cggs. The elimination of the expensive
cofactor SAH is a significant step towards applitgb In this work, 1-methyl-5-
cyclopropylpyrazole could be generated by the hipratic cascade at 62% with an excellent
regioselectivity of >99%. In a preparative scaleact®on, 37 mg of 1-methyl-5-
cyclopropylpyrazole was produced with excellentiosglectivity (>97%). Ethylation and
propylation of 3-cyclopropylpyrazole with the cadeaachieved excellent regioselectivities of

98%, and 97% of the respective 1,5-isomer.

In summary, this work demonstrates a potentiallyegalizable method to perform the
chemically challenging alkylation of heteroatomgiencatalyst-control. Furthermore, it was
shown that computer-assisted mutant library desapis such as Funcli® are highly
effective. In this way, a low starting activity afwild-type enzyme could be transformed into
a small family of pyrazol®&l-methyltransferases. Hence, this work, togethdn ailher recently
published studies, could provide interesting newsyulities for the selective formation G

heteroatom bonds in bioactive molecules.
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1. EINLEITUNG

1.1 Regioselektive Methylierung: Eine Wunschreaktion de synthetischen

Chemie

Eine der verbleibenden Wunschreaktionen der orghrsgnthetischen Chemie ist die selektive
Methylierung von Molekiilen mit gleich mehreren dbinén Heteroatomen (Abb. B> N-
Methylierungen in der synthetischen Chemie werden allem durch Verwendung von
Methylierungsreagenzien wie beispielsweise Dimethifdt, Methyliodid, Methanol,
Diazomethan, Trimethyloxoniumtetrafluoroborat, Mggalladium oder Methyllithium
durchgefiihrt®”  Die meisten dieser Verbindungen sind aufgrund rihrstarken
Methylierungsfahigkeit  toxisch  und /oder bendtigertiefe  oder sehr  hohe
Reaktionstemperaturéf’l Einhergehend mit starker Methylierungsfahigkeithveinden
Regio- und Chemoselektivitat und Edukte mit mehrékéleteroatomen werden nicht-selektiv
methyliert”% Dies ist besonders der Fall fiirheterozyklische Verbindungen wie Pyrazole,
Pyridone und Triazole, bei denen die Tautomerieemer vergleichbaren Reaktivitat der
Heteroatome fiihft! Die Alkylierung solcherN-heterozyklischen Verbindungen verlauft
gewohnlich unter Substratkontrolle und resultiertPiroduktmischungen, die oft nur schwer
trennbar sindt? Die selektive Alkylierung erfordert daher den Eitisvon Schutzgruppéfy

und eine allgemeine katalysatorgesteuerte Alkyligrist bisher nicht existeft?

Deutlich wird die Notwendigkeit selektiver Alkyliengsmethoden, anhand der Vielzahl von
C-N-Alkylierungen in der medizinisch-pharmazeutisch@hemiel’®>!4 Hier sind hochste
Chemo-, Stereo- und Regioselektivitdten in der Nikalion von Wirkstoffgrundgeristen

erforderlich>1"1 Auch die Bedeutung voN-alkylierten Heterozyklen als wichtige Struktur-

Imatinib (anit-leukamisch)

Abb. 1: Mehrere Mdglichkeiten der Methylierung von Heteroatomen am pharmazeutischen Kinase-
Inhibitor Imatinib. Das selektive Adressieren dieser Heteroatome it groe Herausforderung fir die
synthetische Chemie. Abbildung verandert nach Btakeet all*!
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elemente in biologisch aktiven Wirkstofféfl, verdeutlicht, warum selektive
Alkylierungsmethoden regelmalRig weit oben auf dewngéhliste in der organisch-
synthetischen Chemie steh&f!® Daher konnten neue Methoden, die solche-Bindungen
selektiv bilden, aktuelle Syntheserouten vereinéaclund dartber hinaus neue Molekile

verfigbar machen, die bisher nur schwer oder gdat zuganglich sind.

1.2 Pyrazole als Schlisselstrukturen biologisch aktiveWirkstoffe

Stickstoff-Heterozyklen gehdren zu den in Pharmdkauam meisten vorkommenden
strukturellen Komponentdtf! So enthalten 84 % einer Datenbank von U.S. FDA
freigegebenen Wirkstoffen aus kleinen Molekilen eider mehrere Heteroatome und
insgesamt 59 % eineM-Heterozyklug!® Als Schlusselstrukturen tragen fiinfgliedrige
Heterozyklen aufgrund ihrer herausragenden pharpfaken und biomimetischen
Eigenschaften unter anderem malfgeblich zur Verhesgenoderner Agrochemikalien und
Pharmazeutika béit?%-?4lInsbesondere Pyrazole zeigen vielfaltige bioakiiekungen auf
Pflanzen, Tiere und Mensch&r/>2¢l Pyrazole sind fiinfgliedrige, ungeséttigte Hetekbeay,

die zwei vizinale Stickstoff-Atome in ihrem Ringsgs tragen und meist einen aromatischen
Charakter zeigen. Die Stammstruktur der Pyrazdaled&s nichtsubstituierte H-Pyrazol
(Abb. 2A). Haufig sind Pyrazole an den Kohlens#@témen Cs, C4 und Cs substituiert
(Abb. 2B), was je nach Anzahl und Art der Substitoén zu einer molekularen Asymmetrie
fuhrt.

Obgleich Pyrazole duRerst selten in natiirlichem@#tn vorkommef,! sind sie Bestandteil
vieler biologisch aktiver und pharmazeutischer Wiokfe, in denen sie unter anderem
antimikrobiell?82%  antiviral?®3%,  antidepressi¥'®Y, antioxidatiV®?!, anticonvulsit?®),
antiprotozoisch*, blutdrucksenker®!, entziindungshemmértf3"  fiebersenkenidf!,
fungizid®*  herbizid*?*4 insektizid***  krampflosend, krebshemmétd und

schmerzstillend® wirken.

Unter diesen Verbindungen finden sich auch hawig®le, die an einem der Ringstickstoffe
methyliert wurden (Abb. 3). Diese zusétzliche Adliteiner Methylgruppe kann zum Beispiel
die Lipophilie, die Membranldslichkeit und -gangagkerhéhen und die Verbindungen vor dem
enzymatischen Abbau im  Wirkorganismus schutZeH® Somit kann der

Wirkstoffmetabolismus gezielt und effizient gesteéweerden. Diese Methylierungen kénnen
auch die Konformitat kleiner Molekile durch stede&&onische und sterische Effekte

verandern, sowie schwache Wechselwirkungen in RamnLondon Dispersionskréften tber-
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1-H-Pyrazol R4 =H, Alkyl, Aryl 1,3-Isomer 1,5-Isomer

Abb. 2: Struktur von Pyrazolen. Stammstruktur von Pyrazohj, Grundstruktur substituierter Pyrazok) (und
Tautomerisierung von einfach substituierterd-Rydrazol(C).

tragen, die die Bindungsinteraktionen zwischen hdgn und biologischen Targets modulieren
kénnen. Weiterhin zahlen N-methylierte Pyrazole zZu den starksten
Wasserstoffbriickenakzeptoréh!>475051 Aus diesen Griinden gehort die strategische
Platzierung von Methylgruppen heute zu den am pétéh angewandten Funktionalisierungen
in pharmazeutischen Wirkstoffés! Die bis dato am haufigsten gewéhltede novo Ansétze
zur Herstellung mehrfach substituierter Pyrazoldgd umfassen die Kondensation von
substituierten Hydrazinderivaten mit bifunktionaisen Carbonylverbindungen, die 1,3-
dipolare [3 + 2]-Cycloaddition von Alkinen und D@a#rbindungen, sowie die
Ubergangsmetall-katalysierte Kreuzkupplung an migdr substituierten Pyrazol&re5s]

Alternativ ermdglicht die spate Funktionalisieruege-stagé die Modifikation von Molekdil-
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Abb. 3: Beispiele von bioaktiven Agrochemikalien ud Pharmazeutika, sowie chirale Synthesebausteine mi
N-methylierten und N-alkylierten Pyrazol-Kernstrukturen.
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en an vielfaltigen Reaktionszentren zu verschiedém@aktiven Wirkstoffen in einem spateren
Syntheseschritt, was Synthesen und Ausgangsmaariaginsparen kanf> Die
regioselektiveN-Alkylierung ambident nukleophiler Pyrazole ist geth aufgrund der starken
Tautomerisierung (Abb. 2C) und der damit verbundegieichwertigen Reaktivitat beid®k-
Atome aus chemischer Sicht problematigér?-5556]

1.3 Chemische Methylierung und Alkylierung von Heterozlen

Die Methylierung ist die einfachste Form der Alleyling und beschreibt zum einen die
Addition einer Methylgruppe an ein Substrat, alshadie Substitution eines Atoms oder einer
Atomgruppe durch eine Methylgruppe. Abhangig von Reaktionsfihrung, der Stoffklasse

des zu methylierenden Substrats und des Methylsneagenzes laufen Methylierungen nach

unterschiedlichen Mechanismen&b.

Besonders haufig werden Methylierungsreaktioneretektrophilen Methylierungsreagenzien
wie Methyhliodid®1 Dimethylcarbonat® und Dimethylsulfdt® durchgefilhrt. Diese
Agenzien methylieren Substrate mit nur einem Nuybelo Gber einen konzentriert
verlaufenden @-Mechanismu8” &uRerst schnell und effektiv. Die regioselektive
Methylierung einzelner Atome in Molekilen mit nuggghilen Zentren ist jedoch schwierig.
Das ist vor allem der Fall fur Pyrazole, da in dieHeteroaromaten aufgrund spontaner
Tautomerisierung beidé-Atome eine nahezu gleiche Reaktivitat aufweisdn(A2C)** Dies
fuhrt bei asymmetrisch substituierten Substraterimar Bildung von Produktgemischen aus
Regioisomeren (Abb. 4A). Das Verhéltnis dieser Misggen hangt maf3geblich von der Wahl
der Substituenten ab, die durch sterische undrelgkthe Einflisse auf die Regioselektivitat
wirken. Dabei kommt besonders der Sterik von Stumstien grof3e Bedeutung zu, da ein
raumeinnehmender Substituent in direkter Nachbafscaines derN-Atome das freie
Elektronenpaar gegen elektrophile Angriffe absckmnkann, sodass die Reaktion bevorzugt
am entferntererN-Atom stattfindet®® Auch mesomere Effekte (+M-Effekte) eines z. B.
aromatischen oder funktionalisierten Substituemeimmen Einfluss auf die Elektronendichte
im -System des Pyrazols und modulieren somit die Nysigie der Ringstickstoff€ Wird

die Tautomerisierung durch chelatbildende oder ggirende Gruppen eingeschrankt,
verlangsamt, oder gar verhindert, kann auch didigeRegioselektivitat der Alkylierung direkt
bestimmen. Zusatzlich kann die Wahl des Alkyliersneggenz ebenfalls durch sterische und

elektronische Effekte die Regioselektivitat beeisfleri®?
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Trotz all dieser Einflussmdglichkeiten sind vollstiig regioselektive Methoden selten. Selbst
bei regioselektiver Reaktionsfiihrung entsteherdbai meisten Alkylierungen, und besonders

beim Methyltransfer, Produktmischungen. Diese faeisen durch die Kombination aus Sub-

A
N chemische Me
HN\j/R Methylierung Me\Nb/R . N/N Me
_ _ v
1,3-Isomer 1,5-Isomer
Beeinflusst durch: - Sterik der Substituenten/ Methylierungsreagenzien
- Mesomere- und induktive Effekte der Substituenten
- Koordinierung der Alkyldonoren durch das Substrat
B I\I/Ie
HNd\Tlvle Me;SO,, NaOH - Me\N\/_N\7/Me , N Me
_ > _ \ /]
3-Methylpyrazol 1,3-Dimethylpyrazol 1,5-Dimethylpyrazol
57-60 % 40-43 %
Me
M62804 I
> Me ~ /N + 'N
N N N
Mel W/
3-Phenylpyrazol 1-Methyl-3- 1-Methyl-5-
Phenylpyrazol Phenylpyrazol
76-79 % 21-24 %

0

. @) NMe, MeZN)Jﬁ
NN MgBr, i-Pr;NEL TN/N\ N, N
) T _ Y

3-Cyanopyrazol 1-Methyl-3- 1-Methyl-5-
Cyanopyrazol Cyanopyrazol
24 % 76 %

Abb. 4: Die elektrophile Methylierung von asymmetrschen Pyrazolen (R H) mit chemischen
Standardreagenzien resultiert in Produktgemischen en Regioisomeren.(A) Sterische und elektronische
Effekte von Substituenten beeinflussen die Regaisieitat in elektrophilen Alkylierungsreaktionemer
sterische Anspruch eines Substituenten schirmtZiggang zum freien Elektronenpaar des Stickstoffataim
Mesomere Effekte verschieben die Elektronendictde dSystems. Dirigierende Gruppen stabilisieren ein
TautomerB) Beispielhafte Methylierung und Alkylierung vonmayolen. Die Methylierung von 3-Methylpyrazol
(oben) mit Dimethylsulfat (M&Qu)©364, von 3-Phenylpyrazol (mittig) mit M80Os und Mel und Alkylierung
von 3-Cyanopyrazol mit 2-Bromi;N-Dimethylacetamid (unten) fithren zu Produktgemisdfié
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straten, eingesetzter  Alkylierungsreagenzien unds ddReaktionsmediums das
Isomerenverhaltnig:57:61.65661 5o entsteht beispielsweise bei der Methylierung \&
Methylpyrazol mit Dimethylsulfat eine 60:40 Misclgirder beiden mdglichen Produkte
(Abb. 4B), die in der Folge aufwandig separiert adeer mus&2¢4 Die Methylierung von 3-
Phenylpyrazol dagegen erzeugt favorisiert durchstiemschen und elektronischen Einfluss der
Phenylgruppe das Produkt 1-Methyl-3-Phenylpyrazdier entsteht das nichtfavorisierte
Produkt 1-Methyl-5-Phenylpyrazol mit Dimethylsulfals Methylierungsreagenz zu 245%

mit Methyliodid nur noch zu 21 B8 Die Alkylierung von 3-Cyanopyrazol mit 2-BromN-
Dimethylacetamid als weiteres Beispiel resultibgrfalls in einer Produktmischung von 76:24
fur das 1,5-Isomer. Die einzige Mdglichkeit einedlligen Regioselektivitat bietet die
Schutzgruppenchemie, haufig unter Einbul3en deadstund mit aufwéndigen Prozessen zur
Aufarbeitung der Produki®’! Methoden, in denen ein Katalysator die (Regiode8witat
einer Alkylierung solcher ambidenter Heterozyklemtolliert, sind obgleich umfangreicher
Forschung in der chemischen Katalyse derzeit kaxistemt!>* Eine solche Methode kénnte
jedoch bereits existierende Synthesen vereinfacinenden Weg zu neuen, komplexen und

schwierig zu alkylierenden Produkten ebnen.

1.4 Methylierung in der Natur

Die Natur hat jedoch in der Evolution Methoden Btcategien zur Synthese komplexer und
bioaktiver Molekule entwickelt, die den katalytiethProzessen der synthetischen Chemie in
Hinsicht auf Selektivitat, Effizienz und Nachhakejt oftmals Uberlegen sind. Daraus
resultierte in den vergangenen Jahren ein steigelderesse der synthetischen Chemie an
biokatalytischen Methoden fir die Synthese schgeriund/oder bisdato unmaoglicher
Reaktionert®®"2 Die selektive Alkylierung von Heteroatomen wird ofer Natur von
verschiedenen Enzymen mit beispielloser Prézisiod ktivitat durchgefuhrt’®’# So

knupfen MethyltransferaseébrHeteroatom-Bindungen mit hoher Selektivitat undiikat.

Neben Cobalamin-abhangigen Methyltransferé&étwird die groRte Familie innerhalb der
Transferasen durcls-Adenosylt-Methionin (SAM) abhangige Methyltransferasen (MTS)
gebildet. Diese MTs sind in der Natur allgegenvgguind methylieren unter SAM-Verbrauch
und der Bildung vonS-Adenosylt-Homocystein als Nebenprodukt eine Vielzahl von
Substraten. Das Substratspektrum von MTs beinhaitetr anderem DNA, RNA, Proteine,
Peptide und kleine Molekiille (Abb.BY.””"8 DNA-MTs wirken regulatorisch auf die

Epigenetik von Organismen €ff! Protein-MTs modifizieren unter anderem die Eigdiagien
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Abb. 5: Beispielsubstrate von Methyltransferasen.A) DNA- und RNA-Methyltransferasen methylieren
Cytosin bzw. Adenin.B) Protein-Methyltransferasen methylieren Lysin uAdginin. C) C-, O- und N-
Methyltransferasen fir kleine Molekile methylierara. Steroide, Geschmacks- und Geruchsstoffe, sowie
Alkaloide. Abbildung inspiriert von Tang (20263

von Enzymer? und kleine Molekiile-MTs sind an der Synthese voetdWoliten des
Sekundarstoffwechsels beteillgft. Beispielsweise ist das Produkt 1-Methylnicotinardit
NicotinamidN-MT (NNMT) ein Abbauprodukt von NAD das ein Schltisselmolekdl in der
Modulation des energetischen Metabolismu&isDurch die Erzeugung aktiver Metabolite
und die Beeinflussung des SAM/SAH-Verhaltnisses,wiso der Balance des
Zellmethylierungszustandes ist die NNMT in etliametabolische Pfade involvidft! Dies
fuhrt zu einer Beteiligung der NNMT in vielerlei &mkheiten wie beispielsweise diverse
Krebsartel$°2% ParkinsoR%°Y Fettleibigkeit und Diabetes Typ2 % Herzkrankheitelf®),
Chronisch obstruktive Lungenerkrankung (COBM)Arterioskleros€”! und Zirrhos€®. Die
Methylierung von Histamin ist ein kritischer Schith Abbau von Histamin und unter anderem
von Wichtigkeit fur die Aufrechterhaltung neuroliglscher Prozess€! Eine Fehlfunktion
der HistaminN-MT resultiert hierbei vor allem in allergischen d@ké&one®? und

degenerativen Erkrankungen des Gehii#s.

1.4.1 Struktur von Methyltransferasen

Methyltransferasen werden aufgrund ihrer hohen k8trédhnlichkeit nach derzeitigem

Kenntnisstand in 5 Klassen (Klasse I-V) untertgibb. 6)[2°2 Aufgrund der zunehmenden
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Strukturaufklarung und der breiten Substratspekeathalten diese Klassen die
vielversprechendsten Enzyme fiir eine biotechnotbgisAnwendund.” Die Klassen II-IV
beinhalten vor allem Enzyme, deren Strukturmotittese vorkommt, wie die MetH-
Reaktivierungs-Domaéne (Klasse IlI), die Precorriftf-(Klasse Ill) und die SPOUT-Familie
der RNA-MTSs[192103K|asse V MTs, auch bekannt als SET-Domane MTsadten vor allem

Mitglieder der Protein-Lysin-MTs, die vor allem Eukaryoten gefunden werd&f:104-106l

Eine neue Klasse von MTs, die SAM-Radikale genetrd zur Ubertragung von Methyl auf
nicht-aktivierteC-C-Bindungen nutzen, wurde 2001 der Superfamilie $#&M- abh&angigen
Methyltransferasen hinzugefU$ft”! In der Klasse | der SAM-abhéngigen MTs finden sich
neben allen DNA-MTs die meisten MTs, die kleine Balle besonders aus sekundéren Stoff-

Klasse | Klasse Il Klasse lll
DNA-Methyltransferase MetH-Reaktivierungs- Precorrin-4-
Domane Methyltransferase

SPOUT-Klasse Klasse V SAM-Radikal-
RNA-Methyltransferase SET-Methyltransferase Methyltransferase

Abb. 6: Einteilung von Methyltransferasen (MTs) in verschieden Klassen anhand ihrer Struktur.MTs
besitzen trotz geringer Sequenzibereinstimmungefighgine ahnliche Faltung. Daher kdnnen MTs anhibret
Struktur in verschiedene Klassen eingeteilt werdzie. abgebildeten Strukturen entstammen den PDRiBat
4wxx, 6bm6, 1cbf, 3aia, 1mvh, 6fz6. Abbildung imggit durch Trievekt all'®2 und Chouhaet allt%”
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wechselwegen zu ihren Substraten zahlen. Obwol8elieienzahnlichkeit dieser Klasse I-MTs
teilweise weniger als 10 % betragt, zeigen dietilistrukturen einer Vielzahl dieser Enzyme
eine bemerkenswerte strukturelle Ubereinstimmung @mer Rossmann-ahnlichen
Superfaltung”1°®lund sind zwischen ~200-500 Aminos&uren (AA) ldved einem Molekular-
gewicht (MW) von ~25-55 kD&% Die MT-Grundstruktur besteht aus Faltblattern, die
jeweils von -Helices umgeben sind (Abb. 7A). Allerdings sindsdaders dieN- und C-
Termini, sowie die -Helix C mit den umgebendeboops nicht konserviert und variieren

teilweise stark zwischen den verschiedenen MTSs.

Eines der Enzyme mit der Klasse | Rossmannfaltehdie NNMT (Abb. 7). Sie besteht aus
264 Aminosauren (AA) und hat ein Molekulargewiclinv29,6 kDa. Pengt al konnten
zeigen, dass die NNMT-Struktur mehrere Modifikadnrder konservierten Rossmannfaltung
aufweist!1% So sind etwa zwei-Helices amN-Terminus und eine umgekehrt eHaarnadel
von Y203 bis S212 hinzugeflgt, die zusammen eirepfie" Gber dem aktiven Zentrum bilden.
Des Weiteren sind zwetHelices innerhalb von W107-A134 eingefligt, dieeamen Satz von

flankierenden Helices angrenzen (Abb. 7B).

Auch die Phenylethanolamid-Methyltransferase (PNMT) weist einige Modifikatem zur
konservierten MT-Faltung auf. So sind am-Terminus zwei -Helices eingeflugt.

Ungewohnlicherweise tragt das Enzym-RBielices zwischenB und 3, eine Loop-Region an-

A K B

Substrat

,Kappe“ Uber dem
aktiven Zentrum

Abb. 7: Topologie der konservierten Rossmann-Faltug von Klasse 1S-Adenosyli-Methionin (SAM)
abhangigen MethyltransferasenA) Topologie von MTs mit angedeuteter Cofaktor- @uibstratbinderegionen.
-Helices sind als blaue Rechtecke dargestelRaltblatter als gelbe Pfeile. Nichtkonserviertal wariierende
Regionen (auch-Helix C) sind in grau dargestelB) Topologie der humanen NicotinamiMethyltransferase
(NNMT, pdb 2iip). Abweichungen von der konserviert&ernstruktur sind in Rot (Helices) und Blau
(umgekehrte -Haarnadel) dargestellt, Nicotinamid (NCA) in Cya®Adenosylt-Homocystein (SAH) in
Schwarz und das aktive Zentrum ist als grauer Saaingedeutet. Abbildung veréandert nach Maatial"") und

Penget all*1%
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stelle der sonst in MTs verhaltnismaRig konsergrertHelix C. Ebenso unkonventionell ist
das Vorhandensein einer kleinetHelix zwischen 4 und D, zwei gegenlaufig angeordnete
-Faltblatter zwischen5 und E, sowie ein -Loop zwischen 6 und 7. Diese besonderen
Modifikationen filhren dazu, dass PNMT eine in MTaltene, geschlossene Substrat-
bindetasche aufweist. Zu den strukturellen Besdredmn zahlt dariiber hinaus das Fehlen

einer Modifikation des C-terminaldroops!*'!!

1.4.2 Mechanismus der enzymatischen Methylierung

Die enzymkatalysierte Methylierung kleiner MolekiNerlauft gewdhnlich nach einem
bimolekularen Substitutions-MechanismusZSAbb. 8A). Durch diesenn3-Mechanismus

kobnnen MTs eine Vielfalt an Nukleophilen selektivetimylieren. Die Bandbreite dieser
Nukleophile reicht von einfachen Halogenid-lonefi,(Br, 112113 pis hin zuO-, N- undC-

Heteroatomen und selter®r Se, Te- undAs-Nukleophile.

Die Aciditat desS‘Atoms von SAM ermoglicht den enzymatischen Metiaylsfer. Ursache
dieser hohen Aciditét ist die zu Ubertragende Mgtlyppe, die zu einer partiellen positiven
Ladung am Schwefel des SAMs fihrt. Dadurch erhigltMethylgruppe einen elektrophilen
Charakter und kann leicht von einem nukleophilertekmtom angegriffen werdéni?l
Ausgeldst wird die Methylierung durch die raumlichanaherung des Substrats an die zu
Ubertragende Methylgruppe von SAM. In dieser re&ktiKonformation wird gewdhnlich ein
Abstand von 3-5 A zwischen der Methylgruppe von SAldw. demS-Atom von SAH und

dem als nukleophil agierenden Heteroatom beoba@hibet 8B)[110:114118150 weist der ternare

A
= NH, = NH,
< <
N \
CHs;
SNZl H,N HoN

HO OH HO OH
(S,S)-Adenosyl-L-Methionin S-Adenosyl-L-Homocystein

Abb. 8: Mechanismus der enzymatischen Methylierungdurch Methyltransferasen. A) Bimolekularer
Substitutionsmechanismus \@& von Methyltransferasen am Beispiel der Nicotifgki-Methyltransferase
(NNMT). B) Fur die selektive Methylierung missen das Niaotiid (NCA) undS-Adenosylt-Homocystein
(SAH) in einer reaktiven Konformation ausgerichierden. Abbildung verandert nach Pexgl!%
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NNMT-SAH-NCA-Komplex Abstdnde des NCA-Stickstoffaim SAH-Schwefelatom im
Bereich von 3,5 bis 4,2 A auf (Abb. 8B). Did$eS-Abstande sind etwas groRer als die Summe
der Kohlenstoff-Schwefel- (Donor) und KohlenstotfeRstoff-Einfachbindungen (Akzeptor)
(1,8 bzw. 1,5 A). Sie stimmen mit dem uberein, fiiagin Si2-dhnliches Intermediat mit einer
linearen Anordnung der AtomBnca-Nukieophily CMethyl)-SSAH-Abgangsgruppe)ZU €rwarten ware.
Diese beobachteten Abstdnde sind zudem vergleichibalen in anderen Methyltransferasen
gemesseneh!® Loring et al konnten zeigen, dass fiir den Reaktionsmechanisuaist SAM

in das Enzym bindet, gefolgt von NCA. Nach einemekdlangszustand, in dem es zur
Methylgruppenibertragung auf NCA kommt, wird zudisthylnicotinamid und danach SAH
freigegebenrt'® Der Methyldonor SAM ist nach AdenosintriphosphafT®} das haufigste
Substrat von Enzymé&a™ und wirdin vivo durch die Methioninadenosyltransferase (MAT)
gebildet!*®l Der GroRteil des in den Zellen vorhandenen SAMas. (80 %) wird fiir
Methylierungsreaktionen aufgewarttt! Das chirale Zentrum der Sulfoniumgruppe des
Molekuls fiihrt dazu, dass SAM in zwei verschiedeBeimeren vorliegf?? Bis auf wenige
Ausnahmei?!l ist nur das $,9-Diastereomer biologisch aktiv, fiir daR,§-Diastereomer ist
sogar ein zumeist inhibitorischer Effekt gegeniibTs beschriebef?? Fur das hohe
Ubertragungspotential der Methylgruppe ist die Atgidder Tioethergruppe mit einem pK
Wert von -5,4 verantwortlich, die am Schwefel pegieladenen ist?®! Die Tatsache, dass die
meisten methylierten Nukleophile deutlich schwaehfzide ausbilden fihrt in der Folge dazu,
dass der Methyltransfén vivo nahezu irreversibel ist. Diese hohe Reaktivitattfjedoch zu
einer chemischen Instabilitdt von SAM. So betrdgtialbwertszeit in wassrigen Lésungen
bei pH 8,0 weniger als 1618 unter sauren Bedingungen wird unter anderem dieveiel-
Kohlenstoff-Bindung hydrolysiert:?¥ wohingegen bei einem pHL,5 sich der Zerfall deutlich
reduziert!?® Diese Instabilitat, kombiniert mit hohen Kostem 8AM und das Fehlen eines
effizienten Regenerationssystems fuhrt dazu, dasthWtransferasen in der Industrie bislang

kaum eine Anwendung finden.

1.5 Regeneration vonS-Adenosyl4 -Methionin

In der Natur regenerieren Organismen den Cofaktd 8ach dem Methyltransfer durch eine
MT in einem ersten Schritt durch die Hydrolyse \&&H mittels SAH-Hydrolase (SAHH) zu
L-Homocystein und Adenosin. Adenosin wird darauftmndrei Schritten von Kinasen zu
Adenosintriphosphat (ATP) phosphoryliert, unrthomocystein zu-Methionin (Met) mithilfe
von Methyltetrahydrofolat durch die Methioninsyndkaremethyliert. Durch die finale
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Kondensation von Methionin und ATP durch die Metiimadenosyltransferase (MAT) wird
im letzten Schritt des Kreislaufs SAM erneut beyestellt.[*18123.126]

Mordhorstet al gelang es 2017 erstmalig einervitro-Kreislauf fiur die Synthese von SAM
darzusteller?”! Die Regeneration des Cofaktors gelang in diesesafnpriméar anhand der
Regeneration von ATP durch die Adenosinkinase (AB#gSaccharomyces cerevisjamwie
Polyphosphatkinasen | und Il (PRK und PPK-Il) aus Acinetobacter johnsonii bzw.
Sinorhizobium meliloti(Abb. 9) Als Methyldonor dient in stochiometrischélengen die
kostengunstigere und chemisch stabile Aminosétivéethionin. Anders als im nattrlichen
Vorbild wird L-Homocystein nicht wieder in den Kreislauf zurtckdpet. Mit diesem Prinzip
gelang es den Cofaktor SAM in regioselektiven Mbghyngsreaktionen mit bereits bekannten
oder natlrlichen Substraten von jeweils zwei vaestdnen NMTs und OMTs in bis zu 11
Zyklen zu regenerieren. Eine lineare Bereitstelfkagkade von SAM fuhrte zu einer deutlich
hoheren Produktbildung. Ein Vergleich der beidegdteationsmodelle Iasst vermuten, dass

der limitierende Schritt der zyklischen Kaskade Diegradation von SAH durch SAHH dar-
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Abb. 9: In vitro Regenerationssystem fus-Adenosyl4 -Methionin (SAM) nach Mordhorst et al L-Methionin
dient als stdchiometrisches Substrat und wird duddal Methioninadenosyltransferase (MAT) zu SAM
kondensiert. Nach erfolgtem Methyltransfer wird désbenprodukiS-Adenosylt-Homocystein (SAH) durch
SAH-Hydrolase zu Adenosin undHomocystein hydrolysiert. Abbildung verandert nadbrdhorstet all*?”]
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stellt!*?”l Eine Anwendung des zyklischen Regenerationssystdass aus insgesamt sechs
Enzymen und 14 Metaboliten besteht, ist jedoch saingv Die Vielzahl der bendtigten

Enzyme schrankt die Reaktionsbedingungen und dist&ivielfalt ein. Dartiber hinaus ware
es teuer in der Skalierung in industriell relevaktaf3stabe und nur komplex tber Enzym-

Engineering anzupassga®1?7]

Jungst wurde von Liaet al ein grof3er Schritt in Richtung dervitro-Regeneration von SAM
erreicht. Unter der Verwendung einer Halogenidmigthysferase (HMT) aus
Chloracidobacterium thermophiluomd einfachem lodmethan als Methyldonor wird eséim
System SAM aus dem Methyltransferasenebenprodukt @generiert (Abb. 1052

HMTs sind in verschiedenen Organismen aus allerehstereichen wie Bakterien, Pilzen,
Halophyten und Algen fir die Bildung von Methylhgémiden verantwortlich, indem sie die
Methylgruppe von SAM auf Halogenid-lonen wie lodid, Bromid (Br) und Chlorid (Ci)
Ubertragertt!?! Die Enzymklasse der HMTs ist jedoch bislang kaueitevgehend erforscht.
Bislang wurde erst in jungerer Vergangenheit eimzige Kristallstruktur einer HMT aus
Arabidopsis thaliandeschriebeft*?! Die bislang umfassendste Studie zu HMTs wurdeatdur
Bayeret al durchgefuhrt. In einer breit angelegten metagescmen Untersuchung wurden
aus der NCBI-Datenbank 89 mutmafiliche HMTs ausRkneichen der Plantae, Fungi und
Bacteria untersucht*® Alle beschriebenen Enzyme waren zu dem Methylfeanson SAM
auf I, Br und Ct fahig. Die Triebkraft der intrazellularen Halogestimanbildung ist vermutlich
auf das Entfernen der Produkte aus dem Reaktidobgkwicht zuriickzufiihreh?! Im Falle
des gebildeten Halogenmethans geschieht dies diwaporation, wahrend SAH degradiert
wird 112123 Der genaue metabolische Nutzen istdago jedoch nicht eindeutig festgestellt.
Der gangigen Hypothese nach erfillt die BildungsdieHalogenmethane eine regulatorische

Aufgabe als Methyltransport&t?!

Ausgangspunkt des neuen SAM-Regenerationssystemsivmadie Beobachtung, dass das
Gleichgewicht der natirlichen Reaktion von HMTsteig der Uberschiissigen Zugabe von
lodmethan und lediglich katalytischem Einsatz voAHSumkehrbar istt?®l Laoet al.
demonstrierten dieses Regenerationssystem anhandMdthylierung von Histidin zu
Trimethylhistidin, einem Vorlaufer des vulnerabl&mgothionins, durch die HistidiN--
Methyltransferase EgtD. HPLC-Analysen zeigten jédoass die SAHH das katalytische SAH
in den Reaktionen hydrolysiert, das zu einer Littotader Produktivitdt des Systems fuhrt.
Durch die Produktion der Enzyme in einem SAHH-defiten Stamm konnte schlussendlich

ein Umsatz von 97 % mit bis zu 290 Regeneratiorismy&rreicht werden.
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Substrat Substrat—Me
3 H,N H,N
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Abb. 10: SAM-Regenerationssystem durch Transmethydirung von S-Adenosyl+i-Homocystein (SAH) zu
S-AdenosyldL -Methionin (SAM) durch eine Halogenid-Methyltransferase (HMT) und lodmethan (Mel).
MT, Methyltransferase. Abbildung verandert nacholéa al*23!

Nach weiterer Optimierung waren sogar 580 Regeioesztyklen moglich. Die Konzentration
von SAH im stationdren Zustand betrug dabei nuM2hei eingesetzten 50 pNF3! Dies ist
von besonderem Vorteil, da wie bereits beschrieberie MTs an einer Produktinhibition
durch SAH leiden. Eine nichtenzymatische Methylngyiwwvon SAH oder Histidin wurde von
den Autoren nicht beobachtet. Die Anwendbarkeit 8gstems wurde zusatzlich fur die
selektive Methylierung von verschiedenen SubstrateKombination mitO-, N- und C-
spezifischen MTs demonstriert. Die vier Enzyme #wdglO-MT, Putrescin-NMT, -
Ketovaleriansaur€&s-MT (SgvM) und CoumarirGs-MT (NovO) konnten in der Kaskade mit

guten Aktivitaten ihre natiirlichen Substrate metrgn!*??!

1.6 Anwendung von SAM-abhéangigen Methyltransferasen in der

Biokatalyse

Promiskuitive Methyltransferasen wurden bislang ptséichlich in  Kombination mit
metabolischem Engineering zur Erzeugung von systttetrelevanten Produkten in ihrer
naturlichen Aminoséuresequenz eingesetzt. Ein Beispierfir ist die Produktion
Geruchsstoffs Vanillin durch CatechotMTs (COMT)[*281291 Aych die Synthese des
Antibiotikums Novobiocin ist im Zusammenhang min&in metabolischen Engineering
beschriebef* Die Uberexpression der SAM-Synthase fiihrte inraivesteren Studie zu einer
erhohten Produktion des Antibiotikums Actinorhoil In einem engineerte. coli-Stamm
konnte die Synthese von Opiaten unter anderem ddechEinsatz der (R)-Reticulin-MT
realisiert werde®-*?l Die Expression einer Phenylalkylamin-MT E coli erméglichte die

Produktion von Adrenalift®¥! Auch diein vivo-Methylierung inE. coli von Coclaurin durch
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die Coclaurin-NMT wurde bereits gezeljt! Generell wird in diesen Biokatalysen die
Produktivitat durch ein Stamm-Engineering erhthte Merwendung optimierter Methyl-
transferasen konnte hier neben einer Produktigiti@itgerung auch den Zugang zu neuen

Substraten bieten.

1.7 Enzyme Engineering von Methyltransferasen

Ein Enzyme-Engineering von MTs wurde bislang haufiter der Pramisse des Verstandnisses
der Reaktionsmechanismen von NMTs, der Bindung @véentierung der natirlichen
Substrate durchgefiihrt. Dennoch gibt es auch eingoffentlichungen, in denen
verschiedendd-Methyltransferasen direkt modifiziert wurden, weaach haufig in einem
enzymologischen und nicht unter einem biokataliméscAspekt. Bhuiyat al demonstrierten
2010 die Mutagenese der Phe@BMethyltransferase zu einer neuen MonoligndD4-
Methyltransferase, indem sie eine direkte Evolutiand eine strukturbasierte iterative
Sattigungsmutagenese anwan#féh Die finale Dreifachmutante erhdhte die Substrat-
Bindefahigkeit des monomeren Lignin-Vorlaufers Mbagiool, die katalytische Effizienz und
fuhrte zu einepara-selektiven Methylierung. In einer weiteren Arbeit Hybrid-Espen fuhrte
die Expression dieses Enzyms zu einer um 62 % &hdtreisetzung von Einfachzuckern und
in Folge zu einer um 49 % erh6hten Ausbeute anrieltfér Biotreibstoffe nach enzymatischer
Digestion und Fermentation in Hété® Joeet al konnten 2010 in einem weiteren Beispiel
anhand einer fehleranfalligen Polymerase-Ketterni@akeine neue Regioselektivitéat einer
FlavonoidO-Methyltransferase auBopulus deltoidserzeuget®”! Die Mutante trug hierbei
eine einzige Mutation und methylierte an 8&-+Dimethylkaempferol bzw. 3,0-
Dimethylquercetin die 3-Hydroxygruppe zuséatzlichr ZtHydroxygruppe, jedoch nur im

pH-molaren Mal3stab.

Eine der am haufigsten untersuchten MT ist die COMTiner rein enzymologischen Studie
und mit rationalen Mutationen konnten Zhagtcal eine Anderung der Regioselektivitat bei
der Methylierung von Dopamin demonstrieFefil Trauzettel konnte 2017 in seiner Arbeit
anhand einer fokussierten Mutantenbibliothek in deeweglichen Loopregionen der
Phenylpropanoid und Flavono@-Methyltransferase (PFOMT) eine Beeinflussung der
Regioselektivitat und durch eine VergréRerung ddiven Tasche mittels einer rationalen
Mutagenesestrategie die Ubertragung von Alkylgrappis um das Dreifache erhohét!
Jungst konnten Herbedt al zwei Enzyme, die Catech@-Methyltransferase und die
CoclaurinN-Methyltransferase, durch ein strukturbasiertesgmales Enzym-Engineering die

Akzeptanz eines natirlichen SAM-Analogs, Carb&#edenosylt-Ethionin, verbessern.
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Durch eine einzelne Mutation in der CoclauNrMethyltransferase konnte in einer
bienzymatischen Kaskade mit dem Carb&d#denosylt-Ethioninsynthetisierenden Enzym
CmoA-MT und Tetrahydroisoquinolin als Substrat Ali¢ivitdt um 7 % im Vergleich zum WT
bei einem Enantiomereniberschuss von 95 % gedteigerden. Fur die Catech@-
Methyltransferase konnte mit einer Einzelmutatisraznicht die Gesamtaktivitét, jedoch die
Selektivitat erhoht werden. Eine daraus kombini®tppelmutation fihrte zu einer erhéhten
Aktivitat bei gesteigerter Selektivité&t?!

Wahrend all diese Beispiele meist einer rationdergehensweise folgen oder den Weg der
gerichteten Evolution beschreiten, bietet das Fd bioinformatisch gestlitzten Enzym-
Modifikation und -Entwicklung einen neuartigen AtisaDa die klassische gerichtete
Evolution (iterativ oder auch nicht-iterativ) eindPfiad lokaler Suchen folgt, ist das Ergebnis
dieses Weges haufig ,nur” ein lokales Maximum, degk von dem gewahlten Startpunkt
abhangig ist. Ein Maximum, das durch ein lokalesimMum vom Startpunkt getrennt ist, wirde
bei solch einem Vorgehen nicht gefunden wef#ern*? Auch epistatische Effekte, die sich
aus der Kombination mehrerer Aminosauren ergeban,alieine jedoch nicht vorteilhaft
sind*43-148 werden in klassischen Ansatzen kaum gefundeneinNditur, genauso wie in
klassischem Enzym-Engineering, wird der Erfolg tartagenese hauptsachlich durch die
Proteinstabilitat limitiert. Funktionsverbesserteutisktionen neigen dazu, die Stabilitdt des
Enzyms zu beeintrachtigért? 54 sodass die Akkumulation solcher Mutationen nur zis
einer Schwelle stattfinden kann, ab der zusatzlidhetationen nicht langer toleriert
werdenl?521531Um groRe Aktivitats- und Selektivitatssteigerungererreichen, sind jedoch in
der Regel durchschnittlich 10 Mutationen natij:*>° Fiir deren Identifikation ist ein enormer
Aufwand in  Hochdurchsatz- und Ultra-HochdurchsatzeBnings (meist >12
Evolutionsrunden) notwendig*-*8IDiese Hochdurchsatz-Methoden sind jedoch nictuaffér
Engineering-Ziele geeignet. So kdnnen oft nur Gegkivitaten verfolgt werden, wohingegen
innerhalb des Screenings héaufig keine Aussage elek®vitat der Reaktion getroffen werden
kann. Zusatzlich verhindern besonders die Inhibignrch SAH und ein fehlend&s vitro-
Regenerationssystem des teuren und instabilen @o$aBAM bislang den breiten Einsatz von

Methyltransferasel#15%

1.8 Nicht-natlrliche S-Adenosyl4 -Methionin-Analoga

In jungster Zeit wurden insbesondere bei der Nujzuon MTs erhebliche Fortschritte in

Richtung enzymatischer Alkylierungschemie mit I¢izbgénglichen Alkylierungsreagenzien
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erzielt. MTs verwenden das Cosubstgaddenosylt-Methionin (SAM) oder ein natirliches
carboxyliertes AnalogdH® in hochselektiven Methylierungs- und Carboxymetryngs-
reaktionen. MTs akzeptieren auch nicht-naturlicBé&/ISAnaloga (NSAs) als Substrate. Auf
diese Weise wurde bereits eine Vielzahl von Alkyjgpen hochselektiv iibertragéh?18160.161l
Dabei zeigte sich, dass die Aktivitat der MTs dez$t sank, je raumfordernder die
Modifikation der NSAs wurdé€%? Diese NSAs werden vorzugsweise chemoenzymatisth mi
MAT aus ATP und chemisch synthetisierten MET-Anal@goduziert (Abb. 11). Singkt al
identifizierten aus 44 verschiedenen MATs di&ntereinheit der humanen MAT und eine
MAT aus Sulfobus solfataricusals besonders promiskuitive EnzyHté Ebenso zur
chemoenzymatischen Synthese von NSAs werden Hadsgar(HAL) wie zum Beispiel SalL
oder FDAS eingesetzt (Abb. 1432122lwie mit MAT werden hierbei ebenfalls MET-Analoga
chemisch synthetisiert, die jedoch enzymatischedleston ATP mit 5-Chloro- oder 5-Fluoro-
5-Deoxyadenosin (CIDA und FDA) mit dem entspreclenéialogenid als Abgangsgruppe
fusioniert werde®??l Das Reaktionsgleichgewicht liegh vivo zwar auf Seiten der
Degradation von SAM, kann jedoch durch UberschireseMET und FDA, bzw. CIDA zu
Seiten von SAM oder der NSAs ver- schoben werdem. diese Weise wurden schon
verschiedene, teilweise funktionalisierte Alkylgpgm auf eine Bandbreite von MT-Substraten
Ubertragen. Die Verwendung von MET-Analoga hat iergleich zur direkten chemischen

Synthese von NSAs den Vorteil, dass sie

PP, + P,
Q HAL o I
NH, < NH,
X= C|,Br,F

Abb. 11: Chemoenzymatische Verfahren zur Syntheseom nichtnatirlichen S-Adenosyld-Methionin-
Analoga (NSAs) aus chemisch synthetisierten MethigmAnaloga mittels Methioninadenosyltransferasen
(MAT) und Halogenasen (HAL). Als R bezeichnet sind einige der bereits erfoldresuf diesen Wegen

synthetisierte und durch Methyltransferasen lbgema NSAs abgebildet. Abbildung verandert nach Hebe
al.i12el
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haufig stabiler sind und die NSAs durch MAT in dévlogisch verwendbaren Konformation
gebildet werden, wahrend die rein chemische Syethes NSAs zu einem Gemisch der beiden
moglichen Epimere fuhi!8%3 Gekoppelt an eine Methyltransferasereaktion weériike
chemische Instabilitit der NSAs zudem an Bedeutdfigzir beide Enzymfamilien, MATs
und HALSs, beschreiben inzwischen etliche Studientirbesserung der Aktivitat hinsichtlich
der Synthese von NSAs durch gerichtete Evolutioowies die Reduktion von
Produktinhibitionen durch die NSA®163164Dje aufwandige Synthese der Met-Analoga
verkompliziert diese klassischen SynthesestrategeenNSAs jedoch sehr, fihrt durch die
komplexen Abgangsgruppen zu einer schlechten Atomdkie der Gesamtreaktionen und

schréankt somit inre Anwendungen &ih!1816

Durch die Kombination der enzymatischen Alkylierumgf der Verwendung einfacher und
leicht verfligbarer Alkyldonoren konnten Losungenr fiiele Herausforderungen der

organischen Chemie entwickelt werden.

Das unlangst von Liaet al. veroffentliche SAM-Regenrationssystem (siehe KA@3.5 &
Abb. 10) tragt das Potential der enzymatischen Wdkyng anhand einfacher Halogenalkane.
Das System wurde bislang von den Autoren jedocBcalisRlich an der Methylierung von
naturlichen Substraten unter der Verwendung vorhijleinaloga von lodmethan (lodmethan,
lod-Mono-Fluor-Methalt®®, deuteriertes lodmethan) gezét§t-1%°'Daher gibt es bislang nur
wenig Hinweise darauf, dass dieses System Uberyietingsreaktionen hinaus angewandt
werden kann. Jedoch birgt es nicht zuletzt aufgderdyuten Atomékonomie durch den Einsatz
einfachster lodmethane ein enormes Potential fig diweiternde Ubertragung von

verschiedenen Halogenalkanen.

1.9 Potentielle N-Methyltransferasen fir die Methylierung von Pyrazden

Aus der Gruppe der MTs, die niedermolekulare Mdekiiethylieren, sind SAM-abhéngige
N-Methyltransferasen (NMTs) am interessantesten diire selektive Methylierung von
Pyrazolen. NMTs unterscheiden sich anhand der Bdweiten des Stickstoffs, auf den die
Methylgruppe Ubertragen wird. Zum einen werden WuNMTs aliphatische Stickstoffe
methyliert, wahrend im Gegensatz dazu auch hetmatische Stickstoffe methyliert werden
kénnen. Viele dieser Enzyme sind jedoch aufgrunerifRollen in der Regulation und
Signaltransduktion sehr substratspezifisch. AudldbeMethylierung von kleinen Molekiilen
wie zyklischen Peptidéd? und der Synthese von Kafféift! werden nur bestimmte

Substratstrukturen akzeptiert. Die Substrate diEseyme werden im aktiven Zentrum durch
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polare Wechselwirkungen, insbesondere durch Was$ersickenbindungen orientiglff?
Diese bedingen exakte Winkel und Entfernungen 2zveisSubstrat und Aminosaure-Residuen
des Enzyms, sodass haufig nur Substrate mit deersétireraktions-Motiv umgesetzt werden
kénnen. Im Allgemeinen zeigen viele promiskuitivazigme hydrophobe Enzym-Substrat-
Interaktionert!”! Somit stellen Enzyme, die bereits unpolare odepolar-substituierte
Substrate akzeptieren einen guten Startpunkt ®irEaiveiterung der Substratspezifitat dar.
Einige literaturbekannte nattrliche Enzyme sinceligiin der Lagé\-Heterozyklen, wie z. B.

Alkaloide, durch eine selektive Methylierung zu nfizieren.

Unter diesen Enzymen finden sich beispielsweis€dgaurinN-Methyltransferadé®174-176]

die ReticulinN-Methyltransferagé’” 178 die Kaffein-Synthase(Hy*17°-81 und die
AnthranilatN-Methyltransferas€® Daneben ist die Nicotinamib-Methyltransferase
(NNMT) ein gut untersuchtes Enzym. Das monomerigpgsmatische Enzym Ubertragt die
Methylgruppe von SAM auf Nicotinamid (NCA) und pragdert dabei 1-Methylnicotinamid,
sowie als Nebenprodukt SAH (Abb. 13! Fur die NNMT sind auch Reaktionen mit einem
erweiterten Substratspektrum beschrieben. So kaBndas -Carbolin Norharman a2 zu
2-Methylnorharman methyliert werdé€f¥ Das umfassendste Substratspektrum der NNMT
beschrieben 2016 Van Haren und Kollegen im Rahrmar Assay-Entwicklung mit dem Ziel
des verbesserten Testens von potentiellen Inhanits®! Die Autoren konnten bei 17 von 27
getesteten Subtraten eine MethylierungsaktivitatNdéMT nachweisen (Abb. 12A & B). Die
untersuchten Molekile sind hierbei bis auf wenigeswahmen strukturell dem natirlichen
Substrat Nicotinamid nahe und biRten an Aktivitit, ge weiter sie sich von dieser
Grundstruktur entfernten. Pemg al. untersuchten 2011 mit gezielten AA-Austauschen den
Einfluss auf die Enzymaktivitat von vier Aminosaarg/'20, D197, S201, S213), die mit dem
natirlichen Substrat NCA im aktiven Zentrum des yEmz interagiereft’® Die Mutation
Y20A inaktivierte das Enzym fast ganzlich (0,6 % déildtypaktivitat), ebenso wie D197A
mit fast 98 % Aktivitatsverlust. Y20F reduziertediktivitdt nur um ca. 50 %, die Mutagenese
von S201A und S213A beeintrachtigte die Katalyse M&A nicht.

Ein weiterer potentieller Kandidat fur die Methylieg von Pyrazolen ist die Histamii-
Methyltransferase (HNMT). Das monomere, cytoplasggsuhe Enzym (292 AA, 33 kDa)
katalysiert die Methylierung von Histamin 2W-Methylhistamin (Abb. 13):00.186.187] pje
Histamin-Bindetasche besteht hauptséachlich aug/debphoben, aromatischen AA-188ynd
ist daher potentiell in der Lage promiskuitive At aufzuweisen. Die bisherigen
Untersuchungen von HNMT sind hauptsachlich pharmemzseh motiviert, sei es zur
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Wirkstofffindung0%:187.189-192hder zum Studium der Auswirkungen natiirlich vorkeemder
Mutationen in diversen Krankheitsbild&t0-1881931 1980 und 1982 wurden jedoch von
Barthet all*® und Dentet all**! auch zwei enzymologische Studien zur Substratinfevon
HNMT durchgefiihrt. Dabei zeigte sich, dass das BEnzwar einige Modifikationen in Form
von Ethyl- und Methylgruppen am Imidazolring und aliphatischen Stickstoff der Seitenkette
des Histamins akzeptiert, jedoch wurden daribeausnkeine von der Imidazolstruktur
abweichenden aktiven Substrate beschrieben (AQbNEben den Kaffein-Synthasen ist die

HNMT jedoch das einzige Enzym, das bereits einetetdeyklus mit zwei Ringstickstoffen
methylieren kann.

O O
WENNMT
= | NH, ~ = NH,
N SAM SAH B
N N
[
Me
Nicotinamid 1-Methylnicotinamid
FA 0
1 S X N
5 N N N
i Thionicotinamid 4-Methylnicotinamid 3-Acetylpyridin Quinolin-3-Carboxamid
N = Nig N o7
Quinolin Isoquinolin 1,2,3,4-Tetrahydro- 2-Methylpyridin 2-Methoxypyridin
; isoquinolin
B N

0 0 i

NH ]

= =z = N = o~ F N
x | x | \ V | — x | N | H E
N N N N N ;

4,4-Bipyridin  4-Phenylpyridin  Norhaman Isonicotinamid Methylnicotinat N-Methyl-
nicotinamid

Abb. 12: Reaktion und bekanntes Substratspektrum de humanen Nicotinamid-N-Methyltransferase
(WtNNMT). (Oben) Naturliche Reaktion von Nicotinamid zu 1ltMgnicotinamid unter Verbrauch vo§
Adenosylt-Methionin (SAM) und Bildung vorS-Adenosylt-Homocystein (SAH) durch wtNNMT. (Unten)
Bekanntes Substratspektrum der wtNNMT. WéahrendMiidekile in A mit guter Aktivitdt umgesetzt werden,
kénnen die Substrate Binur in geringem MalRe methyliert werden. Abbildwegandert nach Van Haremnal 185!
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Abb. 13: Reaktion und bekanntes Substratspektrum de Histamin- N-Methyltransferase (HNMT).

Naturliche Reaktion (oben) von Histamin Ru-Methylhistamin unter Verbrauch vd&Adenosylt-Methionin
(SAM) und Bildung vorS-Adenosylt-Homocystein (SAH) und bekanntes Substratspektunte6) der HNMT.
Abbildung verandert nach Barét ali%4

Ein dritter Kandidat ist die 30 kDa schwere und 282 groRe PNMT auddomo sapiens.
PNMT gehort zu den NMTSs, die an aliphatischen Stioen methylieren, und katalysiert die
Methyliibertragung von SAM auf Norepinephrin zu Eghrin (Abb. 14§°6:1971 1996 wurde
PNMT erstmalig von Cainet al in E. coli exprimiert!!®® Fiir PNMT ist bereits Aktivitat mit
einer Reihe an unpolaren Substraten gezeigt (AP was prinzipiell auf ein
promiskuitives Enzym schlieBen lasst. Viele dieSeibstrate sind strukturell nahe am
naturlichen Substrat und es zeigt sich, dass kl&imgéerungen zur Inhibition des Enzyms
fuhren% Dennoch ist fir PNMT auch Aktivitat mit derCarbolinen X-Methylnorharman
und dem 8I-Methyl-norharmanium-Kation beschrieben, das zeigiass auch N-

heterozyklische Substrate im aktiven Zentrum kouedt werden konnelRY

Ansher und Jakoby zeigten 1986 in einer Studie abetextrakten aus Kaninchen unter
anderem einen Methyltransfer auf die Pyrazolstamukir 1H-Pyrazol durch zwei
Methyltransferasen, die sie im Folgenden als AhtNtethyltransferase A und AmiN-
Methyltransferase B bezeichneten. Nach mehrereferStder Proteinchromatographie und
Filtration zur Konzentrierung der Enzyme beschmete Autoren das Molekulargewicht fur
beide Enzyme als 30 kDa und zeigten, dass sicheb&rmnsferasen lediglich in ihrem
isoelektrischen Punkt unterscheid®R. Crookset al nutzten 1988 ebenfalls diese beiden

Enzyme, frisch aus Kaninchen extrahiert, fur diel@ag quarternarer Amine durch die Methyl-
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Abb. 14: Reaktion und bekanntes Substratspektrum de Phenylethanolamin-N-Methyltransferase
(PNMT). Naturliche Reaktion (oben) von Norepinephrin ReMethylepinephrin unter Verbrauch vo&
Adenosylt-Methionin  (SAM) und Bildung von S/Adenosylt-Homocystein (SAH) und bekanntes
Substratspektrum (unten). Abbildung verandert iachkwateret al**®! und Gearhargt all?0%

ierung von Azoheterozyklen, darunter wiederuni-Pyrazol?®®! Eine Charakterisierung
hinsichtlich der Struktur, oder wichtiger, der Seqeen dieser Transferasen erfolgte jedoch in

keiner der beiden Studien. Die Arbeiten zu diesenyEhen wurden nicht weitergefihrt.

Ein weiteres vielversprechendes Enzym ist daheDdyetolagus cuniculughdolethylaminN-
Methyltransferase (INMTJ?%?l INMT methyliert Tryptamin zuN-Methyltryptamin (Abb. 15)
poalttiven  Substanz N,N-
Dimethyltryptamini?®¥ Lange blieb die Frage ungeklart, ob die Methyligywon Tryptamin

und in einem zweiten Methylierungsschritt zur
durch ein einzelnes Enzym mit einem erweitertens8atspektrum oder durch eine Reihe von
verwandten Enzymen erfolgt. Thompsatral klonierten die INMT 1998 in COS-1 Zellen, um
die vormals beschriebenen Aktivitaten erstmaligisgtiertem Enzym zu studieré&l® In ihrer
Studie untersuchten die Autoren 26 Substrate undten fir 13 dieser Substrate gut messbare
Methylierungsaktivitat (Abb. 15A) beobachten. DiktAitat innerhalb dieser Substratgruppe
sank jedoch drastisch, wenn das Indolmotiv am Beingymodifiziert wurde (-89 %) oder den
Substraten fehlte (>95 % Aktivitatsverlust vergeohmit der natirlichen Reaktion). Die
restlichen Substrate konnten immerhin noch mit renedativen Aktivitdt von <0,5 % der

naturlichen Methylierung von Tryptamin umgesetztaesn (Abb. 15B). Nahezu alle der unter-
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suchten Molekule enthielten mindestens einen Arematler eineiN-Heterozyklus. Darunter

auch Norharman mit 58 % normierter Aktivitat, Hisia undN -Methylhistamir?°®], sowie
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i N N N
NH, HO NH, NH,
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HN— NH,
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Abb. 15: Reaktion und bekanntes Substratspektrum de Indolethylamin- N-Methyltransferase (INMT).
Naturliche Reaktion (oben) von Tryptamin BeMethyltryptamin unter Verbrauch vdgAdenosylt -Methionin
(SAM) und Bildung vonS-Adenosylt-Homocystein (SAH) und bekanntes Substratspektrunie(). Die
Substrate i\ werden mit hoher Aktivitat methyliert, die Prodekter Substrate i konnten nur noch in Spuren
nachgewiesen werden. Abbildung verandert nach Tisomgt al[2%%!
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Nicotinamid mit geringer Methylierung. Auch sehreile Molekile wie Ethylamin oder
Ethanolamin zahlen zu den durch INMT methylierbar&ubstraten. Trotz einer
Sequenzidentitdt von 88 % zur humanen INMT zeigee @ryctolagus cuniculudNMT
deutlich geringer&y-Werte fiir Indolaminé®2%71|n einer Fortfiihrung der Studie von 1988
im Jahr 2001 erstellten Thompsat al ein Homologiemodell der INMT. Mithilfe der
gewonnenen Strukturinformationen und durch ortspeeie Mutagenese studierten die
Autoren die Aktivitat der humanen und deryctolagus cuniculu$NMT. 2%l Fiir die in den
Studien beschriebenen Substrate, die deutlich eoiKdrnstruktur der Indolamine abweichen,
finden sich jedoch keine Aussagen in Bezug aufR#igio- bzw. Chemoselektivitdten dieser
Reaktionen. Nach dem derzeitigen Kenntnisstand evikdMT zudem noch nicht in einem

Mikroorganismus widc. coli exprimiert.

1.10 Computergesttitzte Methoden zum Erstellen von Variatenbibliotheken

Computergestitzte Verfahren zur Enzym-Modifikati@sierten in der Vergangenheit darauf
verbessernde Punktmutationen oder fokussierte dditdken zu erstelléf®214 Jedoch
werden haufig nur geringe Aktivitatssteigerungend ugeringe katalytische Effizienzen
erreicht?'>229 |n jingster Vergangenheit wurden jedoch compustigete Algorithmen
entwickelt, die es ermdglichen, mit gleichzeitigamyltiplen Mutationen eine hohe Diversitéat
an Reaktivitaten zu schaffen. Einer dieser Algonigm, genannt Funcli®, wurde 2018 von
Khersonskyet al. entwickelt und kann effizient den theoretisctet@rten Sequenzradift!
des aktiven Zentrums eines Enzymes berechnen (@)bZiel dieser automatisierten Enzym-
Designmethode ist es, durch die Kombination phybegjscher und energetischer
Berechnungen eine kleine Mutantenbibliothek mib&ta und funktionell diversen Varianten

zu erstellen, die im aktiven Zentrum multiple Migaten aufweisen.

Zu Beginn wird daftir der Sequenzraum mit von detuN#olerierten Varianten im aktiven
Zentrum definiert. Hierzu werden aus einer Homadsgche alle in homologen Sequenzen
vorkommenden Aminosauren der ausgewdahlten Aminepasitionen extrahiert. In einem
nachsten Schritt werden alle Punktmutationen elegnindie das Wildtyp-Enzym gemald der
atomistischen Modellierung durch Rosetta substéirdastabilisieren. Dieser Schritt verringert
bereits drastisch die Anzahl an moéglichen Komboran von multiplen Mutationen. Aus
diesem vorgefilterten Sequenzraum werden alle roligin multiplen Mutationen im aktiven
Zentrum des Enzymes in Rosetta modelliert. Um dieeBitat zu erhdhen wird eine

Mutationsfrequenz von 3-5 Mutationen relativ zumddjip-Enzym definiert. Die Rosetta-
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Abb. 16: Flussdiagramm zur Veranschaulichung der wihtigsten Schritte des FuncLib-Algorithmus zum
Design einer Mutantenbibliothek In diesem Beispiel wird eine Bibliothek Phosphesterase-Enzymen
ausgehend von einer bakteriellen PhosphotriestéRaEE; PDB: 1HZY) erstellt. A) Aminosaurepositionen im
aktiven Zentrum werden fir das Design ausgewahit an jeder Position wird der Sequenzraum durch
evolutiondre Erhaltungsanalyse (positionsspeziésgtoringMatrix [PSSM]) und Stabilitatsberechnungen von
Einpunktmutationen ( G) eingegrenzt.R) Alle moglichen Varianten mit mehrfachen Mutatianeerden mit
Rosetta berechnet. Die Designs werden nach ihrecbeeten Faltungsenergie geordr&}, und anschlieRend
geclustert, um ein kleines Repertoire an verschiede energieminimierten Designs fur experimentelle
Untersuchungen zu erhalted)( Abbildung tibernommen von Khersonskyal

Kalkulationen umfassen die Energieminimierung desptidrickgrates und der
Aminosaureseitenketten. Das ermoglicht radikale adlabhen wie von kleinen zu grol3en
Aminosaureseitenketten. Die berechneten multiplemiaviten werden nach ihrer vorher-
gesagten Stabilitéat sortiert und fir eine weitereveBsifizierung so zusammengefasst
(geclustert), dass alle Designs mit weniger al8.z2 Mutationen Unterschied zu anderen

Varianten und auch zum Wildtyp eliminiert werden.

Dieses Design-Werkzeug wurde von den Autoren ankaret Phosphotriesterase untersucht,
das hinsichtlich der Hydrolyse von Nervengiften Wi, Soman und Cyclosarin optimiert

werden sollte. Aus mehreren hundert Entwirfendféralle eine stabilere Faltung als die des
Wildtyps berechnet wurde, wahlten die Autoren distbn 49 fir weitere Untersuchungen. In

dieser kleinen Mutantenbibliothek finden sich e@idutzend Varianten, die mit nur 3-6
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Mutationen im aktiven Zentrum, 10-4000-fache Akfitssteigerungen und Aktivitaten fir eine
Bandbreite an Substraten aufwiesen. Anhand einetkdi@sten Mutanten mit 4 Mutationen im
aktiven Zentrum konnten die Autoren demonstrier@sss die Aktivitdt nicht durch eine
Aneinanderreihung von Einpunktmutationen erreichkar und somit nur durch epistatische
Effekte aller Mutationen zustande kam. Der Vorthigser Strategie ist, dass sie fur jedes
naturliche Enzym angewandt werden kann, sofern dinetallstruktur und homologe
Sequenzen vorhanden sind, und sie ermdglicht awdgrder geringen Grof3e der

Mutantenbibliothek ein Ultra-Niederdurchsatz-Sciagn
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2 ZIELSETZUNG

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte eine biakaische Plattform flr die regioselektive

Methylierung und Alkylierung voiN-Heterozyklen entwickelt werden.

Eine der groRen Herausforderungen in der synthetis€hemie ist die selektive Alkylierung
von Heterozyklen, die wie Pyrazole mehr als einerteitom tragen. Die Alkylierung durch
chemische Standardreagenzien verlauft dabei im eAlgnen nicht-selektiv und ist
substratkontrolliert/1%12 Katalysatorkontrollierte Methoden sind bislang htidoekannt,
jedoch sehr gesucht! Obwohl Methyltransferasen in der Lage sBufieteroatom-Bindungen
mit unerreichbarer Selektivitat zu knupfen, istgeld bisdato keine Enzymsequenz bekannt,
die in der Lage ist, Pyrazole zu alkylieren. Austhdie Anwendbarkeit von Methyltransferasen
in Alkylierungsreaktionen durch komplexe und ing@bCofaktoren eingeschréankt. Ein
biokatalytischer Ansatz zur Alkylierung von Pyraaolmit einfachen Alkyldonoren ist daher

ein aulerst attraktives Ziel um den Zugang zu néiaktiven Molekilen zu ermoglichen.

Ziel dieser Arbeit war es daher promiskuitive, pglanethylierenddN-Methyltransferasen zu
identifizieren und die Anwendbarkeit in Methylieqiund Alkylierung von Pyrazolen zu

studieren.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Identifikation von promiskuitiven N-Methyltransferasen

Fur die chemische Synthese ist die selektive Mahyhg von Heterozyklen mit mehrfachen
Heteroatomen, wie z. B. bei Pyrazolen, eine groBeatsforderung. In der Natur werden solche
Reaktionen mit hdchster Selektivitat von Methylgtamasen durchgefihrt. Bislang ist jedoch noch
keine Enzymsequenz bekannt, die Pyrazole als Subsakzeptieren. In einer Literaturrecherche
wurden drei potentiell promiskuitive Enzyme (PNMHANMT, NNMT) als vielversprechende

Startpunkte identifiziert (Abb. 12-Abb. 14). Alsikarien dienten bereits bekannte Substratspekta, d
Hydrophobizitat dieser Substrate, eine hydrophohbbs®atbindetasche und/oder die strukturelle
Ahnlichkeit von bereits umgesetzten Substraten Zigisubstrat Pyrazol. Ein weiterer Vorteil dieser

Enzyme besteht darin, dass sie bereit&.iroli exprimiert wurden und ihre Strukturen bekannt
Sind.[110,188,222]

Die ausgewahlten Enzyme wurden als Genblocke ltestel pET28a(+) kloniert, inE. clonf®
EXPRESS BL21 (DE3) transformiert und exprimier3(8.4.2.2). Die NMTs wurden in Reaktionen
mit Zelllysat anhand des Substrats 3-Methylpyrd2plauf ihre promiskuitive Aktivitat untersucht
(8.6.1). Einzig die wtNNMT zeigte im Vergleich zureervektor und zu einer Reaktion ohne Enzym,
Produktpeaks mit der Retentionszeit von 1,3-Dimigynazol (La) und 1,5-Dimethylpyrazollp). Um

zu bestatigen, dass die rhihicht aktiven Enzyme PNMT und HNMT funktional ekxpreren, wurde
deren natlrliche Reaktionen mit gereinigtem Enzyaohgewiesen (8.6.2). Fiur die beiden Enzyme
PNMT (33 %) und HNMT (21 %) konnte eine Bildung dé&guimolar zum natirlichen Produkt
gebildeten SAH beobachtet werden (Abb. 17B). Intkalreaktionen (Enzympraparation akdscoli

mit Leervektor und systematischem Weglassen vonstgatbn) wurde deutlich weniger SAH
detektiert. Dies bestatigt, dass beide Enzyme agtiprimiert und gereinigt wurden. Nach der
Reinigung der wtNNMT (8.5.2) konnte in einem erstexperiment bei dem Einsatz von 10 uM
Enzym, 2 mM des Pyrazolsund SAM, 7,9 % Produktbildung und einer Regiosikikit von 67:33
fur 1,3-Dimethylpyrazol1a) Gber 1,5-Dimethylpyrazollp) quantifiziert werden (Abb. 17A).
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Abb. 17: Methyltransferaseaktivitaten der Wildtyp Nicotinamid-N-Methyltransferase (WtNNMT), Phenylethanol-
N-Methyltransferase (PNMT) und Histamin-N-Methyltransferase (HNMT). A) Promiskuitive Aktivitat der WtINNMT
mit 3-Methylpyrazol {). Eingesetzt wurden 10 uM wWtNNMT und je 2 nfBAdenosylt-Methionin (SAM) undl bei
37 °C fir 20 h. SAHS Adenosylt-Homocystein. Die Standardabweichung von Triplikabetrug weniger als 0,5%8)
Naturliche Aktivitat der PNMT und der HNMT mit Ph@athanolamin und Histamin als jeweiliges Subst@tmessen
wurde die Bildung von SAH als Folge des Verbraubs Methyldonors SAM. Die Bildung von SAH korretidabei mit
der Bildung des methylierten Produkts. Kontrollexigren, dass SAH durch die enzymatische Reaktiahnicht als
Zerfallsprodukt Uber die Zeit gebildet wurde. Diesstatigt, dass die Enzyme aktiv exprimiert wurdéingesetzt wurde
10 uM Enzym, 2 mM Phenylethanolamin oder Histanmid 2 mM SAM bei 37 °C fiir 20 h.

3.1.1 Charakterisierung der promiskuitiven Reaktion

Da der Umsatz vod mit der wtNNMT gering ausfiel und um mehr Ubers#ieerste enzymatische
Methylierung eines asymmetrisch substituierten Byle zu erfahren, wurden Experimente zur
Charakterisierung dieser Reaktion durchgefuhrt. Einem Zeitverlauf der Reaktion (gleiche
Bedingungen wie in 8.6.1) wurde geprift, nach welchReaktionszeit die maximale
Produktkonzentration erreicht wird. Der Reaktiomkug |asst darauf schliel3en, dass die Reaktion
nach ca. 20 h ein Plateau erreicht in dem keinéeveeProduktbildung zu beobachten ist (Abb. 18A).
Untersuchungen zur Temperaturabhangigkeit der Reatturden mit gereinigter wtNNMT (8.5.2)
in dem Bereich um die physiologische Kerntemperatur 37 °C des Ursprungsorganisniismo

sapiengdurchgefinhrt.
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Die hochste Produktbildung (7,9 %) erfolgte bei°@5 gefolgt von 7,1 % bei 37 °C (Abb. 18C). Die
beiden aulRersten Temperaturpunkte zeigen mit 3¢hedgeringste Produktbildung. Die Kontrolle
ohne Enzym bei 55°C zeigt keine Produktbildung westéatigt, dass keine autokatalytische

Hintergrundreaktion stattfand.
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Abb. 18: Charakterisierung der promiskuitiven Methylierung von 1-Methylpyrazol (1) mit der Wildtyp
Nicotinamid-N-Methyltransferase (WtNNMT). A) Zeitverlauf der Reaktion mit 445 uL wtNNMT-Lys@&,mM SAM
und 2 mM vonl, bei 37 °C. Die Fehlerbalken zeigen die Abweichung Duplikaten B) Temperaturabhéngigkeit der
Reaktion mit 10 uM WINNMT, 2 mM SAM und 2 mi, bei 37 °C und mit 50 mM KPpH 7,0. Eine Kontrolle ohne
Enzym bei 55 °C bestatigt, dass keine temperatimgedl Hintergrundreaktion stattfindet. Die Fehldkka zeigen die
Standardabweichung von TriplikateD) pH-Abhangigkeit der Reaktion mit 10 pM WiNNMT, 2ZWW§AM und 2 mM von
1, bei 37 °C. Gezeigt ist die GC-Ausbeute des Gasamtktes. Um einen moglichst breiten physiologeschH-Bereich
abzudecken wurden zwei Puffersysteme untersuclet.Hehlerbalken zeigen die Standardabweichung vipiikaten.
KPi, Kaliumphosphatpuffer; Tris-HCI, Tris-(Hydroxyethyl)-Aminomethan-Hydrochlorid.
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Methylierungsreaktionen mit wtNNMT werden in detdriatur oft bei einem pH von 8,0 oder 8,5
durchgefuhrt. Da es bei diesem pH-Wert zu verstérKieprotonierung der Ringstickstoffe von
Pyrazolen kommen kann, wurde untersucht, wie secingere pH-Werte auf die Reaktion auswirken.
Zusatzlich zu Tris-HCI  (Tris-(Hydroxymethyl)-Amincgthan-Hydrochlorid) wurde diese
Untersuchung durch Kaliumphosphat-Puffer {k#Pganzt. Mit absteigendem pH-Werten erhéhte sich
fur die untersuchte Reaktion die Produktbildungezahlinear von pH 8,5 (4,4 %) bis pH 7,0 (7,1 %)
und steigt dann nur noch geringftigig bis zu ihreaxivhum von 7,6 % bei pH 6,0 an (Abb. 18C). Die
Produktbildung beider Puffersysteme bei pH 8,0 ¥6/8,6 %) offenbart, dass in diesem Fall die Wahl
des Puffers nicht entscheidend zu einer erhéhteduRtbildung fuhrt. Um Reaktionsbedingungen fur
ein moglichst breites Substratspektrum zu kreiesemgen daraufhin die Folgeexperimente bei pH 7,0
und 37 °C fur 20 h durchgefihrt.

3.2 Enzyme-Engineering durch computergestitztes Design einer
Mutantenbibliothek

Ausgehend von der promiskuitiven Aktivitat der wtMN war es das Ziel, eine Enzymbibliothek zu
entwickeln. Im Gegenzug zu klassischen Enzym-Emging Methoden wie z. B. die iterative
Sattigungsmutagenese, sollte die Mutantenbibliotidddtivitaten fir ein breites Spektrum an
Pyrazolen aufzuweisen. Zu diesem Zweck wurde dezlikth von Sarel Fleishman und Kollegen
entwickelte FuncLib-AlgorithmU¥ angewandt. Der Algorithmus erméglicht es mehrergationen
parallel in ein aktives Zentrum einzubauen. Diescheeht anhand der Kombination phylogenetischer
und energetischer Berechnungen, die die Stabda@atmultiplen Mutationen im aktiven Zentrum
silico analysieren. Fir die Erstellung dieser Mutantdidgiiek wurde im Vorfeld die
substratbindenden Aminosaurereste der wtINNMT anlimndAnalyse der Kristallstrukturen (PDB:
2iip, 3rod, 5yif, 6bla, 6chh) untersucht. Um stwrktle Unterschiede der Kristallstrukturen zu
analysieren, wurden diese mittels PyMOL (The PyM®@dlecular Graphics System, Version 2.0.6,
Schroedinger LLC.) tberlagert (8.9.1). In der Amsal\der Uberlagerten Kristallstrukturen fand sich
kein struktureller Unterschied im aktiven Zentrumr dvtNNMT-Kristalle. Die Aminosduren der
Substratbindetasche wurden daraufhin in einem Radin 5 A zu dem in 5yif gebundenen Inhibitor
(6-Methoxy-1-Methyl-2H-Pyridine-3-Carboxamide) idiéziert. Zwolf Aminosauren (Y20, Y24,
L164, D167, D197, A198, S201, Y204, S213, Y242, A24nd N249) wurden in diesem Prozess unter
der Voraussetzung ausgewahlt, dass diese Amingsdeime Interaktion mit SAM oder SAH
eingehen (Abb. 19).
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Abb. 19: Struktur der Wildtyp Nicotinamid- N-Methyltransferase (WtNNMT, pdb 2iip) mit Zoom (rechts) auf das
aktive Zentrum. Ausgewahlte und mittels Funclibrandomisierte Aminosauren der SubstratbindetasitttealsSticks
dargestellt. Das cokristallisiert8-Adenosylt-Homocystein (SAH) ist als schwar&ticksgezeigt und die Form der
Substratbindetasche als grauer Schatten. Die Dlargjeerfolgte mit PyMOL.

Eine totale Randomisierung dieser 12 ausgewahlt@mdésaurepositionen mit allen proteinogenen
Aminosauren spannt hierbei einen enormen Sequemzraon insgesamt ~4x10 mégliche

Kombinationen auf.

Das Testen all dieser Kombination ist nahezu unibglUm diesen Sequenzraum zu verringern,
werden die mdglichen Mutationen auf die in homotggeatirlichen Sequenzen zu findenden
Variationen reduziert. Nach Berechnung der Faltangsgien ( G, aus Rosetta-Design-
Kalkulationen) der Einzelmutationen werden ausstiiich stabilisierende Mutationen fir die nachste
Kalkulation beibehalten. Dies verringerte die Anzédr moglichen Kombinationen bereits drastisch.
In einem n&chsten Schritt werden wiederum alle mbgh Varianten mit 3-5 gleichzeitigen
Mutationen im aktiven Zentrum konstruiert und nabher Faltungsenergie geordnet. Um eine
maoglichst grolRe Diversitat der aktiven Zentren ewghrleisten, werden Varianten so geclustert, dass
sich jede Sequenz um mindestens drei Mutationegrsotteidet (Abb. 20). Die daraus entstandenen
50 energetisch stabilsten Varianten (Tabelle 9) sile rechnerisch stabiler als die wtNNMT. Die
Aminosaure L164 ist in allen Entwirfen konservief04 nur in einer Variante (v44) zu einem
Phenylalanin mutiert. Die hdchste Mutationsrate seri die Aminosaurepositionen D167 (88 %),
A198 (62 %), S201 (88 %), S213 (68 %), Y242 (48U N249 (58%) auf.
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Identifikation der natiirlichen Diversitit des aktiven Zentrums im homologen Sequenzraum

3
i
3

Stabilisierende
#AA Potentieller Sequenzraum #AA Homologer Sequenzraum #AA Einzelmutationen
20 ACDEFGHIKLMNPQRSTVW Y 20 |2 e B G H LRI PR SR 20 FH ¥
24 ACDEFGHIKLMNPQRSTVW Y 24 |AEDEE GHIKLE N BEORSTVMWY 24 F Y
164 ACDEFGHIKLMNPQRSTVW Y 164 |[ACDEFGIKLMNQRSTVW Y 164 |CF L
167 |ACDEFGHIKLMNPQRSTVW Y 167 |ADEGHIKLNQ R STV W 167 |CD E H
197 ACDEFGHIKLMNPQRSTVW Y PSSM 197 |ADGHI M QST V AAG 197 |[RDG N S T
198 ACDEFGHIKLMNPQRSTVWY—> 198 |ACDEF GIKLMNPRS TVY —>198 ARG L MSTY
201 ACDEFGHIKLMNPQRSTVW Y 201 |ACDEFGHIKLMNPQRST VWY 201 ACEGMNOQRST
204 |JACDEFGHIKLMNPQRSTVW Y 204 |ACDEFGHIKLMNPQRST VWY 204 |[FW Y
213 [ACDEFGHIKT. M NPQRSTV W Y 213 |ACDEFGHIKKLMNRSTV W 213 RCHM S T
242 ACDEFGHIKLMNPQRSTVW Y 242 |ACDEFGHIKLMNPQSTV WY 242 |[FH W Y
247 ACDEFGHIKLM NPQRSTV W Y 247 |ACDEFGHIKLMNPQRST VWY 247 |[AC M S
249 |ACDEFGHIKLMNPQRSTVW Y 29 |ACDEFGHILMNPQRSTV Y 249 |[AC N s
4 x 10'5 Kombinationen 473294 Designs
Modellierung aller méglichen Energie-Ranking Erstellen von
Mehrfach-Mutanten Sequenz-Clustern
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Abb. 20: Arbeitsfluss zum Erstellen einer computergstitzten Mutantenbibliothek der humanen Nicotinamd-N-
Methyltransferase mittels FuncLib-Algorithmus. Der potentielle Sequenzraum des aktiven Zentruimdurch eine
Homologiesuche und eine spezifische Punktbewertiagsix (point-specific scoring matr))PSSM] auf die nattrlich
vorkommenden Aminosauren reduziert. BerechnungerDiféerenz der Faltungsenergien (bezogen auf désityp-
Enzym) reduzieren weiter den Sequenzraum. Alle roibgh Varianten mit 3-5 Mutationen werden konstituwied in ihrer
Faltungsenergie geordnet. Abbildung inspiriert tiukhiersonskyet all!l

Die Positionen Y20 (26 %), Y24 (14 %), D197 (14 u6)d A247 (10 %) wurden weniger haufig
variiert. Die Varianten wurden als synthetische D§ékauft und in das pET28a(+)-Templat der
WtNNMT durch Gibson-Assembly, Overlap-PCR und QuikB8g€-PCR eingefiigt und iiE. cloni

exprimiert (8.3, 8.4.2.3). Die Varianten wurdenAmschluss auf ihre Aktivitat und Regioselektivitat

anhand eines beispielhaften Substratspektrums i@z étgn untersucht.

3.2.1 Pyrazol-Auswahl fur die Untersuchung der Substratbeite von Enzym-Varianten

Um die Substratbreite der Mutantenbibliothek zuetsuchen, wurden neben 3-Methylpyrazt) (
weitere Pyrazole getestet (Abb. 21). Alle Pyrazsiled so ausgewahlt, dass sie asymmetrisch an
Position 3 {, 3,4-Dimethylpyrazol ), 3-Cyclopropylpyrazol 3), 3(2-Furyl)-Pyrazol 4) und 3(2-
Fluorophenyl)-Pyrazol)) und in einem Fall zusatzlich an Position 4 (3tiMg4-Phenylpyrazolq))
substituiert sind. Zudem erhoht sich der sterisghspruch der Substituenten varbis 6. Fur eine

selektive Katalyse mussen diese Substrate exaldriraktiven Zentren von Enzymen ausgerichtet
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Abb. 21: Getestete asymmetrisch substituierte Pyrate. 3-Methylpyrazol 1), 3,4-Dimethylpyrazol %), 3-
Cyclopropylpyrazol 8), 3(2-Furyl)-Pyrazol4), 3(2-Fluorophenyl)-Pyrazobj, 3-Methyl-4-Phenylpyrazolj.

Me
(1)

(4)

werden. Dabei stellen kleine Substituenten (beind 2) eine Herausforderung fur die selektive
(chemische und enzymatische) Methylierung darjadadie tautomeren Strukturen nur geringférmig
unterscheiden. Sterisch anspruchsvollere Pyrazioigeben sind ebenso herausfordernd da viele
Interaktionen mit den Aminoséuren des aktiven Zent exakt aufeinander abgestimmt sein missen,
dass es zu einer selektiven Methylierung kommt. ¢éhemmischer Sicht fihren raumbeanspruchende
Substituenten von Pyrazolen oft zu einer Favorsigrdes entferntereN-Atoms!®”:581 Mesomere
Effekte (xM-Effekte) der Substituenten vdn 5 und 6 auf den Pyrazol-Ring, Uben zudem einen
Einfluss auf die Reaktivitat der Ringstickstoffesaltine selektive, regiodivergente Methylierung

dieser Substrate kann daher nur durch die KontdateKatalysators erreicht werden.

3.2.2 Produktgemische als Resultat der chemischen Syntleeson Produktstandards

Um die Selektivitaten enzymatischer Methylierungkt®mnen beurteilen und quantifizieren zu
kénnen, wurden alle in dieser Arbeit erzeugten Bktel durch chemische Alkylierung mit den
entsprechenden Halogenalkanen dargestellt. Diesnastavendig, da viele der erzeugten Produkte
nicht kommerziell erhaltlich und in einigen Fallanch nicht literaturbekannt sind. Zu Beginn der
Arbeit konnten ausschliel3lich die methylierten Rildd von1l als Standards k&uflich erworben
werden, spater noch fur die methylierten Produkie3: Ethylierte und propylierte Produktstandards
von 3-Cyclopropylpyrazol ) wurden in der begleiteten Masterthesis von AlebearN. Egler-
Kemmerer synthetisiert und identifiziéit®! Die Synthese der methylierten, ethylierten und
propylierten Produktstandards (8.7) orientierten silabei an dem von Brooet al beschriebenen
Protokoll??4. Dabei wird zuerst der protonierte Ringstickstdffs Pyrazols mit Natriumhydrid
deprotoniert und im Folgenden durch einen 1,5-facbkerschuss des entsprechenden lodalkans
(lodmethan, lodethan und 1-lodpropan) alkyliert IpAB2A). Direkt aus dem Reaktionsgemisch
entnommene Proben wurden mittels GC-FID analydieet synthetisierten Standards wurden mittels
NMR-Analyse tH, 3C, HSQC, HMBC, COSY, Kapitel 8.8.1) in Zusammendéringit Jun. Prof.
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Stephan Hammer identifiziert und Gber die exakteas8én aus der hochauflésenden Elektrospray-

lonisation Massenspektroskopie (8.8.2) bestatighésKapitel 10.3).

Die chemische Alkylierung fuhrte fir alle Edukte Rroduktmischungen (Abb. 22B-1). Mit
Ausnahmen der Produkte vdn(a:b = 17:83) und (a:b = 22:78) lagen diese Produktgemische in

einem ungefahren Verhaltnis von 50:50 vor. Einésté@hdige Separation der reinen Produkte 2,dh
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Abb. 22: Selektivitaten chemischer Synthesen alkgiter Pyrazole mittels lodalkanen. A) Beispielreaktion der
Methylierung von 3-Methylpyrazol1j mittels lodmethan mit der Bildung von 1,3-Dimdityrazol (1a) und 1,5-
Dimethylpyrazol (b). B) GC-Chromatogramm der chemischen Methylierung ¥arit dem Produktgemisch vdra/1b.

C) GC-Chromatogramm der chemischen Methylierung vofCBmethylpyrazol 2) mit der Bildung von 1,3,4-
Trimethylpyrazol 2a) und 1,4,5-Trimethylpyrazol2p). D) GC-Chromatogramm der chemischen Methylierung von 3
Cyclopropylpyrazol 8) mit der Bildung von 1-Methyl-3-Cyclopropylpyrazddd) und 1-Methyl-5-Cyclopropylpyrazol
(3b). E) GC-Chromatogramm der chemischen Methylierung v@Riryl)-Pyrazol 4) mit der Bildung von 1-Methyl-
3(2-Furyl)-Pyrazol4a) und 1-Methyl-5(2-Furyl)-Pyrazo#ip). F) GC-Chromatogramm der chemischen Methylierung von
3(2-Fluorophenyl)-Pyrazol 4) mit der Bildung von 1-Methyl-3(2-FLuorophenyl)-Py@ (5a) und 1-Methyl-5(2-
Fluorophenyl)-Pyrazol5b). G) GC-Chromatogramm der chemischen Methylierung vavieshyl-4-Phenylpyrazol )

mit der Bildung von 1,3-Dimethyl-4-Phenylpyraz6bj und 1,5-Dimethyl-4-Phenylpyrazdlf). H) GC-Chromatogramm
der chemischen Ethylierung von 3-Cyclopropylpyrg@imit der Bildung von 1-Ethyl-3-Cyclopropylpyrazaid) und 1-
Ethyl-5-Cyclopropylpyrazol{b).??¥1 [y GC-Chromatogramm der chemischen Propylierung v@ydopropylpyrazol )

mit der Bildung von 1-Propyl-3-Cyclopropylpyraz@a) und 1- Propyl-5-Cyclopropylpyrazasi).?2?!
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(ethylierte und propylierte Produld&"), 4, 5, 6 mittels Saulenchromatographie konnte in keinem der
Falle erreicht werden. Der Hauptteil der gesammefmktionen enthielt jeweils Mischung beider
regioisomeren Produkte. Dies verdeutlicht, dasglialite N-Heterozyklen schwer trennbar sind und

unterstreicht die Notwendigkeit einer selektivelkylerungs-Methode.

3.3 Entwicklung einesDeep-WelPlatten-Screenings

Fur eine effiziente Untersuchung der Methylierungs dSubstratpanels (Abb. 21D) durch die
Mutantenbibliothek wurde eirDeep-WeHlPlatten (DWPs)-Screening entwickelt. Aufgrund der
geringen Produktbildung der wtNNMT nditwurden hierfiir 24-DWPs eingesetzt. Diese ermoglich

eine hohere Enzymproduktion im Vergleich zu 96-DVERfgrund der Steigerung des Kulturvolumens
pro Well. Die dadurch im Vergleich zu 96-DWPs verringertezainl anWellgPlatte ist hier aufgrund

der reduzierten Anzahl an Varianten der fokussieMritantenbibliothek vernachlassigbar. In der
vorliegenden Arbeit konnte somit auf Basis von 244Bs ein Assay entwickelt werden, der ein
schnelles und sensitives Screening von Substraitetiemgesamten Mutantenbibliothek ermdglichte.
Die Aktivitat der Enzyme wurde hierbei in Form deroduktbildung mittels Gaschromatographie
(GC) ermittelt. Diese Analyse ermoglicht die Detektder Produkte mittels Flammenionisations-
detektor (FID) oder Massenspektrometer (MS). Le¢xtehat den Vorteil, dass selbst geringste
Produktkonzentrationen detektiert werden kdnnendiadProduktbildung, z. B. in Abwesenheit von

Produktstandards, Uber einen Massenhit bestatigtemnekann.

Um die Aussagekraft des entwickelten 24-DWP-Asg&8y8.6) zu untersuchen, wurde die relative
Standardabweichung\) des 24-DWP-Assays untersucht. Hierfir wurde diNMT in zwei 24-
DWPs exprimiert, wobei pro Platte je eine Reihe jmiteils zweiWellsder wtINNMT, einWell mit
dem pET28a(+)-Leervektor und éidell mit einem sterilen Zahnstocher ohne Zellen alstkadien
inokuliert wurden (Abb. 42). Da#/ell mit ausschlief3lich Medium diente hierbei als $itéts- und
Kontaminationskontrolle. Nach Aufschluss mittels shgym und DNasel und anschlieRender
Zentrifugation, wurde Pyrazalmit der wtNNMT aus dem loslichen Uberstand undlsiddmetrischen
Konzentrationen von SAM methyliert (8.6.6). Die &uwétbildung wurde nach der Extraktion mit
DCM mittels GC-FID (8.8.3.1) quantifiziert. Die Gaatproduktbildung Uber alle 44 untersuchten
Wells betrug im Mittel 0,15 mM, begrenzt von denchsgten gemessenen Wert von 0,18 mM und dem
kleinsten gemessenen Wert von 0,11 mM (Abb. 23Aje Bier Kontrollen (2x Medium und
2x Leervektor) zeigten keine Produktbildung. Diettlmie Standardabweichung des untersuchten
Assays betragt 12 % fur die Produktbildung, die #afen ausgenommen. Zusatzlich zur

Produktbildung wurde die Regioselektivitat der wiMN-Reaktion im Platten-Assay untersucht.
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Abb. 23: Relative Standardabweichung (A) und Regiadektivitat (B) des 24Deep-WeHPlatten (24-DWPs) Assays.
Gemessen wurden zwei 24-DWPs der Wildtyp NicotimhiMethyltransferase (WtNNMT, 400 uL Lysat/Well) mit
2 mM 3-Methylpyrazol 1) und 2 mMS-Adenosylt-Methionin bei 37 °C fir 20 h. Als Kontrollen diemt je ein Well mit
Medium und je ein Well mit pET28a(+)-Leervektor friatte.

Die mittlere Selektivitat betrug 64 % fur 1,3-Dirhglpyrazol (La) zu 36 % fur 1,5-Dimethylpyrazol
(1b) mit einer Standardabweichung von 1 % (Abb.23B)mi ist der 24-DWP-Assay gut geeignet,

um die Methylierung von Pyrazolen durch die Mutabibliothek zu untersuchen.

3.4 Screening der Mutantenbibliothek

Mit dem entwickelten 24-DPW-Protokoll wurde die Muotenbibliothek auf ihrer Substratbreite,
sowie auf die Aktivitat und die Selektivitdt deneelnen Varianten untersucht (8.6.6). Als Substrate
dienten die bereits beschriebenen Pyradete(Abb. 21). Wahrend mittels GC-FID quantifiziert
(8.8.3.1) werden konnte, wurden alle anderen Pyganangels Produktstandards und aufgrund der
hoéheren Nachweisgrenze mittels GC-MS im SIM-Mod&8.3.2-8.8.3.8) gemessen. Die Produkt-
bildung wurde fur diese Messungen anhand des Fi&elnealtnisses der Produktpeaks zum internen

Standard dargestellt.

Viele der Varianten waren im Screening der Mutabiteiiothek mit dem Pyrazolpanel aktiver und
regioselektiver als die WINNMT. Uber alle Substraiteveg waren mehr als 90 % der Varianten aktiv,
10-30 % der Varianten waren pro Substrat aktive¥Yanter regioselektiver als der Wildtyp. 74 % der
Varianten zeigten flr mindestens ein Pyrazol eiteehe Produktbildung als der Wildtyp, nahezu alle
Varianten waren flr mindestens ein Substrat retpkeer (Abb. 24 & Abb. 47-Abb. 51). Das

Screening des bereits mit der WINNMT untersuchteddlsubstratd ergab mehrere regioselektive,
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darunter auch regiodivergente Varianten (Abb. Babei erreichten 12 % der Varianten eine héhere
Produktbildung im Vergleich zum Wildtyp. 20 % deraNanten wiesen mit Pyrazd eine
Regioselektivitat von >80 % auf (Abb. 48). Die héwn Regioselektivititen wurden jedoch
ausschlief3lich fURb erreicht, einzig zwei Varianten erreichten Seletdten von knapp unter 80 %
fur 2a. Fur Pyrazol3, mit dem sterisch etwas anspruchsvollen Cyclopr@upstituenten, konnten
deutlich mehr Varianten eine regioselektive Metirylng erreichen. Fast die Halfte aller Varianten

wiesen eine Selektivitat von 80 % oder mehr auft(At?).

In diesem Fall lag die Mehrheit der regioselektiv@roduktbildungen bei Produl@b. Nur vier
Varianten erreichten in der Methylierung weine Regioselektivitat von > 80 % fip im Vergleich
zu 13 Varianten fuda (Abb. 49). Die Varianten v28, v36 und v38 zeichmsérh durch exzellente
Regioselektivitaten von jeweils >99 % aus. Die lsidle Methylierung zub flhrte zu erheblichen
Aktivitatsverlusten. Insgesamt waren n#t zehn Varianten aktiver als der Wildtyp. Mit 3(2-
Fluorophenyl)-Pyrazold) konnte keine erhdhte Selektivitat fir Prodbktbeobachtet werden.

[E=Y
1

1 [BZZ] 1-Methyl-3-Cyclopropylpyrazol
---- MW wtNNMT

[ 1-Methyl-5-Cyclopropylpyrazol

o
(o)
1

o
»
1

GC-Ausbeute
[FlacheProdukte/FIé‘CheStandard]

Abb. 24: Screening der enzymatischen Methylierungon 3-Cyclopropylpyrazol (3) durch die Mutantenbibliothek.
Die obere Grafik zeigt die Gesamtproduktbildunch(garze Balken) und den Mittelwert (MW) der Prodilktbng der
Wildtyp NicotinamidN-Methyltransferase (Wt). Die mittlere Produktbilduder wtNNMT ist als gestrichelte Linie
dargestellt. Die untere Grafik beschreibt die Reejektivitat der Varianten im Vergleich zur Selektt der wiNNMT
und der chemischen Methylierung mittels lodmethdel}. Der Leervektor (LV) pET28a (+) diente als Kmile. Die
mittlere Selektivitat der wtNNMT ist als gestricteelLinie dargestellt. Die Fehlerbalken der wtNNM@&sbhreiben die

Standardabweichung von Hexaplikaten.
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Mehr als 75 % aller Varianten erreichten jedocteerhohte Regioselektivitat (>80 %) fur Produkt
5a auf (Abb. 50). Insgesamt 26 Varianten zeigten dibbere Aktivitat als die WINNMT. Im
Substratscreening mit Pyraz6l konnten insgesamt 72 % der 50 Varianten das Plylsesser
umsetzen als das Wildtyp-Enzym, das mit diesemZ@ynaahezu kein Produkt bildete (Abb. 51).
Davon erreichten zwolf Varianten eine Selektivitéh iber 80 %. Uber alle Substrate hinweg zeigte
sich eine Abnahme der Aktivitat des Wildtyp-Enzyeishergehend mit der ansteigenden Sterik von
Substratl bis®6.

Zusammengefasst demonstrierte das Screening eks¥alc die Dbreite Aktivitat der

Mutantenbibliothek fur alle untersuchten Substrateyie die hohe Diversitat der Regioselektivitaten
der Varianten. Zur Evaluation der gefundenen Aligisteigerungen und Selektivitaten wurden in
einem nachsten Schritt die Varianten v17, v22, w&,, v36, v38, v40 und v49 mit gereinigtem

Enzym charakterisiert.
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3.5 Charakterisierung ausgewahlter FuncLib-Varianten

Im nachsten Abschnitt der vorliegenden Arbeit war@deisgewahlte Varianten aus dem Screening
weitergehend untersucht und die von ihnen katatysie Methylierungsreaktionen hingehend
verbesserter Produktivitat und Selektivitat chazgktert. Hierflr wurden alle ausgewahlten Variante
exprimiert und durch ihren C-terminalen Higag per Metallionen-Affinitats-Chromatographie
(IMAC) an einer Akta™ Purifier gereinigt (8.5.2).

3.5.1 Endpunktbestimmungen unter stdchiometrischem Einsat von SAM

Eine Mdglichkeit enzymatische Reaktionen zu belemebesteht darin, am Ende der Reaktion die
Produktbildung und die Selektivitat zu bestimme (B). Hierfir wurden aus dem Screening fur jedes
Substrat Varianten ausgewahlt, die im VergleichietNNMT eine erhohte Aktivitat bei gleichzeitig
verbesserter Regioselektivitat aufwiesen. Zusdtzlisurden Varianten ausgewahlt, die das
regiodivergente Produkt, der zuvor ausgewahlteniavitgn, produzierten. Alle ausgewahlten
Varianten methylierten die jeweiligen Pyrazole guter bis exzellenter Regioselektivitat von bis zu
>99 % und teilweise regiodivergent (Abb. 26 & Tabdl0). So konnten fiit (93 %1b) und2 (96 %

2a) hohe Regioselektivitaten, firzudem auch Regiodivergenz (v17 & v49) beobachéztien. Die
hochsten Regioselektivitaten (>99 %) wurden in Bathylierung von3 (v36 fir 3a), mit allen
untersuchten Varianten fir Pyrazb{fir 4a & 4b) und mit 50 % der Varianten nbt(v28 & v38 fur

5a) gefunden. Neben der Regiodivergenz vomethylierten die Mutanten der Bibliothek auch die

Substrate8 und6 regiodivergent.

Es zeigte sich jedoch anhand der Produktbildungs adhe Varianten moglicherweise durch eine
Inhibition limitiert wurden. So unterschieden sidie Differenzen der Produktbildung im Vergleich
zur WtNNMT teilweise extrem zu denen des Screenifigeoelle 10, Abb. 24, Abb. 47-Abb. 51).
Mogliche Produktinhibitionen werden auch in der ek#tur fur das Wildtyp-Enzym
beschriebef1622%1 Daher wurde anhand der wtNNMT die Auswirkung deidgtithen Produkt-
inhibitionen auf die Methylierung der Pyrazole usteht. Als Modellsubstrat hierfir diente 3-
Methylpyrazol @) bei dem die wtNNMT die hochste Produktbildungveie. Die Inhibition der
methylierten Produkte wurde anhand von Zugabe-kixaten (piking) untersucht (8.6.4). Hierbei
wird die Produktbildung des nicht zu Reaktionsbegingegebenen Regioisomers beobachtet und auf
die Produktbildung ohne die Zugabe eines poteatidihibitors normiert. Die in Kontrollreaktionen

ohne Enzym gemessenen Produktkonzentrationen wurdeéem von der Produktbildung der
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enzymatischen Reaktion subtrahiert, um die Reinth@itProduktstandardisa und 1b (je 97%) zu
bertcksichtigen.

Sowohl fur die methylierten Produkte, als auch $#&H konnte eine deutliche Produktinhibition
nachgewiesen werden (Abb. 25). Aufféllig ist, ddigsinhibition bei der Zugabe von jeweils ~100 uM
des jeweiligen Produktes eintrat. Die Inhibitionnv8AH war dabei etwas geringer, als die der
methylierten Produkte und konnte durch die Additimm SAHN kompensiert werden (Abb. 58).
Insgesamt zeigen diese Versuche jedoch eine nuiltfioduktinhibition der wtNNMT, die

mutmallich fur die geringen Umséatze verantwortigth

>

100 EB e ® o e 01,3-Dimethylpyrazol

@
60 T ®

40 } ®
20 1
0 1 ———— -+ —— -+ ——— -+ —— -+
1 10 100 1000 10000
1,5-Dimethylpyrazol [uM]

GC-Ausbeute [%]

o8]

100 <> @ ® ¢ ¢ | <©1,5-Dimethylpyrazol
80 T+ & p
60 T >
40 +
20 T
0 t +————++ t +—t———++ t +———+++ t it
1 10 100 1000 10000
1,3-Dimethylpyrazol [uM]

GC-Ausbeute [%]

@]

100 & A A A A A A
8o 1 A
60 & A
a0 1
20 1
O" + ettt} + ettt} + Attt + +— -+
1 10 100 1000 10000
S-Adenosyl-L-Homocystein [uM]

| A Gesamtprodukt

GC-Ausbeute [%]

Abb. 25: Inhibitionen der enzymatischen Methylierurg von 3-Methylpyrazol (1) mit der Wildtyp-NNMT. A)
Inhibition durch zugegebenes 1,5-Dimethylprazolmgsesen an der Produktbildung von 1,3-DimethylpyraB)
Inhibition durch zugegebenes 1,3-Dimethylprazolmgesen an der Produktbildung von 1,5-Dimethylpytagt)
Inhibition durch zugegebene&Adenosylt-Homocystein, gemessen an der Gesamtproduktbilduaog 1,3-
Dimethylpyrazol und 1,5-Dimethylpyrazol. Eingesetatrden 10 uM wWtNNMT, 2 mM, 2 mM SAM, 50 mM KPi, pH
7.0 fiir 20 h bei 37 °C. Die Produktbildung ist Gder logarithmisch aufgetragenen Inhibitorkonzdiiredargestellt. Die
Fehlerbalken stellen die Standardabweichung vopliKaiten dar, die X-Achsen sind in logarithmischerm dargestellit.
Die Reinheit der Pyrazol-Produktstandards wurdedbeBerechnung der gemessenen Produktbildung kedchtigt.
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3.5.2 Anfangsgeschwindigkeiten der enzymatischen Methyliang von Pyrazolen

Da die Experimente zur Produktinhibition der wtNNMT eine Beeinflussung durch die methylierten
Produkte und SAH hinwiesen, war es das Ziel, auagtter Varianten in einem durch Inhibition
maoglichst unbeeintrachtigten System zu untersucHeflr wurden die Anfangsgeschwindigkeiten
der Reaktionen untersucht, da diese hochstwahrdiienicht durch eine Inhibition beeintrachtigt
werden. FiUr die Vergleichbarkeit aller Enzyme wurdbeselben Reaktionsbedingungen fiir alle
Reaktionen mit 50 uM gereinigtes Enzym, 2mM derraBgle und SAM und 37°C
Reaktionstemperatur angewandt. Auch wurden alleg&eaen und Reaktionsgefalle bei 37 °C
vorgewarmt, um eine Verzogerungs-Phadag-phasé zu vermeiden. Die Mwurde in Microsoft Excel

als Steigung eines linearen Fits der Messpunktenes (8.6.8).

Neben den exzellenten Regioselektivitaten (<99%) wer Regiodivergenz fir nahezu alle
Pyrazolsubstrate (5.5.1) wurden in der Analyse derfangsgeschwindigkeiten deutliche
Aktivitatssteigerungen der Varianten beobachtet(A% & Abb. 59). Einige Varianten zeigten eine
Steigerung der Aktivitat um Faktoren von ~10 im §deich zur wtNNMT. Fir zwei Substrat2 ¢nd

6) erreichte Variante v49 sogar eine 72- bzw. 1IBdaAktivitat des Wildtyps. Die Aktivitat der
WtNNMT sank dabei mit steigender Sterik der Pyragbktituenten. Dies in Zusammenhang mit den
erreichten exzellenten Selektivitaten bei gleictigen Aktivitatssteigerungen zeigt die Verbesserung
der Mutanten gegentber dem Wildtyp-Enzym dar. Desten deutlichen Aktivitatssteigerungen
fanden sich darlber hinaus fur die selektive Matihyhg des chemisch nicht-favorisierten Pyrazol-
Stickstoffs.
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Substrat Variante  A\ivitat Selektivitat) ~ Aktivitats-
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MeG=N.  WINNMT 0,64 67 :33
\l;/"“ vi7 0,03 7:93 0,05
1 v49 57 86: 14 8,9
Meji’i'NH WINNMT 0,92 40: 60
Me” v40 0,59 4:96 0,65
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~ 'NH v28 0,05 >99: 1 0.21
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= NH v28 0,08 >09: 1 7
s v49 0,18 92: 8 17
5
= . WINNMT 0,014 57 : 43
< v22 0,57 9: 4 41
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Abb. 26: Analyse der Anfangsgeschwindigkeit der Métylierungsreaktionen von ausgewahlten Varianten miden
Pyrazolen 1-6. Eingesetzt wurden 2 mM Pyrazol, 2 mM SAM und 30 Enzym bei 37 °C. Alle enzymatischen
Reaktionen wurden in Triplikaten durchgefuhrt. BiestimmtheitsmalRle fiir alle Anfangsgeschwindigkekénnen im
Detail Abb. 59 entnommen werdéiDie Regioselektivitaten wurden in Endpunktmessurigdiriplikaten bestimmt. Die
jeweiligen Standardabweichungen kénnen im Detalbella 10 entnommen werdeéPDie Aktivitatssteigerung wurde
anhand der Division der Anfangsgeschwindigkeit \dariante durch die Anfangsgeschwindigkeit des NNWildtyps
berechnet.
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3.6 In vivo Methylierung von 3-Methylpyrazole mit E. cloni BL21 (DE3)

Die Anwendbarkeit von MTs wird in der Regel durcéndteuren und instabilen Cofaktor SAM
limitiert. Einein vivo-Methylierung von Pyrazolen bietet den Vortelil, sldss bendtigte SAM durch
E. coli selbst synthetisiert und vor allem regenerierdwider Einsatz von teurem SAM kann somit
vermieden werden, das besonders fir ein technisohendungen von Vorteil ist. Die Mdglichkeit
einer solchen Ganzzellkatalyse wurde in eprenf of concepStudie untersucht. Hierfir wurde mit
Variante v49 irk. cloniExpressik. coliBL21 (DE3) Stamm) das Modellsubstrat 3-Methylpwia)
umgesetzt. Nach der Expression wurden die Zellbarsend zentrifugiert, einmal mit Reaktionspuffer
gewaschen und zuletzt mit einem Puffer mit zusé&izi0 mM Glucose resuspendiert. Eingesetzt
wurde eine finale Biomassekonzentration von 10@s#mL, mit 10 mM1 bei 37 °C und 180 rpm fur
72 h (8.6.9). Im Vergleich zur zuvor aufgeschlogseKontrollreaktion konnte eine deutlich héhere
Produktbildung beobachtet werden (Abb. 27).

Diese Ergebnisse geben einen ersten Hinweis datass, eine Methylierung von Pyrazolen mithilfe

einer glucosebasierten natirlichen Regeneratigamzen Zellen moglich ist.
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Abb. 27: In vivo Methylierung von 3-Methylpyrazol. GesamtproduktbildungA() und RegioselektivitatenB] der
Ganzzellkatalyse von 3-Methylpyrazal)(mit v49 in E. cloni Express im Vergleich zu einer Kontrollreaktion mit
aufgeschlossenen Zellen. Eingesetzt wurde eindefiBiomassekonzentration von 1004ngmL mit 10 mM 1 und
10 mM Glucose in 500 pL Reaktionen in 50 mM; iKBi 37 °C fir 72 h.



66 ERGEBNISSE

3.7 ldentifikation promiskuitiver Halogenid-Methyltrans ferasen

Um zu demonstrieren, dass mit der Mutantenbibliotheht nur Methyl- sondern auch Alkyl-Gruppen
(Ethyl, Propyl) Ubertragen werden kdnnen, wurde e@mem ersten Schritt ein SAM-
Regenerationssystem nach dem von Liao und Seé¥Bébtleschriebenen Prinzip etabliert. In diesem
System beladt eine Halogenid-Methyltransferase (HMTeiner zyklischen Kaskade SAH mit der
Methylgruppe von lodmethan und hat das Potential @&H und einfachen Halogenalkanen nicht-
natirliche SAM-Analoga (NSAs) enzymatisch zu sytiiieren. Da die publizierte HMT aus
Chloracidobacterium thermophilun{cthrHMT) nach aktuellem Stand auf den Transfer von
Methylgruppen beschrankt ist, wurden in Kooperatiomt Benjamin Aberle aus einer
enzymologischen Studie von 2089 funf weitere HMTs als Startpunkte identifiziertrdD dieser
HMTs gehoéren den verschiedenen Bereichen der évnéiren Entwicklung der PlantabnjgHMT
aus Batis maritimg, Fungi @clHMT aus Aspergillus clavatus und Bacteria {xeHMT aus
Burkholderia xenovransan und wurden aufgrund ihrer Aktivitat in der ibegung von Methyl aus
lod-, Chlor- und Brommethan ausgewahlt. Eine weitdMT ausArabidopsis thaliangathHMT)
wurde auf Grund der vorhanden Kristallstruktur gelvédie als einzige dieser Enzymfamilie gelost
istit*?l. Nach der Analyse eines Sequenz-Ahnlichkeits-Netks/(8.9.4) wurde zuséatzlich eine HMT
ausSynechococcus elongat(s#HMT) der Auswahl hinzugefiigt, da diese mit einemzgn Cluster
direkt verbunden ist, d.h. zu allen Sequenzen tiest€s in direkter Nachbarschatt liegt. Die Ausivah
der HMTs wurde als synthetische DNA bestellt, ins@mmenarbeit mit Benjamin Aberle in das
Plasmid pBAD33 kloniert und in den SAHN-knockouta®imn E. coli JW0155 aus der Keio-
Kollektionl??8] transformiert, da dieser Stamm den SAH-CofaktottM Ts nicht degradiert (8.3).

In der, in Kooperation mit Benjamin Aberle, begiééin Bachelorarbeit von Samuel KiefZie
wurden diese sechs Enzyme charakterisiert. Dafindevu sie hinsichtlich ihrer promiskuitiven
Fahigkeit enzymatisch aus SAH und verschiedenemodealalkanen NSAs zu synthetisieren
untersucht. In ersten Experimenten wurde die Prhantét der HMTs hinsichtlich verschiedener
Halogenalkane studiert. Alle getesteten HMTs komimid6slicher Form exprimiert werden (Abb. 44)
und waren in der Lage, lodmethan (Mel) fur die Brig von SAM aus SAH zu nutzen (Tabelle 1).
Chlor- und Brommethan wurden aufgrund ihrer toxéstkigenschaften aus Sicherheitsgriinden nicht
untersucht.. Die Bildung der NSAs wurde durch LC-Kigalysen anhand der Massenspektren und
der Detektion der Hauptmassen der NSAs bestétigh.(80).

Fiur die anderen getesteten Halogenalkane zeigtbndg meisten Enzyme zumeist sehr restriktiv,

einzig die HMT au#\spergillus clavatugaclHMT) konnte alle getesteten Halogenethane, -propane
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Tabelle 1: Substratscreening von Halogenid-Methyltansferasen (HMTs) mit verschiedenen Halogenalkanededes
Halogenalkan wurde in einem individuellen Experingetestet, um die Promiskuitéat der verschieden®fT i zu
vergleichen. In 500 pL Biotransformationen wurde#5 L Lysat, 1 mM S-Adenosylt-Homocystein und 40-80
Aquivalente (Aquiv.) der Halogenalkane eingesetxt bei 25 °C fiir 20 h inkubiert. Mel, lodmethant, Fbdethan; EtBr,
Bromethan; Propl, 1-lodpropan; Butl, lodbutan; ButBrombutan, ButCl, Clorbutan. Tabelle verandextnS. Kienzle
(2020§%27

Mel Etl EtBr Propl Butl ButBr ButCl
(80 Aquiv.) (60 Aquiv.) (70 Aquiv.) (50 Aquiv.) (40 Aquiv.) (50 Aquiv.) (50 Aquiv.)

HPLC-Ausbeute [%]

Puffer 1

Leervektor 10

cthHMT 97 1 1

athHMT 100 44 1

acHMT 100 78 99 31 3 2 1
bmaHMT 99 81 100 1

bxeHMT 99 2 2

seHMT 100 61 21 3 1

und -butane umsetzen. In der Folge wird dieses mnzays NSA-Synthase bezeichnet. Die
Kombination von Halogenalkanen mit der NSA-Synthasigte das Alkylierungspotential des mit
dem Enzym co-aufgereinigten SAHs, dessen Anwesedhrih HPLC-Analyse von NSA-L6sungen
zusatzlich bestatigt werden konnte. Kontrollexpemte unter Zugabe von SAH und Mel, jedoch ohne
NSA-Synthase, zeigten, dass diese Reaktionen eratgigkiert und nicht in einer chemischen
Hintergrundreaktion stattfand (Abb. 28).

In einer begleiteten Masterarbeit wurde die Bildung NSAs mit lodmethan, -ethan, -propan und -
butan durch die NSA-Synthase in Zeitverlaufen voN.AEgler-Kemmerét?®l weiter charakterisiert.
Im Allgemeinen zeichnete sich der Trend ab, dassAdttivitat der NSA- Synthase mit steigender
Kettenlange der Halogenalkane abnahm (Abb. 29).réféls Adenosylt-Ethionin (SAE) noch zu
ca. 85 % gebildet wurde, synthetisierte die NSAiBgeeS Adenosylt-Propionin (SAP) nach 46 h
nur noch zu 12 %S-Adenosylt-Butionin (SAB) nur noch zu 3,6 %. Die Reaktioneit Etl, Propl

und Butl verliefen dabei teilweise deutlich langsarals mit Mel.
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Abb. 28: Die NSA-Synthase-katalysierte  Alkylierung von  S-Adenosyli-Homocystein (SAH)  und
Kontrollreaktionen. A) Enzymatische Methylierung von SAH mit lodmethafe() und B) enzymatische Ethylierung
von SAH mit lodethan (Etl). Eingesetzt wurden 1 n®H, 10 Aquivalenten des entsprechenden Halogenalkad
50 uM gereinigtes Enzym bei 25°C fur 20@) Die Reaktion mit Bromethan (EtBr*) wurde unter dgleichen
Bedingungen wie mit Mel und Etl durchgefiihrt, jedanit 67 Aquivalenten EtBr in Lysatreaktionen (245 Lysat
anstelle des gereinigten EnzymB). Die Reaktion mit lodpropan (Propl**) wurde untezrdgleichen Bedingungen wie
die Reaktionen mit Mel und Etl durchgefiihrt, jedonfit 50 Aquivalenten Propl. Die Fehlerbalken zeigeie
Standardabweichung von Triplikaten, mindestensghdmn Duplikaten und kénnen so klein sein, dasysm Rahmen
der Saulen Uberlagert werden. Abbildung verandeshrS. Kienzle (20265 und A.N. Egler-Kemmerer (2026§3
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Abb. 29: Zeitlicher Verlauf der Bildung nicht-natir licher S~Adenosyl4+ -Methionin (SAM)-Analoga durch die NSA-
Synthase SAM wurde mit der hdchsten Aktivitat bei Verwemguvon lodmethan gebildet, gefolgt v&mAdenosylt -
Ethionin (SAE) bei Verwendung von lodethan und ldegsamsten Bildung vo&Adenosylt-Propionin (SAP) un&
Adenosylt-Butionin (SAB) bei Verwendung von lodpropan bzedbutan. 50 uM NSA-Synthase, 1 mM SAH und 10
Aquivalente jedes Halogenalkans wurden in 500 plakRenen bei 25°C inkubiert. Die Fehlerbalken zaigtie
Standardabweichung von Triplikaten und kénnen sinksein, dass sie von den Markierungen uUberlagertien. Die
Reaktionszeit ist in logarithmischer Form dargéistabbildung verandert nach A.N. Egler-Kkemmere®2Q) 223
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3.8 Alkylierung von Pyrazolen unter Verwendung von Halgenalkanen

Nachdem erfolgreich gezeigt werden konnte, dass dN8Azymatisch durch die NSA-Synthase
synthetisiert werden kénnen, wurde diese in einéainsten Schritt auf Pyrazole Ubertragen. In ersten
Versuchen mit NSA-Synthase, v49 und Modellsubsttakkonnte gezeigt werden, dass die
enzymatische Methylierung mit lodmethan in dieseembymatischen Cofaktorregenerationssystem
maoglich ist (Abb. 30A). Die hochste Produktbildudgr Kaskade war vergleichbar mit der bei
stéchiometrischem Einsatz von SAM. Ein Unterschied Produktbildung bei den verschiedenen
SAH-Konzentrationen konnte nicht beobachtet werddédie geringe Produktbildung der
Kontrollreaktionen von v49 mit Mel und 100 uM SAEkigt eine marginale chemische Methylierung
von SAH durch Mel. AulRer einer geringen chemiscHartergrundreaktion in den Reaktionen der
NSA-Synthase mit Mel und 100 uM SAH, sowie der PBibntrolle zeigte keine der
Negativkontrollen eine Produktbildung der methyker Pyrazole. Die Selektivitat der
Methylubertragung aut mit v49 betrug im Mittel aller Reaktionen 80 % fia. HPLC-Messungen
der Proben zeigten, dass die Enzymlosungen béceHaufgereinigtes) SAH enthielten (Abb. 30B).
Die Konzentration des co-aufgereinigten SAHs befiudeide Enzyme gemeinsam 0,017 mM. Die
Untersuchung der SAM-Konzentrationen der Probegteetlass SAM nur in den Biotransformationen
mit 50 uM und 100 pM SAH gebildet wurde (Abb. 30@)ie einzige Ausnahme stellte die
Kontrollreaktion mit der natlrlichen Reaktion deBAFSynthase mit 100uM SAH und Mel dar.
Interessanterweise konnten in diesem Experimen&ab des theoretisch zu Verfligung stehenden

SAHs zu SAM umgesetzt werden.

Diese ersten Ergebnisse zur zyklischen enzymatisbtethylierungskaskade mittels Mel wurden in
weiteren Experimenten anhand einer aktiveren ugselektiveren Substrat-Enzym-Kombination
eingehender studiert. Aus der Endpunktbestimmung eezymatischen Methylierung mit
stdchiometrischem Einsatz von SAM wurde hierflrigiate v36 mit 3-CyclopropylpyrazoB) als die

selektivste Enzym-Substrat-Kombination (>993%) bei gleichzeitig hoher Produktbildung (35 %)

identifiziert.

Von A.N. Egler-Kemmer wurde in einer begleitetenstémarbeit im Folgenden die Produktbildung
der bienzymatischen Kaskade mit v36 @anit dem Ziel einer Reaktion im praparativen MaRst

optimiert. In einem ersten Experiment wurde det#&lauf der bienzymatischen Kaskade mit und
ohne Zugabe des Cofaktors SAH untersucht (Abb. 31)den ersten 5 h der bienzymatischen
Kaskade mit Zugabe von SAH (blau) stieg die Probildang linear an, um nach 28 h die maximale

Produktbildung von ~60 % zu erreichen. Wahrendedsten 8 h konnte hierbei zwischen mit oder
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Abb. 30: Bienzymatische Kaskade mit NSA-Synthase dnhv49 und Kontrollreaktionen zur enzymatischen
Methylierung von 3-Methylpyrazol (1) mit lodmethan (Mel) bei variierender Konzentration von S-Adenosyl4. -
Homocystein (SAH). A)Gesamtproduktbildung von 1,3-Dimethylpyrazbé) und 1,5-Dimethylpyrazollp), gemessen
Uber GC-FID.B) HPLC-DAD-Ausbeute von SAH un@) von S Adenosylt-Methionin (SAM). Eingesetzt wurden je
50 uM Enzym, 2 mM1, 1 mM SAM und 10 Aquivalente Mel bei 37 °C fir BO In Kontrollreaktionen mit
stdchiometrischem Einsatz von SAM wurden 2 mM defakiors eingesetzt. Alle in Kontrollreaktionen geischlossenen
Reagenzien und Enzyme wurden jeweils in gleicheuivien durch Reaktionspuffer (50 mM KBH 7,0) ersetzt.

ohne Zugabe von SAH kein Unterschied beobachtedevedm weiteren Reaktionsverlauf zeigte sich
eine etwas geringere Produktbildung ohne die Zugahe&sAH, jedoch war die Differenz der Unikate
nie grofBer als 5 %. Am Ende der Reaktion betrughdiferenz sogar nur noch 2 %. Im Vergleich
hierzu verlauft die Methylierung unter Verwenduregm\SAM zu Beginn der Reaktion schneller, blieb
allerdings nach rund 20 h bei ca. 40 % gebildeteodikt. Die Selektivitat der Produktbildung
(>99 % 3b) entsprach in diesen Versuchen der enzymatischethyllerung mit v36 (vergleiche
Abb. 24). Kontrollreaktionen ohne Enzyme, jedoch 3nind Mel zeigten eine langsam Uber die Zeit
ansteigende chemische Hintergrundreaktion, die dbergesamten Reaktionsverlauf immer kleiner
als 1% bleib. Diese Experimente offenbarten di¢intgde Reaktionsdauer von 30 h fir die
bienzymatische Kaskade und bestatigten erneut,allaszusatzliche Supplementation des Cofaktors
SAH nicht notwendig is£?®!



ERGEBNISSE 71

A
100
& keine Enzyme
@Enzyme, kein SAH
_, 80T AEnzyme, + SAH
S Ov36 + 2 mM SAM
Q
— 60 T A 6
> A A 6
% A 8 °
S 40 T+ O
<|t @ -
8 {
20 O A
..@A
0 QOOOOO—0—+ —OOOA—O— O—O—4 + ——
0 10 20 30 40 50
t [hi
B
100
ANSA-Synthase + v36
g 80 T ¢ ohne Enzyme
Q
S 607 ApA A A
8 wls’
9@ 40 1
<
O 204
(D -
0 +0—<———P—-O———t— Pttt ——|

0 5 10 15 20 25 30
Aquivalente an lodmethan

Abb. 31: Charakterisierung der enzymatischen Methyierung von 3-Cyclopropylpyrazol (3) durch die
bienzymatische Kaskade mit der NSA-Synthase und v3gittels lodmethan (Mel). A) Zeitverlaufe der Reaktion von
NSA-Synthase und v36 (je 50 uM) mit 2 mM vBn10 Aquivalenten Mel und mit/ohne Zugabe von 160 fAH bei

37 °C. Eine Vergleichsreaktion wurde mit 2 mM SAMrchgefihrtB) Produktbildung der enzymatischen Kaskade zur
Methylierung von 3-CyclopropylpyrazoB) mit variierenden lodmethan-Uberschiissen. Eingesatrden je 50 uM der
Enzyme v36 und NSA-Synthase, sowie 2 BMbei 37 °C fir 20 h. Abbildung verandert nach ABgler-Kemmerer
(2020§%°

Als nachstes wurde die Produktbildung des methgiieProdukts als Funktion des Mel-Uberschusses
(1,2, 4,5, 6, 10, 25 Aquivalente) in Bezug aufildl des Substrat3 untersucht. Die hochste Produkt-
bildung (61 %) wurde mit 10 Aquivalenten Mel ertgiqAbb. 31B). Eine Reduktion zu einem
aquimolaren Verhaltnis verringerte die Produktbiigunur geringflgig auf 47 %. Mit steigendem
Uberschuss an Mel erhohte sich jedoch die nichteatigche Hintergrund-reaktion. Temperatur- und
pH-Studien ergaben ein Temperaturoptimum von 37A@ ein pH-Optimum bei pH 7,0 fur die
bienzymatische Kaskade (Abb. 61A,B). Wahrend bei@®ur noch 7 % Produktbildung beobachtet
werden konnte, fand bei 55 °C keine Katalyse m#dit. £ine Reduktion auf 30 °C fiihrte zu einem
Aktivitatsverlust. Eine Steigerung der Substratlkentzation mit je 10 Aquivalenten Mel zeigte ab
20mM Mel starke nichtenzymatische Reaktionen flrur ngeringfigig gesteigerte
Substratkonzentrationen (Abb. 62).
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Mit konstanten 20 mM Mel konnte die Substratkoneaian bis 25 mM bei gleichzeitiger Steigerung
der Produktkonzentration bis 5,2 mM erhdht werddrb( 61C). Auch mit 50 mM konnte noch 7 %
Produktbildung beobachtet werden. Die prozentualzABsbeute nahm von 67 % bei 1 mM bis
50 mM 3 nahezu exponentiell ab (Abb. 61D).

In FeedingExperimenten wurde von A.N. Egler-Kemmerer zudenersucht, ob die Produktbildung
der Kaskade durch eine verdnderte Reaktionsfihvargessert werden kann. Die einmalige Zugabe
der einzelnen Enzyme, SAH, Mel, uBdeine gemeinsame Zugabe \@®uand Mel nach 20 h, sowie
eine kontinuierliche Zugabe von Mel bzZ8wdurch eine Spritzenpumpe, konnten in Experimeiban

92 h keinen positiven Effekt auf die Produktbildudey Kaskade austiben (Abb. 64 & Abb. 65).

3.8.1 Préaparative enzymatische Synthese von 1-Methyl-5-Clopropylpyrazol mit der

bienzymatischen Kaskade

Um die Anwendbarkeit zu demonstrieren, wurde ineeirbegleiteten Masterarbéit! die
enzymatische Methylierung mittels der etabliertaaskade und lodmethan im praparativen Mal3stab
von A.N. Egler-Kemmerer durchgefihrt (8.6.14). Hiemwurde das Reaktionsvolumen 1000-fach auf
500 mL in einer 1I-Schottflasche erhdht. Die Enkgnzentrationen (je 50 uM) und die
Substratkonzentration (2 mM ) entsprachen der Reaktionen im kleinen Mal3statzigdie

10 Aquivalente lodmethan wurden zuerst in beredtsperiertem Puffer gelost, sodass auf das
Cosolvent DMSO in Hinsicht auf die Produktreinigung S&ulenchromatographie verzichtet werden
konnte. Die Reaktion wurde durch die Zugabe daetdreEnzyme gestartet. Aufgrund der veranderten
Geometrie des Reaktionsgefal3es wurde die Reakitioh3d®-150 rpm in einem Aquatron-Schuttler
durchmischt. Nach Ende der Reaktion wurden dreb&rdir eine GC-Analyse entnommen. Diese
ergab eine Produktbildung von 40 3b und eine kalkulierte Ausbeute von 47,4 mg bei eine
exzellenten Selektivitdt von >97 % (Abb. 32). Dieeiinung der Konstitutionsisomere, zuerst tber
Kugelrohrdestillation und spéater Uber eine Saulemolatographie, konnte nicht erreicht werden. Die
saulenchromatographisch vom Substrat getrennten@psaduktfraktion enthielt nach NMR-Analyse
46,1 mg beider Produkte, in denen 44,13hgertreten war. Dies entspricht einer isoliertersbeute
von 37 % 3b in Bezug auf das eingesetzte Startmaterial. Dahieus konnten 55 % des
Startmaterials in Reinform zurtiickgewonnen werdee. Kontrollreaktion ohne Enzyme wies keine
Produktbildung auf (Abb. 32B).
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Abb. 32: Synthese von 1-Methyl-5-Cyclopropylpyrazo(3b) im préparativen Maf3stab durch die bienzymatishe
Kaskade von NSA-Synthase und v36.)AGC-Ausbeute und isolierte Ausbeute, sowie Saliktider ReaktionB) GC-
Chromatogramme der praparativen Reaktion (oben)eimel Kontrollreaktion ohne Enzyme (unten) mit §féf3erung
der Produktpeaks (rechts). Die Chromatogramme medgn internen Standard, die methylierten Produkté das
Substrat. In der 500 mL-Reaktion wurden je 50 ptlmlden Enzyme eingesetzt, sowie 2 mM 3-Cyclopimpgzol @)
und 10 Aquivalente lodmethan eingesetzt. Die Reaktiauerte 40 h bei 37 °C. Abbildung verandert nadi Egler-

Kemmerer (2020§23
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3.8.2 Enzymatische Ethylierung und Propylierung von 3-Cytopropylpyrazol

Das Ziel der folgenden Experimente der begleitdesterarbeit von A.N. Egler-Kemme¥é#! war

es, erstmals langerkettige Alkylgruppen mit denbignatischen Kaskade zu tbertragen. Da die NSA-
Synthase mit Halogenethanen und -popan die hocstauktbildungen nach lodmethan erreichte,
lag der Fokus dieser Studien auf der Ubertragumgled- und Bromethan, sowie von lodpropan auf
3. Unter den gleichen Bedingungen wie fir die Matrving konnte fir lodethan eine Produktbildung
von 7 % 1-Ethyl-5-Cyclopropyl7b) mit 97-prozentiger Selektivitat beobachtet wer@&siob. 33). Die
Ethylierung konnte nach einer Optimierung der Reaktemperatur zu 30 °C (Abb. 633) und einer
Verlangerung der Reaktionsdauer auf 72 h zu eireafuktbildung von 9 % mit >98 %b gesteigert
werden. Die Alkylierung vor8 mit Bromethan gelang zu 6 % mit einer Selektivitéh >97 %7b.
Jedoch konnte auch unter diesen fiir den Ethyl-Teamptimierten Bedingungen keine Ubertragung
von Propyl auf3 festgestellt werden. Da sich die Bildung von SAirct die NSA-Synthase bereits in
vorherigen Experimenten als gering zeigte (Abb, 86)ite die Propylgruppe von lodpropan anhand
einer zweistufigen one-potKaskade auf 3 Ubertragen werden. Dies ermdglichte beide
Reaktionsschritte zu den jeweils besten bekanneshngungen durchzufluhren. Zuerst synthetisierte
die NSA-Synthase (75 uM) bei 25 °C und fur 20 hglapylierte SAM-Analog. Im Anschluss wurde
die Variante v36 (75 uM) fir die finale Propyliegubei 37 °C fur 30 h hinzugefiigt. Auf diese Weise
konnte 3,0 uM 1-Propyl-5-Cyclopropylpyrazdh) mit einer Selektivitat von >97 % synthetisiert
werden (Abb. 34). Das Produkt konnte anhand derréibgtimmung der Retentionszeit eines
authentischen Standards, und aufgrund der aufgeeommilS-Spekiren bestatigt werden
(Abb. 34C und D). Die Kontrollreaktion ohne Enzyneeigte eine geringe, nichtselektive

Hintergrundreaktion.
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Abb. 33: GC-Chromatogramme der enzymatischen Ethyé#rung von 3-Cyclopropylpyrazol (3) durch NSA-
Synthase und v36 mittels lodethan (Etl)A) Standardkomponenten (interner Standard p-Xyl#sSD (Retentionszeit
5,75 in), ethylierte ProdukteZ§,b), und 3. B) Produkt der enzymatischen Ethylierung v&rC) Reaktion mit beiden

Enzymen, ohne EtD) Reaktion mit Etl, ohne Enzymg&) Reaktion ohne v36 unfl) ohne NSA-Synthase. Eingesetzt
wurden 50 uM der Enzyme, 2 mBlund 10 Aquivalente Etl bei 30 °C fiir 72 h. Abbihduerstellt aus Rohdaten der

begleiteten Masterarbeit von A.N. Egler-Kemmét&t.
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Abb. 34: Enzymatische Propylierung von 3-Cyclopropipyrazol (3) mit lodpropan durch die bienzymatische
Kaskade mit NSA-Synthase und v36GC-MS-Scan-Chromatogramm der enzymatischen Propplie von 3 mit

lodpropan (schwarz) im Vergleich zur Kontrollreakti ohne Enzyme (blau) unB) Vergleich der GC-MS-SIM-
Chromatogramme von Standardverbindungen (obendemt Produkt der selektiven enzymatischen Propyignonit

lodpropan (unten). Die Reaktion erfolgte mit 75 NSA-Synthase und 75 uM v36, 1 mM SAH, 2 m3lund

10 Aquivalenten lodpropan bei 30 °C fiir 50 h. Ddsd@natogramm der Standards (oben) zeigt auch dienRen der
methylierten Verbindungen zum Beweis, dass die Migthung bei der enzymatischen Reaktion nicht bebtst wird.
Das Chromatogramm der enzymatischen Reaktion (uaztEgt die enzymkatalysierte Reaktion (schwarzMengleich
mit dem Kontrollexperiment (ohne Enzym in blau). r@#s ist ersichtlich, dass es eine nicht-selektivieht-

enzymkatalysierte Hintergrundreaktion giB).undD) zeigen die entsprechenden MS-Spektren fir digrekatalysierte
selektive Synthese von 1-Propyl-5-Cyclopropylpytd8b) (D) im Vergleich zum authentischen Standatyl (Abbildung

verandert nach A.N. Egler-Kkemme&#!
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3.9 Identifikation einer weiteren promiskuitiven N-Methyltransferase

Im Laufe der vorliegenden Arbeit konnte eine vieNMT hinsichtlich der promiskuitiven
Methylierung von Pyrazolen untersucht werden. DiglolethylaminN-Methyltransferase aus
Oryctolagus cuniculudNMT) mit dem natirlichen Substrat Tryptamin Zeiet sich durch ein breites
promiskuitives Substratspektrum aus. Einige Belsfi@ nicht-nattrliche Substrate von INMT sind
N-Heterozyklen wie Nicotinamid und Histamin, sowies bhin zu kleinen Molekilen wie
Ethylamin?® Auch diese NMT wurde als synthetischer, codonoigtiter Genblock bestellt, tiber
Gibson-Assembly in pET28a(+) kloniert undBnclon® EXPRESS BL21(DE3) transformiert (8.3).
Da fur INMT noch keine Expression iB. coli beschrieben wurde, wurde das Enzym mit dem
Expressionsprotokoll der wtNNMT exprimiert (8.4.2.6las zu einer Expression in loslicher Form
fuhrte (Abb. 43C). Das Enzym wurde iber IMAC aneemAkta™ Purifier mit einem linearen
Elutionsgradienten gereinigt (8.5.4, Abb. 46). Dreomiskuitat der INMT wurde anhand des
Modellsubstrats 3-Methylpyrazal) untersucht. Ein Zeitverlauf der Reaktion ergabGy#9 mM eine
16-prozentige Produktbildung nach 20 h (Abb. 35A) &éiner Selektivitat von >99 % flib. Eine
weitere Produktbildung tber 20 h hinaus konntetriestgestellt werden.

Fur die Charakterisierung der Reaktion wurde daspesatur- und pH-Profil der INMT analysiert
(8.6.3). Fur das Enzym konnte ein breites Tempssptimum von 37-50 °C beobachtet werden, die
Produktausbeute unterschied sich in diesem Tempbgatich nicht nennenswert (Abb. 35B). Eine
Erhéhung der Temperatur auf 55 °C reduzierte daeliktbildung nur geringftigig. Bei 60 °C konnten
immer noch 45 % der Produktbildung bei 37 °C ehewerden. Selbst bei 75 °C konnte noch eine
Produktbildung beobachtet werden.

In pH-Studien wurde sowohl ein 50 mM KPuffer (pH 6,0-7,5), als auch ein 50 mM Tris-HQifer

(pH 7,0 — 8,5) eingesetzt, um ein mdoglichst brepésSpektrum abzudecken (Abb. 35C). Die
Produktbildung mit den beiden Puffersystemen bei7pHund 7,5 wies keinen Unterschied auf. Es
kam jedoch zu einem Einbruch der Produktbildungimg-HCI, pH 7,0. Mit sinkendem pH-Wert von
8,5 auf 6,0 konnte fur INMT eine steigende Prodidtting gemessen werden. Die hdchste
Produktbildung wurde bei pH 6,0 beobachtet. Diegeidoch nur eine geringe Steigerung von <1 %
im Vergleich zu der Produktbildung bei pH 7,0. Dale MTs und, wie bereits untersucht, auch die
wWtNNMT durch Produktinhibition beeintrachtigt sinstellte sich die Frage, ob dies auch bei der
INNMT der Fall ist. Da die Reaktion von INMT mitbereits produktselektiv stattfindet, wurde nur
der Einfluss des gebildetetb auf die Reaktion untersucht. Daflir wurde die Pkdoildung unter

variierender Zugabe vorib gemessen (8.6.5) und die gemessene Produktkoatientrvon
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Kontrollreaktionen ohne Enzym abgezogen. Dabeiteegich bis 10 uM1b nur eine geringe
Reduktion um 3 % der Produktbildung (Abb. 36A). 220 uM1b reduzierte sich die Produktbildung
stark. Durch SAH wurde INMT weniger stark inhibiats durchilb (Abb. 36B). Insgesamt reduzierte
die Zugabe von héheren SAH-Konzentrationen die &ktildung nur geringfigig. Bei 1 mM SAH
konnte noch 80 % der Ausgangsproduktbildung gexetgtien.
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Abb. 35: Promiskuitive Reaktion der Indolethylamin-N-Methyltransferase ausOryctolagus cuniculugINMT) mit
3-Methylpyrazol (1). A) Zeitverlauf der enzymatischen Methylierung viomit INMT. B) Temperaturabhangigkeit
normiert auf die Produktbildung bei 37 °C (bei p/@)aundC) pH-Abhangigkeit der enzymatischen Methylierung to
mit INMT gemessen als Gesamtproduktbildung bei@7ift 20 h. Eingesetzt wurden 10 uM INMT, je 2 miMind
SAM in 50 mM Tris-HCI, pH 7,6. Die Fehlerbalken répentieren die Standardabweichung von Triplikaten.
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Die Zugabe von SAHN konnte unabhangig von der aegden Konzentration die Produktbildung
um 9 % steigern (Abb. 36C). Eine weitere Zugabe ZomV SAM nach 20 h zeigte, dass das Enzym
noch immer aktiv war (Abb. 36D). In einer Kontrelfiktion konnte nach dieser Zeit keine weitere

Produktbildung festgestellt werden (vergleiche ARBA).
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Abb. 36: Inhibitionen der enzymatischen Methylierurg von 3-Methylpyrazol (1) mit der Indolethylamin-N-
Methyltransferase (INMT). A) Inhibition durch zugegebenes 1,5-Dimethylpyrageinessen an der Produktbildung von
1,5-Dimethylpyrazol durch Subtraktion der Kontredktion ohne EnzynB) Inhibition durch zugegeben&sAdenosyl-
L-Homocystein, gemessen an der Produktbildung vbfDimethylpyrazol. Eingesetzt wurden 10 pM INMTpiM 1,
2mM SAM, 50 mM KPi, pH 7,0 fir 20 h bei 37 °C. DRroduktbildung ist tber der logarithmisch aufggéraen
Inhibitorkonzentration dargestellt. Die Fehlerbaillstellen die Standardabweichung von Triplikaten @3 Zugabe von
S-Adenosylt-Homocystein-Nukleosidase (SAHN, 2,6 pg) zur Reaktder IndolethylamimN-Methyltransferase (10 pM)
mit 2 mM 3-Methylpyrazol 1) und 2 mMS-Adenosylt-Methionin fiir 20 h bei 37 °) Die weitere Zugabe von 2 mM
SAM nach 20 h zeigt, dass INMT noch immer aktiv Bie Fehlerbalken repréasentieren die Standardaimeg von
Triplikaten.
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4 DISKUSSION

Ziel der vorliegenden Dissertation war es die kataiorkontrollierte Methylierung und
Alkylierung von N-Heterozyklen am Beispiel asymmetrisch substitarerPyrazole zu
demonstrieren. Solche selektiven Methylierunged sine bislang ungeldste Herausforderung
der Katalysatorforschung. In der Natur werden Tiemeaktionen dieser Art mit unerreichter
Kontrolle und Préazision von Enzymen durchgeflihd. Byrazole jedoch in der Natur Gberaus
selten vorkommen, sind bislang keine pyrazolmethghde Enzyme bekannt. Somit war ein
erstes Ziel der Arbeit die Identifikation voftMethyltransferasen, die promiskuitiv Pyrazole
methylieren. Die Verbesserung der Aktivitdt undeRalitat dieser Enzyme mittels eines
computergestitzten Enzym-Engineerings ermdglicimeneZugang zu dieser Enzymfunktion.
Aufbauend darauf wurde mittels einer zyklischennbygnatischen Kaskade die selektive
Alkylierung von Pyrazolen gezeigt. Hierfir war egsdZiel eine promiskuitive Halogenid-
Methyltransferase zu identifizieren, die in der &ast, nicht-nattrliche SAM-Analoga unter

Verwendung einfacher Halogenalkane zu synthetisiere

4.1 Pyrazol-N-Methyltransferasen

4.1.1 Identifikation von pyrazolmethylierenden N-Methyltransferasen

Das erste Schlisselelement fir die Methylierung Wymazolen war die ldentifikation
promiskuitiverN-Methyltransferasen. Mit PNMT, HNMT und wtNNM$4185228konnten drei
potentiell promiskuitive NMTs in der Literatur idefrziert werden. Die beiden Enzyme PNMT
und HNMT waren nicht in der Lage das ModellsubsBatlethylpyrazol 1) zu methylieren.
PNMT scheint somit, trotz des mutmallichen hydrdggmoaktiven Zentrums, nicht fir den
Methyltransfer auf einei-Heterozyklus geeignet zu sein. Diese Beobachtumg gadurch
gestutzt, dass fur dieses Enzym bislang ausscicle@der Methyltransfer auf aliphatische
Stickstoffe gezeigt wurde, wobei schon geringe Wdefiungen von Substituenten ein Substrat
in einen Inhibitor umwandeltd?® In dem beschriebenen Fall geniuigte das Versetzen ei
Trifluormethyl-Gruppe in Anti-9-Amino-6-(Trifluormiayl)-Benzonorbernen vor@s auf das
Cs-Atom des Molekils, um die PNMT zu inhibieren. Andavon Kristallstrukturen konnten
die Autoren zudem zeigen, dass die Substratbindumey anderem durch -Interaktionen
mit den aromatischen Strukturelementen von Sulesiratn von SAM abgewandten Teil der
Substratbindetasche stattfindet. Noradrenochronsalsstrat zeigte hierbei eine Drehung um
180 Grad im Vergleich zum natirlichen Substratassdchun die 5-Oxo-Gruppe des Substrats
in Richtung des Methyltransferbereichs ausgeridstgtAbb. 37A). Dies kénnte dazu flihren,
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dass der aromatische 5-Ring des Pyrazols eberiéhab des moglichen Methyltransfers
gebunden wird. Interessant ware hier die Untersughwon Pyrazolen mit aromatischen
Substituenten, wie beispielsweise die Pyraz8k. Hier konnten die aromatischen

Substituenten der Substrate eine Reorientieruegimreaktive Konformation bewirken.

Fir HNMT, die bereits natirlicherweise einen Imida3tickstoff methylieft°188 st dieses
Ergebnis jedoch Uberraschend. Horébral. zeigten 2001 in Kristallstrukturen von HNMT mit
gebundenen Histamin, dass das Substrat unter andébeer polare Interaktionen der
Amingruppe im aktiven Zentrum koordiniert wird (At®7B)188 Das untersuchte 3-
Methylpyrazol () kann solche polaren Interaktionen jedoch aufgrdesl fehlenden polaren
Substituenten nicht ausbilden, sodass hier mogliatise keine optimale Ausrichtung des
Pyrazols in eine reaktive Konformation zustande k@n kann. Weitere Untersuchungen
koénnten jedoch mit dem Pyrazol-Analogon des natiiein Substrats Histamin oder mit polaren
Substituenten am Pyrazolring durchgefuhrt werdanddr Natur kommt noch eine weitere
HNMT-Variante (1105) vor, die im Vergleich zur hientersuchte Variante T105 als aktiver
beschrieben wirét® Eine héhere natiirliche Aktivitat kann in der Fottges Identifizieren einer
neuen Startaktivitat vereinfachen. Im GegensatPRMT und HNMT zeigte die WINNMT
bereits in ersten Experimenten eine anfanglicheviét mit 3-Methylpyrazol {) und SAM

als Methyldonor.
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Abb. 37: Bindungskonformationen von Substraten in én untersuchten N-Methyltransferasen
PhenylethanolN-Methyltransferase  (PNMT) und Histamin-N-Methyltransferase  (HNMT). A)
Bindungskonformatiorvon Noradrenochrom (pink), Uberlagert mit Noradtienégriin) in Gegenwart vois-
Adenosylt-Homocystein in PNMT. Abbildung veréandert nach Bwirateret all'* B) Polare Interaktionen der
Bindung von Histamin (griin) im aktiven Zentrum ¢&MMT (T105-Variante). Abbildung verandert nach Hort
et all8sl
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Die geringe Produktbildung und die Produktmischwog 67:331alb veranschaulichen
jedoch, dass die Orientierung vbmm aktiven Zentrum nicht besonders spezifischsstlass
die wtNNMT nicht zwischen den beid&hAtomen vonl unterscheiden kann. Etliche Studien
konnten jedoch bereits demonstrieren, dass dieerielel (Regio-) Selektivitdt einen guten
Startpunkt bietet, um (divergent) selektive Enzyrrargten durch ein Enzym-Engineering zu

erstellen229-231]

Im  Verlauf der Arbeit wurde die IndolethylamM-Methyltransferase aus
Oryctolagus cuniculugINMT) erstmalig in l6slicher Form ifE. coli exprimiert und mittels
IMAC gereinigt. Mit Modellsubstratl konnte im Vergleich zu wWtNNMT eine hdhere
Produktbildung beobachtet werden, bei gleichzeaitigexzellenter Selektivitat. Bislang
beschrénkte sich die Methylierung vor allem ayjlsditischéN-Atome?%° Nach dem aktuellen
Kenntnisstand konnte somit erstmalig gezeigt werdass INMT in der Lage ist ein
heteroaromatisches-Atom zu methylieren. Ein grol3er Vorteil dieses ¥ng ist seine hohe
Temperaturstabilitat (siehe Abb. 35), die in einenzym-Engineering eine héhere Anzahl an

destabilisierenden Mutationen erlalf5#!

Wie bereits in der Literatur fur verschiedene Sraistbeschriebeht®205225233yerden sowohl
WtNNMT, als auch INMT durch die methylierten Protiikind SAH inhibiert (siehe Abb. 25
und Abb. 36). Die Inhibition durch SAH wird in deiteratur dabei als kompetitiv beschrieben.
Die Degradation von SAH durch SAHN fihrte fur belezyme zu einer Steigerung der
Produktausbeute (siehe Abb. 58 & Abb. 36). DiessgBtungen decken sich mit den in der
Literatur bekannten Werten (15 - 40 %), wobei @b dort im unteren Bereich einordnif?!
Dies kann vielfaltige Griinde haben, am wahrschehsten ist hierbei, dass der inhibitorische
Effekt der methylierten Pyrazole die Inhibition darSAH Uberwiegt (siehe Abb. 25 &
Abb. 36). Fur einen genauen Vergleich missen jedkitetische Studien Uber die

inhibitorischen Effekte der methylierten Pyrazoleahgefiihrt werden.

4.1.2 Enzym-Engineering von Pyrazolmethyltransferasen

4.1.2.1 Regioselektive Methylierung von Pyrazolen

Das nachste Ziel dieser Arbeit war es eine Bib&kthn Transferasen fir ein breites Panel an
Substraten zu erstellen. Die Startaktivitdt der MAUNT mit 1 bildete die Basis fir die
Verbesserung der Enzymaktivitat mittels eines cdemgestitzten Designs flr
Mutantenbibliotheken (FuncLi). Zusammengefasst konnten iiber 90 % der Varianten

mindestens eines der untersuchten Pyrazole umsdigererkenswerterweise trotz der hohen
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Unterschiede von 3-5 Mutationen der aktiven Zen{sehe Abb. 24 & Abb. 47 - Abb. 51).
Insgesamt ergab sich in 10-30 % der Varianten @ihéhte Aktivitat und/oder Selektivitat im
Vergleich zum Wildtyp-Enzym, darunter regiodivergenVarianten und exzellente
Regioselektivitaten (>99 %). Dabei konnten regiek@ge Varianten selbst fur die Pyrazdle
und 2 gefunden werden (siehe Abb. 26), bei denen sielPgrazol-Tautomere ausschliellich
in der Position einer relativ kleinen Methylgruppeterscheiden. Im Gegensatz dazu fuhrt die
Methylierung vonl mit der wtNNMT (siehe Abb. 26) und chemischen 8Stadreagenzien zu
Produktgemisché?i646¢l (in dieser Arbeit Abb. 22B). Dieses Produktgemissthnur unter
hohem Energieeinsatz und zuséatzlichen Prozessstgienbart®! Die durch die chemische
Methylierung von2 und 6 entstandene Produktgemische (siehe Abb. 22C)nisidh durch
Saulenchromatographie nicht trennen. Dies veradutkinmal mehr die Notwendigkeit einer

regioselektiven Alkylierungsmethode fir soldiddHeterozyklen.

Selbst fir sterisch anspruchsvollere, Positioni&stuierte Pyrazole3( Cyclopropylpyrazol)
und mit (hetero-) aromatischen Gruppen substiwiePyrazole 4, Furyl- und

5, Fluorophenylpyrazol) wurden hohe Regioselektteiid und teilweise Regiodivergenz
gefunden. Die methylierten Produkte dieser Pyraginid sehr gesuckt*-2%¢Die chemische
Synthese verlauft jedoch substratkontrolliert uittrf in der Regel, wie auch bei der wtNNMT,
zu Produktgemischen (vergleiche Abb. 22 & Abb. 2B(r die Substraté und5 wird in der
chemischen Methylierung dak-Atom des Pyrazols aufgrund der sterischen Absaimigndes
Nx-Atoms favorisierf®”) Chemische Katalysatoren die eine selektive Methytig des\s-
Atoms solcher Pyrazole durchfilhren kénnen sincabggkaum bekantt?! Gerade die hochst
selektive Methylierung de>-Atoms durch Varianten der Mutantenbibliothek (sigkbb. 38
und fir Details Abb. 24 & Abb. 26, sowie Abb. 49A%b. 50) demonstriert eindricklich die
Katalysatorkontrolle der Enzyme Uuber diese ReaktionSelbiges gilt flr sterisch
anspruchsvolle Substituenten an Position 4, wie ygazol 6 (3-Methyl-4-Phenylpyrazol,
siehe Abb. 26 & Abb. 51). Sowohl die WINNMT (sieAdb. 26), als auch die chemische
Methylierund®” (in dieser Arbeit Abb.22F) kénnen nicht zwischaten beiden
Ringstickstoffen dieses Pyrazols unterscheidenmBinmehr beweisen die modifizierten
Enzyme der Mutantenbibliothek (besonders v22, va818) durch hochste Selektivitadten und
Regiodivergenz die Katalysatorkontrolle tGber di@lR®n (siehe Abb. 26 & Abb. 51).
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Abb. 38: Ubersicht der regioselektiven enzymatisctre Methylierung von Pyrazolen durch die erstellte
Mutantenbibliothek. Fur alle Substrate konnten hochselektive Variamgefunden werden. Fir die meisten
Substrate konnten zusétzlich regiodivergente Veeiagefunden werden. Die hochselektive Methylierkagn
jedoch nur stattfinden, wenn Substrate in den akti@entren hochprézise in einer reaktiven Konfoionagear
attack conformationgebunden werden.

4.1.2.2 Aktivitat von engineerten PyrazolIN-Methyltransferasen

Neben der Selektivitdt wurde in dieser Arbeit adehAktivitat der Pyrazol-MTs untersucht.
Frih zeigte sich, dass die methylierten Pyrazotiékte und auch SAH inhibitorisch auf die
untersuchten Wildtyp-Enzyme wirken (siehe Abb. 2BI8b. 36). Dies ist in Ubereinstimmung
mit der Literatur, die beschreibt, dass viele MTscth die gebildeten Produkte und besonders
durch SAH inhibiert werdeh!628-243IS50 peobachteten Cundy al. und spéater Loringt al
eine Inhibition der wtNNMT durch die beiden Proda®AH und 1-Methylnicotinami@6.22%]
Fuller et al. zeigten 1967 eine nichtkompetitive Inhibition durdas Produkt Epinephrin der
PNMT 2441 Auch die HNMT wird durch ihr ProdulN-Methylhistamin inhibieH88l. Fur INMT
ist eine nichtkompetitive Inhibition des natirlichBroduktsN,N-Dimethyltryptamif?®! und
des promiskuitiven Produkts Bufot&fi! bekannt. Die Inhibition durch SAH wird in der
Literatur generell sowohl fir die wINNMT, die HNMind die INMT als kompetitiv gegeniber
SAM beschriebef88:205.233,245]
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Da es moglich ist, dass diese Produktinhibitioneohaauf die Enzymvarianten einwirken,
wurden die Enzymaktivitaten anhand von Anfangsgesuligkeiten der Reaktionen
verglichen. Diese sind potentiell nicht durch imieibition beeintrachtigt. Sechs verschiedene
Varianten (v17, v22, v28, v36, v40, v49) wurdenrtfiie detailliert untersucht. Allgemein
wiesen viele der Varianten eine Aktivitatssteiggrumm einen Faktor >10 verglichen zur
WtNNMT auf (siehe Abb. 26 & Abb. 59). Es konntergao Steigerungen um Faktoren von 72
und 118 beobachtet werden, bemerkenswerterweisgléehzeitig exzellenter Selektivitat
(siehe Abb. 26).

Insgesamt 8 der 12 Ziel-Aminosauren im aktiven #Aent wurden in den sechs naher
untersuchten Varianten mutiert (siehe Abb. 39) fldénam haufigsten variierten Aminoséuren
liegen raumlich nebeneinander und sind Teil derabégn RegionenLoopy, die die 4-5, 5-6
und 6-7 -Faltblatter in der konservierten Rossmann-Faftdflyerbinden (siehe Abb. 39). Es
fallt auf, dass drei der Aminoséauren (D167, S2@1,3 in allen der sechs Varianten verandert
sind. Die zwei anderen (A198, N249) in etwas méhdar Halfte. Da diese Aminosauren dem
SAH gegenuberliegend angeordnet sind, bilden srenwiich die Bindetaschen fur die

verschiedenen Substituenten der Pyrazole.

Die in den vorteilhaften Varianten eingefuhrten Btidnen an diesen funf Schlissel-Positionen
sind sehr divers (siehe Abb. 39), sodass die [fileation allgemein aktivierender Mutationen
fur die Pyrazol-Methylierung auf dieser Datengramgd nicht moglich war. Nahezu alle
Einzelmutationen vorteilhafter Varianten kommen redme in weniger aktiven und /oder
regioselektiven Varianten vor (vergleiche Tabell&Bb. 24 & Abb. 47 - Abb. 51). Auch ein
Vergleich mit der bislang einzig weiteren bekanntaotagenese der wtNNMT mit dem
natirlichen Substrat NGRY liefert keine Erklarung fir die hier beobachtetemteilhaften
Mutationen. Eine Epistase hingegen kann die bedbahgrol3en Schritte in der Steigerung
der Selektivitat und Aktivitat erklarét>-148IK iirzlich wurde berichtet, dass aus dem FuncLib-
Algorithmus entstandene Enzymvarianten mit Mehnfiagtationen oft ein nicht-additives
Verhalten aufweisen, das durch Epistase erklard@ekanri! Solch epistatisches Verhalten
erschwert jedoch das Nachvollziehen der Wirkungsgektine naheliegende Vermutung ist
allerdings, dass die jeweiligen Mutationen in jederzelnen der besten Varianten zu einer
selektiven Bindung der jeweiligen Pyrazole in eireaktiven Konformation fihrt. Dies ist in
Ubereinstimmung mit der Literatur, die beschreilatiss MTs ihre Substrate fir eine effiziente

Katalyse in solch einer reaktivétearAttackKonformation bindet'%4 In einer kiirzlich
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veroffentlichten Studie wurde zudem fir FuncLib-Maten berechnet, dass sich der

Ubergangszustand der Reaktion der Varianten natieltivom WT unterscheid&t:!

Aminosaurepositionen des aktiven Zentrums

# 20 24 164 167 197 198 201 204 213 242 247 249
WINNMT Y Y L D D A S Y S Y A N
V17 Y Y L T D T Q Y A Y S N
= v22 Y oY L H D A A % H % M ©
£ v28 Yy v L H D A © % M % A A
g v36 \% E L c D T c Y A Y A N
3 V40 Yy v L H D L A \% © Y A ©
v49 Yy Y L © D A © Y H w A A

Abb. 39: Lokalisierung der Mutationen der charakterisierten Pyrazolmethyltransferasen.Die Mutationen
der sechs ausgewahlten Varianten (v17, v22, v28,w8), v49) liegen auf ddroops die das aktive Zentrum der
Pyrazol-NMTs bilden (oben). Die Wildtyp-Aminosaurépdb 2iip) und SAH sind als schwarze Stabchen
dargestellt, nichtmutierte Aminoséauren sind nictzgjgt. Die Homologiemodelle der Varianten wurdethitfie

des Robetta-Servéd§! erstellt und in PyMOL (iberlagert. Die Tabelle @mtzeigt eine Ubersicht der Mutationen
der sechs ausgewahlten Varianten. Mutationen gégerder Wildtyp-Sequenz sind rot markiert.
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4.1.3 Computergestitztes Enzym-Design von Pyrazolmethylémsferasen

Ein grol3er Nachteil vieler computerbasierter EnZyesign-Methoden ist, dass sie ein
bioinformatisches Expertenwissen voraussetZéi*®Dies schrankt solche Methoden in ihrer
Anwendbarkeit im experimentellen Laboralltag stamik, sodass die Entwicklung neuer
Enzymaktivitaten einem kleinen Expertenkreis vodiwmn war. In jingster Vergangenheit
werden jedoch immer mehr online verfiigbare Platifr verdffentlicht, die Nicht-Experten
die Nutzung solcher Werkzeuge zuganglich machea. meisten dieser Werkzeuge dienen
jedoch der Suche gleicher bzw. &hnlicher Enzymadéten in Datenbanken, der Analyse von
Enzymeigenschaften (z. B. bei rational eingefludtutationen) oder dem Auffinden von
Energiebarrieren und Schliisselpositioféfl. Andere web-basierte Algorithmen, wie
beispielsweise FirePf$t?, dienen der Vorhersage vorteilhafter, enzymsisibilender
Mutationen. Ein Vorteil von FuncLiB ist, dass durch die Einfiilhrung mehrerer gleichgesit
Mutationen grof3e Schritte im Sequenzraum erreicetden konnen. Daflr bendtigt das

FuncLib-Design nur eine Runde der Evolution und Seenings.

Die Autoren des FuncLib-Algorithmus fanden einel¥adl von Varianten, die 10-4000-fache
Steigerungen der katalytischen Effektivitat und leieites Substratspektrum aufwieSemls
Startpunkt diente ihnen ein zuvor mittels PRB%Sstabilisiertes Enzym, das bereits 20
Mutation beinhaltete. Auf3er von den FuncLib-Autoibst und in dieser Arbeit wurde
FuncLib bislang nur in einer weiteren Studie angaitaDie Autoren nutzten den Algorithmus
um einede novoerstellte Kemp-Eleminase zu optimiet&s! Dabei wurden zwar nur geringe
Aktivitatssteigerungen erreicht, jedoch war es ddauptziel der Autoren stabile
Enzymvarianten zu erzeugen. Trotz einer geringedezahl an Mutanten waren alle

Enzymvarianten aktiv.

Mit konventionellen Mutagenesestrategien sind didieser Arbeit gezeigten, herausragende
Aktivitatssteigerungen  Ublicherweise  nicht zu  ahen®® Die iterative
Sattigungsmutagenese oder die zufallige Mutagebesétigen hierfur oft viele Runden der
Evolution, die in vielen Fallen nur Aktivitatsvedserungen um Faktoren von 2-4 pro Runde
erreichert??1251-2%4pas FuncLib-Design beweist, dass computergestiizgign-Methoden
zum Erstellen von Mutantenbibliotheken sehr effekind. Durch die kondensierte Anzahl an
Varianten in der fokussierten Bibliothek wird diezymentwicklung beschleunigt. Dies wird
bestétigt durch die stabile Expression von mehrfadtierten Varianten, die breiten
Substratspektren der Bibliotheken und die Madoglichkeeue Enzymaktivitdten zu

erzeugent-246l
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4.1.4 In vivo Methylierung von Pyrazolen

Die Anwendbarkeit von MTs wird durch den teurenstabilen, sowie atomdkonomisch
unvorteilhaften Cofaktor SAM stark beschraHk§ Eine in vivo-Methylierung hat daher
gegenubein vitro-Prozessen einige Vorteile. So entfallen die Zai iKosten-aufwandigen
Schritte der Enzymreinigung, das AufschlieBen vetien und besonders die Bereitstellung
des teuren Cofaktors. Stattdessen genigt in deelRelgicose als Energiequelle, um die
zelleigenen Regenerationssysteme fiir CofaktorerSaddl zu betreibef?>® In dieser Arbeit
konnte erfolgreich dién vivo-Methylierung vonl demonstriert werden, basierend einzig auf
der glucosebasierten Regeneration von SAM dictoli. Mehrere Grinde kénnen fir die
geringe Produktausbeute verantwortlich sein. Amnraateinlichsten wurde die eingesetzten
Glucose (10 mM) bei einer Konzentration von 10Q-4igssgewicHimL Biokatalysator innerhalb
kirzester Zeit durch den Erhaltungsstoffwechsel Eoooli?®%2571verbraucht. Eine mégliche
Sauerstofflimitierung im gewahlten Versuchsaufbainrke moglicherweise zusatzlich die
Regeneration von SAM einschranken. Obgleichinlieivo-Methylierung von Pyrazolen erst
an ihrem Anfang steht und noch tiefergehende Uatdisngen bendtigt, stellt diese Arbeit

einen Machbarkeitsbeweis dar, der das Feld deckong zu diesem Thema ertffnet.

4.2 SAM-Analoga aus einfachen Halogenidalkanen

Die Synthese nichtnaturlicher SAM-Analoga aus ehén Halogenidalkanen markierte einen
Schlusselpunkt in der enzymatiscHate-stageFunktionalisierung bioaktiver Molekile durch
MTs!*28l |In traditionellen Protokollen werden NSAs chemaenatisch mithilfe
promiskuitiver Methioninadenosyltransferasen odaioigenasen erstellf122:126.163.164pj
chemische Synthese der bendtigten VorlaufermoleKiMethionin-Analoga) sind jedoch
aufwandig und die resultierenden Met-Analoga haufigtabil. Die Komplexitat der
Alkyldonoren senkt die Atomékonomie und verhindeirie breite synthetische Anwendung
von AlkyltransferaseH*1181%5 Das Cofaktor-Regenerations-System fir SAM von
Liao et all*?® (siehe Abb. 10) tragt das Potenzial der enzymaisc Synthese und
Regeneration von NSAs aus leicht verfiigbaren Halakjaneri*¢® Jedoch konnten in diesem

System bislang nur Methylierungsreaktionen reatisierden23167.25]

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde daher einpromiskuitive
Halogenidmethyltransferase (NSA-Synthase) aus sexrsgewdahlten Wildtyp-Enzymen
identifiziert und erstmalig die Alkylierung von SAlHach Prinzip der bienzymatischen

Kaskad&2® demonstriert (siehe Kapitel 5.7). Hierbei zeigoh sdass die bereits beschriebene
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cthHMT[123.166.168ki5r dje Alkylierung von SAH eher weniger geeigisti(siehe Tabelle 1), das
in einer zeitgleichen Studfé® bestatigt wurde. Wahrend die meisten anderen H&bE1so

restriktiv sind, war die NSA-Synthase Uber die Bild von SAM hinaus nicht nur in der Lage
lodethan,- propan und -butan zu nutzen. Auch dedogren Chlor- und Bromalkane (siehe
Tabelle 1) zahlten zu ihrem Substratspektrum. Riks8tution von lodalkanen durch Chlor-

und Bromalkane ist aufgrund der Toxizitét erstéueBerst gefradts®

Interessanterweise ist die NSA-Synthase im Vergleicanderen HMTs flur die Methylierung
von Halogeniden mittels SAM nur moderat akth?! Moglicherweise spricht dies fiir eine
flexiblere Bindung der nattrlichen Substrate, aes gich eine erhdhte Promiskuitat ergeben
kann[?6% Allgemein sank die Aktivitat der NSA-Synthase finder die Kettenlange der
Halogenidalkane wurden. Dieses Verhalten wurde ancéiner zeitgleich verdffentlichten
Untersuchung einer engineerten Variante detHMT beobachte£>® Zeitverlaufe der
Synthese von NSAs zeigen, dass die evolutionarei@serung der NSA-Synthase eindeutig
auf der Bildung des Methyldonors SAM liegt (siehbbA29). Es wird davon ausgegangen,
dass es fir eine Alkylierung von SAH wie bei andelTs, eine reaktive Konformation der
beiden Substrate im aktiven Zentth!'4 notwendig ist. Das Verlangern der Alkylkette
kénnte somit durch den erhdhten Raumbedarf die dhime der bendtigten reaktiven
Konformation verminderi$l Zusatzlich lasst sich eine Verringerung der Akdivimit
steigendem Atomradius des Halogenids beobachtemesKapitel 5.8.2). Eine mdgliche
Begruindung findet sich in der allgemein geringdReaktivitat in S2-Reaktionen von Brom-
und Chloralkanen gegenuber vergleichbaren lodatkade aus der leichteren Abspaltung
eines lodid-Anions resultiel#®2253 Auch konnte hier eine verringerte Substrataffindgéer
eine veranderte Ausrichtung der Molekulorbitale dMSA-Synthese beeinflussen,
hervorgerufen und verstarkt durch die Erhohung deattenlange der eingesetzten
Halogenalkane. Selbst in der Synthese von SAM ddrelNSA-Synthase, trotz hoher Mel-
Uberschuisse, kam es nie zu einem Vollumsatz (siddhe 29). Die Degradation von SAM
unter den Reaktionsbedingungen und nach so KkurzexaktiRnszeiten gilt als
unwahrscheinlict?®-2571 Die natiirliche Reaktion von HMTs ist die Methylieg von
Halogenid-lonen, darunter auch Cl-Aniori€r! Die gewiinschte Bildung von SAM mit Mel
wird nur durch eine Verschiebung des Gleichgewiaihtisch UGberschiissige Zugabe des
Halogenalkans erreichf® Wahrend der IMAC-Proteinreinigung werden héaufigfféu
eingesetzt, die in der Regel hohe KonzentratiomedaCl enthalten. Diese hohe Konzentration

an Chlorid-Anionen wirkt nun der erstrebten Gleiewichtsverschiebung entgegen. Selbiges
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gilt auch fur das in der Reaktion freiwerdende Idalud, sodass ab einem bestimmten Punkt

des Reaktionsverlaufes die natirliche ReaktiorHMT wieder an Triebkraft gewinnt.

4.3 Enzymatische Methylierung und Alkylierung von Pyramlen unter

Verwendung einfacher Halogenalkane

Im Rahmen dieser Arbeit konnte an zwei Beispielsabsn ( und 3) erstmalig die
enzymatische Alkylierung von Pyrazolen mit einfatkalogenalkanen (lodmethan, lodethan,
Bromethan, lodpropan) demonstriert werden (siehpitég5.8). Anders als bisher in der
Literatur beschriebe?3167.259] gentigte das in den gereinigten Enzymen gebund&He8n

die Alkylierung vonl effizient zu betreiben (siehe Abb. 30 & Abb. 31B)jes konnte in der
begleiteten Abschlussarbeit von A.N. Egler-Kemmi&®ranhand der Alkylierung vors
bestatigt werden. Die Alkylierung vad erfolgte dabei mit exzellenten Selektivitdten (=97
>99 %, siehe Abb.41). Fur die Anwendbarkeit cafekibhé&ngiger enzymatischer
Katalysatoren ist eine kostengunstige und effeki®egeneration von Cofaktoren von grol3er
Bedeutund’®26°-271wird beriicksichtigt, dass die Kosten fiir SAH atimlhoch sind wie fir
SAM, wohingegen Halogenalkane &ul3erst erschwingiiath, ist die mogliche Einsparung von
SAH ein grol3er Vorteil. Interessanterweise konrgeeggt werden, dass bei Zugabe von Mel
in aquimolarer Konzentration zum Pyrazol die Prddukbeute nur gering sank (siehe
Abb. 31B). Dies ist in Einklang mit der Literatalie zeigt, dass mit weiterer Optimierung nur
wenige Aquivalente bis Aquimolare Konzentrationen ladmethanen eingesetzt werden
konnen®®¥ Tang et al beschreiben dagegen den Einsatz von bis zu Sjeladdkan-
Aquivalentenfir die enzymatische Alkylierung!! das gut mit unseren gefundenen Optima

Ubereinstimmt.

Es zeigte sich, dass die bienzymatische Kaskadedarierelles Temperaturoptimum aufwies
(siehe Kapitel 5.8). Da die NSA-Synthase in derd.&y SAM &aul3erst schnell aus Mel und
SAH zu synthetisieren, stellt fir die Methylieruvgn 3 vermutlich die Aktivitat von v36 den
geschwindigkeitsbestimmenden Schritt dar (vergkeishb. 29 & Abb. 31). Dies resultierte in
der Reaktionstemperatur im mutmallichen Optimum @&encLib-Variante. Fur die
herausfordernde Bereitstellung ethylierter und plieper NSAs muss das Reaktionsoptimum
jedoch in Richtung des Reaktionsoptimums der NSAH®se verschoben werden (siehe
Abb. 633). Der deutliche generelle Aktivitatsvetluder bienzymatischen Kaskade mit
steigender Kettenlange der NSAs (vergleiche Ablbkd@n diversen Grinden entspringen. Ein
moglicher Grund kénnte der Tatsache geschuldet dass die eingesetzte Variante v36 als
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effizientes Methyl-Ubertragendes Enzym selektiansrrde. Obwohl viele MTs sehr tolerant
gegeniiber SAM-Analoga siffl] muss dies jedoch nicht bedeuten, dass v36 EtleylBabpyl
ebenso effektiv wie Methyl Ubertragen kann. Mogtickeise kommt es im aktiven Zentrum in
Anwesenheit der NSAs zu sterischen Hinderungenzudlieiner herabgesetzten Affinitat des
Pyrazols fuhren. Wie bereits beschrieben, wird aogenmen, dass fur eine erfolgreiche
Alkylierung mit MTs eine reaktive Konformation eilmgommen werden muss, bei der es zu
einer exakt ausgerichteten Uberlappung der Molekitle kommt. Eine sterische
Beeinflussung durch NSAs kénnte die AusrichtungMelekilorbitale erschweren. So stellten
Dalhoff et al. bereits 2006 die These auf, dass neben elektieemnsFaktoren auch sterische
Limitationen durch die Architektur der aktiven Zesmt von DNA-MTs die effiziente
Transalkylierung beeinflussen konné#! Auch in einer jiingst verdffentlichten Studie
beobachteten Tangt al. einen Aktivitatsverlust bei der Alkylierung ndither Substrate
mittels lodethan und -propan (41 %, bzw. 5 % Umda?

Alkyl

R =N Enzymvarianten R N, R =N
~ _NH LN vs. =~ N=Alkyl

Nicht-
natirliche

Cosubstrate

Halogenide Alkyl-Halogenide

NSA-Synthase

lodmethan lodethan lodpropan

62% GC-Ausbeute 9,0% GC-Ausbeute 0,3 pM GC-Ausbeute

Bromethan

1,0 mmol praparativ
37% isolierte Ausbeute 6,6% GC-Ausbeute

Abb. 40: Ubersicht der regioselektiven enzymatischmre Alkylierung von 3-Cyclopropylpyrazol (3) mit
Halogenalkanen durch die bienzymatische Kaskade auBISA-Synthase und v36.Dargestellt sind die
identifizierten Regioselektivitaten der Alkylierusig durch die Kaskade. Die Umsétze, der in der afiter
beschriebenen Kaskaden mit lodmettaat”-2>8lund mit lodetha®?l, kénnen zwar nicht erreicht werden, es gilt
jedoch zu beachten, dass in dieser Arbeit erstneafiqrichtnatirliches MT-Substrat alkyliert wurd@eiterhin

ist zu bemerken, dass die erreichten exzellentegioRelektivitaten denen der chemischen Synthese mit
Standardreagenzien weit iberlegen sind.



DISKUSSION 93

Als ein weiterer Einflussfaktor verlangsamt mogéoheise die niedrigere Reaktions-
temperatur in der Ethylierungs- und Propylierunggieale die Aktivitat der Pyrazol-NMTSs.
Wie bereits fur die Methylierung diskutiert, komenich eine Produktinhibition der MT durch
alkylierte Pyrazole als Ursache der geringen Alylngs-Umsatze in Betracht. Eine weitere
maogliche Ursache fur geringere Produktbildung m8As konnte darin liegen, dass bei der
Alkylierung von SAH zwei epimere Formen der NSAgeergt werden konnéff®! Dies
geschieht aufgrund des stereochemisch aktiven nfr&kektronenpaars von Sulfonium-
Speziest?® Der gangigen Theorie nach sind MTs nur mit deS{Epimer von SAM
aktiv.'?? Es ist derzeit unbekannt, welches der EpimeredenNSA-Synthase produziert wird
und ob Methyltransferasen wie v36 beide NSA-Epim@sCosubstrat akzeptieren. Einzig
Homocystein-Methyltransferasen sind bislang mit demst von MTs nicht akzeptierteR,§-
Epimer als aktiv beschrieb&’¥
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5 AUSBLICK

Der FunclLib-Algorithmus hat sich als ein effizient®/erkzeug erwiesen, um aus einem
promiskuitiven Enzym eine Familie von Pyrad¢Methyltransferasen zu erstellen, die ein
diverses Substratspektrum aufweist. Gleichzeitigginé diese generierte Enzymfamilie hohe
Aktivitatssteigerungen und hochste Selektivitatedar Methylierung strukturell verschiedener
Pyrazole. Die Entschlisselung der Effekte der p@sitMutationen der Varianten gestaltet sich
jedoch aufgrund epistatischer Effekte als schwierig zuklnftigen Studien koénnen
ausgewahlte Varianten aus Einpunktmutationen uner démbination rekonstruiert werden,
um Effekte von Aminosauresubstitutionen sichtbar machen. Mit zunehmenden
experimentellen Daten kdénnen zudem Algorithmen rfischinelles Lernéfd helfen, die
Aminosaureinteraktionen nachzuvollziehen und soméue Ansatze fur die weitere

Verbesserung der Enzyme schaffen.

In der erstellten Mutantenbibliothek gibt es jedaeith weniger aktive Varianten. Durch die
hohe Randomisierung des aktiven Zentrums des VpHEtyzyms durch das Engineering liegt
es nahe, dass mit der Bibliothek auch Variantemmniten katalytischen Fahigkeiten generiert
wurden. Dies ist besonders im Rahmen des Mdgliati@mlie Koordination von Substraten in
eine reaktive Konformation der Mechanismus vielensehiedener Methyltransferasen ist. Die
Umsetzung weiterer bedeutender, bioaktiver Hetédeny(siehe Abb. 42) ist ein logischer
nachster Schritt fir zukinftige Studien. Nicht zzddleibt zu untersuchen, ob eila¢e phase
Funktionalisierung  groRerer  pharmakophorer  Wirkstof mit der  generierten
Mutantenbibliothek durchgefuhrt werden kann. Dudah gezeigte breite Anwendbarkeit der
Mutantenbibliothek auf verschiedene Substrate kdiese zukiinftig eingesetzt werden, um
nach Startaktivitdten fir génzlich neue Substrate suchen. In der Folge kann die

Mutantenbibliothek daher als Startpunkt neuer EnEngineerings dienen.

H H H H
NH N__O N N x—N
VT » Qo U
.N 7 —
N N’ NN “ N 7 N
Imidazol 1,2,3-Triazol  1,2,4-Triazol Pyridon Benzimidazol Indazol 4-Azaindol
Abb. 41: Bedeutende Heterozyklen in der medizinisgn Chemie als potentielle Methylierungs- und

Alkylierungssubstrate fur die generierte Mutantenbibliothek. Abbildung verandert nach Jordah al und
Barmadeset al?7227]
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Die verbessernden Mutationen der Varianten befirgiem hauptsachlich in den beweglichen
Loopregionen, die Teil der aktiven Tasche sind.aglifikationen von Loopregionen konnten
in der Literatur bereits beeindruckende Ergebriiseorbringen?’428Ein Loopengineering
durch Insertion/Deletion oder Loop-Crafting kénstemit neben einer einfachen Mutagenese
helfen die Enzyme weiter zu verbessern. Ein westéezym-Engineering kdnnte zusatzlich
die mutmaRlich in den Varianten verbliebene Prodhiition des Wildtyps korrigierelR®-

286 Hierzu sind verschiedene Strategien moglich, wisfiielsweise die iterative Evolution des
aktiven Zentrums, zufallsgenerierte Mutationen, isowweitere computergestitzte

Modifikationen.

Neben den Top 50 Varianten des FuncLib-Algorithmuerden noch weitere (tausende)
Sequenzen berechnet, die ebenfalls strukturellslived stabiler sind, als das Wildtyp-Enzym.
Auch in diesem, nichtuntersuchten Sequenzraum konsieh weitere neue Enzym-
Funktionalitaten finden. Mit den geeigneten Ressemikkdnnten zukinftige Experimente den
gesamten kalkulierten Sequenzraum einschliel3en, je@sch ein Ultra-Hochdurchsatz-
Screening bedingt. Die Kombination mit maschinellsamen oder die iterative Durchfiihrung
des computerbasierten Designs von Mutantenbiblkethekonnte zukinftig die gerichtete

Enzym-Evolution beschleunigéfi!

Fur die technologische Anwendung von Methylieruaggtionen ist auch ein vivo-System
interessant, um auf eine Zugabe teurer Cofaktanereezichten. Die prinzipielle Machbarkeit
derin vivo-Methylierung von Pyrazolen wurde in eingmoof of concepExperiment gezeigt.
Hier mussen noch weitere, tiefergreifende Studienclibefiihrt werden.i) Genlgt das
naturliche Regenerationssystem vdh coli oder (i) wird ein Stamm bendtigt, der
beispielsweise in erhbhtem Malle SAM bereitstellannR Ebenso vorstellbar ist, dass ein
Stamm vorteilhaft ist, bei dem die SAM-SynthaseKnir ein verbessertes SAM-Recycling
Uberexprimiert ist. Auch spannend sind der zeididkerlauf vonin vivo-Reaktionen und
kinetische Untersuchungen. Diese kdnnten Aufschhlemsiber geben ob und wann eine
maogliche Beeintrachtigung der Enzymaktivitat durBmoduktinhibitionen eintritt. Eine
kontinuierliche Zugabe von Glucose und eine Saoffrsifuhr kénnten zusatzlich die

Regenerationsfahigkeit von SAM verbessern.

Mit INMT konnte eine weitere naturliche Pyrazol-NNdentifiziert werden, die in zukinftigen
Studien aufgrund der guten Eigenschaften wie Teatpestabilitdt und einer gesteigerten
Startaktivitat weiter untersucht werden sollte.t&rngdntersuchungen deuten darauf hin, dass

INMT mit 2 ebenfalls eine Regioselektivitat von >99 % erreitifiteressant zu sehen ware, ob
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das Enzym seine natirlich gegebene Regioselektimiginem grol3eren Substratspektrum und
mit anderen Heterozyklen aufrechterhalten kann.ob&n genannten Eigenschaften von INMT
machen das Enzym zudem zu einem interessantep8tirfir ein Enzym-Engineering. Ohne
eine Kiristallstruktur ist das Anwenden von strukfsierten Enzym-Engineering jedoch
limitiert. Ein Homologiemodell von INMT wurde betsierstell£®; durch das Auflosen der
Kristallstruktur konnte das Enzym jedoch fir dasagete Spektrum von Enzym-Engineering-

Methoden gedffnet werden.

Die etabliertein vitro-Kaskade zur enzymatischen Alkylierung von Pyrazdlesitzt bislang
ein Uberschaubares Substratspektrum (siehe Tdbelkeitgleich zu dieser Arbeit wurde
gezeigt, dass die Aktivitat und das SubstratspaktvanathHMT mittels rationalem Enzym-
Engineering und einer einzigen Mutation (V140T) melflich gesteigert werden konit?]
DeraclHMT-Wildtyp ist jedoch weniger promiskuitiv als ddSA-Synthase (siehe Tabelle 1).
Ein Enzym-Engineering, bzw. das Ubertragen abHMT-Mutante auf die NSA-Synthase
ware daher eine Moglichkeit die Synthese neuer tnatbirlicher SAM-Analoga zu
ermdglichen. So ist es auch vorstellbar, dass mahtdiverse nicht-funktionalisierte Alkyle
Ubertragen werden konnen. Auch konnten beispietavenit Alkoholen oder Aminen
funktionalisierte Halogenalkane als Substrate eiatt werden. Da auf die Methylierung
spezialisierte Pyrazol-NMT-Varianten nicht autoreeli fir den Alkyltransfer geeignet sein
mussen, sollte in zukiinftigen Studien die gesami¢aktenbibliothek auf den Alkyltransfer
hin untersucht werden. Eine regioselektive Modiiilia von Molekilen mit verschiedensten
Alkylen, Alkoholen oder Aminen ermoglicht zusathlicanschlieRende ortsspezifische
chemische Modifikationen (bsp. Fluoreszenz-Markigen oder ¢lick*-Chemie) und wirde
somit neue Wege in der Wirkstofffindung eroffrigh-18.164]

Die aufgezeigten Beispiele fur naheliegende zukgmfrbeiten zeigen das grol3e Potential der
Pyrazol-Transferasen als selektive Alkylierungslyattoren. Im Zusammenhang mit der
bienzymatischen Kaskade und der Alkylierung duroifaehe Halogenalkane konnte dies
einen wichtigen Beitrag fur die Wirkstofffindung dirSynthese neuer bioaktiver Molekiile
leisten. Spannend zu sehen wird dartber hinaussialiecomputergestitzte Algorithmen zum
Enzymdesign weiterentwickeln und dazu beitragendemrneue Biokatalysatoren fur die

potentiell grine Synthese zu konstruieren.
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6 MATERIAL UND METHODEN

6.1 Chemikalien und kommerzielle Enzyme

Alle Chemikalien und Losungsmittel wurden, soweitht anders beschrieben, von den
kommerziellen Anbietern: Sigma Aldrich (SteinheiDE), abcr GmbH (Karlsruhe, DE),
Alfa Aesar (Karlsruhe, DE), Apollo Scientific (Bredry, UK), Thermo Fisher Scientific
(Waltham, Massachusetts, US), Enamine (Riga, L\Wof®chem (Hadfield, UK), Rofh
(Karlsruhe, DE) und VWR (Darmstadt, DE) bezogen ohde zusatzliche Aufreinigung
verwendet. S Adenosylt-Methionin-Disulfat-Tosylat wurde von abcr (Kat.-Nr
AB436584),S-Adenosylt-Homocystein von Sigma-Aldrich (Kat.-Nr.: A9384)yd0zym
von Rotlf (Kat.-Nr.: 8259.3), DNasel von Gold Biotechnol8giat.-Nr.: D-300-5, St.
Louis, Missouri, US) erworben. Phusion High-FidelitDNA-Polymerase, T5-
Exonucleaselag DNA-Ligase und Dpnl wurden von NEB (Frankfurt, Dd€zogen.

6.2 Molekular- und Mikrobiologische Kits

Fur die Anwendung verschiedener Molekular- und ohkologischen Methoden wurden
das Zyppy™ Plasmid Miniprep Kit, das DNA Clean a@@ncentrator™ und das
Zymoclean™ Gel DNA Recouvery Kit der Firma Zymo Baxh (Irvine, US), sowie das
Pierce™ BCA™ Protein Assay Kit der Firma Thermo heis (Braunschweig, DE)

eingesetzt.

6.1 E. coli Stamme

In dieser Arbeit kamen zwé&i. coli Stamme zum Einsatz. Fur Klonierungsarbeiten uad di
Expression vomN-Methyltransferasen und FuncLib-Varianten wurdelBni® EXPRESS
BL21(DE3) der Firma LGC Biosearch Technologies (Heston, UK) eingesetzt
(Tabelle 2). Fur die Expression von Halogenid-Méthpsferasen wurde d&Adenosyl-
L-HomocysteinNukleosidase defiziente Stamin coli JW0155 der Keio-Kollektiof®!

eingesetzt.
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Tabelle 2: E. coli-Stdmme mit zugehdrigen Genotypen.

Stamm Genotyp
E. cloni® EXPRESS F— ompT hsdSB (rB- mB -) gal dcm lon (DES3) [lacl
BL21(DE3) lacUV5-T7 gene 1 ind1 sam7 nin5]
E. coli JW0155 F- (araD-araB)567 pfs-773::kann lacZz4787(::rrnB-3) -

rph-1 (rhaD- rhaB)568 hsdR514

6.2 Plasmide

Fur die heterologe Expression und Herstellung vekldthyltransferasen, der FuncLib-
Varianten und der Halogenid-Methyltransferasen  ward verschiedene
Expressionssysteme angewandt, die den Einsatzrzveggehiedener Plasmide erforderten
(Tabelle 3).

Tabelle 3: Eingesetzte Plasmide.

Plasmid Empfanger-stamm  Resistenzmarker  Operon kiadu Anwendun
g
pET28a(+) E. clon® EXPRES Kanamycin- Lactose- IPTG/ NMTs
S Ressistenz Operon Lactose Varianten
BL21(DE3)
pBAD33%% E. coliJw0155 Chloramphenicol Arabinose L(+)- HMTs
! -Resistenz -Operon  Arabinos
e

6.3 Klonierung von Wildtyp N-Methyltransferasen, FuncLib-Varianten
und Halogenid-Methyltransferasen

Die Enzymsequenzen detomo sapiensNicotinamidN-Methyltransferase (WINNMT,
UniProtkKB: P40261),Homo sapiensPhenylethanolamiiN-Methyltransferase (PNMT,
UniProtkKB: P11086)Homo sapien#listaminN-Methyltransferase (HNMT, UniProtkKB
P50135) und Oryctolagus cuniculus IndolethylaminN-Methyltransferase (INMT,
UniProtKB: 097972) wurden fUiE. coli codonoptimiert (https://eu.idtdna.com), bei
Invitrogen (Thermo Fischer Scientific, KalifornietJS) bestellt und mittels Gibson
Assembl¥?®% in das Plasmid pET28 a(+) kloniert. Die Enzymedsiiber einen Leucin-
Glutamat-Linker (LE-Linker) mit C-terminalen Hisag versehen, was die Mdglichkeit
bietet, reines Enzym Zu gewinnen. Das Plasmid  wurddurch
Hitzeschocktransformati&i® in zuvor hergestellte chemisch kompetente ZEfi8non
E. clonf® Express BL21(DE3) (Tabelle 2) der Firma Lucigeno@&iarch™ Technologies,

Wisconsin, US) transformiert.
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Die FuncLib-Varianten v1-v50 (Tabelle 12) wurdenttels Gibson AssembfF?,
Overlap-Extension-PGR?  und QuikChange-PCR™ mit dem Template von
pPET28a(+)::wtNNMT konstruiert. 300 bp grol3e GibsAssembly-Fragmente, die die
Mutationen L164X, D167X, D197X, A198X, S201X, Y2048213X, Y242X, A247X und
N249X abdecken, wurden bei TWIST Bioscience (Katifen, US) bestellt.
Einzelmutationen an Y20 und Y24 wurden mittels QymiExtension-PCR?
durchgefiuhrt, die Doppelmutationen flr diese Positvurden mittels QuikChange-PCR™
durchgefiihrt. Die Plasmide wurden jeweils mittetizeschocktransformati&i® in zuvor
hergestellte chemisch kompetente ZéfféhvonE. clonf Express BL21(DE3) (Tabelle 2)

transformiert.

Die Halogenid-Methyltransferasen NSA-Synthase Aspergillus clavatus(aclHMT,
UniProtKB: A1CIS5), die Chloracidobacterium thermophilMT (cthHMT,
UniProtkKB: G2LF24), Arabidopsis thaliangHMT (athHMT, UniProtKB: Q6AWUG6),
Batis maritimaHMT (bmaHMT, UniProtKB: Q7ZSZ7)Burkholderia xenovorarsiMT
(bxeHMT, NCBI: WP_011486779) undgynechococcus elongatbldIT (selHMT,
UniProtkKB: Q31S13), wurden in Kooperation mit Banja Aberle furE. coli codon-
optimiert (https://eu.idtdna.com) codonoptimiergi BMWIST Bioscience (Kalifornien,
USA) bestellt und in einen pBAD33-Vektor, der eirnéfterminalen HisTag mit einem
LE-Linker enthalt, mittels Gibson AssemBfj! eingefiigt. Die Plasmide wurden in einer
begleiteten Bacherlorthesis durch S. KieRziemittels Hitzeschocktransformati@#! in
zuvor hergestellte chemisch kompetente Z&H8ndes S-Adenosylt-Homocystein-
Nukleosidase-Knockout-Stammeés. coliJW0155 (Tabelle 2) der Keio-KollektiB#f!
transformiert. Die Ergebnisse aller Klonierungsédre wurden durch Sequenzierung
(Eurofins-GATC, Ebersberg, DE und Microsynth.SefulaGéttingen, DE) nach
vorangegangener Plasmidisolation (Zyppy™ Plasmidipiep Kit, verwendet nach

Herstellerangaben) tUberprift.
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Tabelle 4: Oligonukleotide fur die Konstruktion von Wildtyp N-Methyltransferasen mittels Gibson

Assembly.

Primer

Plasmid

Richtung Sequenz

pET28-T7-Fwd

pET28a(+) vorwarts TTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACCATG

PET28-T7-Rev

pET28a(+) riuckwarts CATGGTATATCTCCTTCTTAAAGTTAAACAA

pETZF%\_/;erm' PET28a(+) vorwarts CTGCTAACAAAGCCCGAAAG
pETZs;erm' PET28a(+) riickwarts CTTTCGGGCTTTGTTAGCAG

Tabelle 5: Oligonukleotide fiir die Konstruktion von FuncLib-Varianten mit der Wildtyp-Sequenz der
NNMT als Templat. Der Austausch von Basenpaaren ist durch Kleinbablest gekennzeichnet.

Primer Plasmid Richtung Methode Sequenz
. Gibson
FL1 ff pET28a(+)  vorwarts GATTGTGTATTGTCAACCCTTTGC
- Assembly
. N Gibson
FL1 br pET28a(+) ruckwarts GCAAAGGGTTGACAATACACAATC
- Assembly
. Gibson
FL1 bf PET28a(+)  vorwarts GCTTATTTTCGCTGGTTGCTC
- Assembly
. . Gibson
FL1 fr pET28a(+) rickwarts GAGCAACCAGCGAAAATAAGC
Assembly
FL1_Y20H ) GTCATTTTAACCCGCGCGACCACTTG
forward  PET28a(+)  vorwarts - Overlap-PCR, s A ATACTACAAGTTTGGAAGC
FL1_Y20F ) GTCATTTTAACCCGCGCGACTICTTA
forwarg  PET28a(+)  vowarts - Overlap-PCR; ) \ A aATACTACAAGTTTGGAAGCC
FL1_Y20X o GTCGCGCGGGTTAAAATGACTCAAAT
reverse pET28a(+) ruckwarts Overlap-PCRAAGT GTCCTTACTCGTAAATCC
FL1 Y24F ) CGCGCGACTACTTAGAAAAATICTAC
forward pET28a(+) vorwarts Overlap-PCRA AGTTTGGAAGCCGC
FL1_Y24X o TTTTTCTAAGTAGTCGCGCGGGTTAA
reverse  PET28a(¥)  ruckwarts Overlap-PCR, xroacTcAAATAAGTGTCCTTACT
FLLY20H o, 4ris QUIKChange- GTCATTTTAACCCGCGCGACCACTTA
voaF £ PET28a(¥) vowars o opn” GAAAAATICTACAAGTTTGGAAGC
FLLY20H ooy oo QuikChange- GCTTCCAAACTTGTAGAATTTTTCTA
voqF ¢ PET28a(h) rlckwarts o opnT AGTgGTCGCGCGGGTTAAAATGAC
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6.4 Kultivierung und Protein-Expression

6.4.1 Verwendete Komplexmedien

Alle Komplexmedien (Tabelle 6) wurden nach der Brapon bei 121 °C und 2 bar fur 30
min autoklaviert und anschlielRend mit dem entsgedbn Antibiotikum versetzt.

Tabelle 6: Zusammensetzung der verwendeten Komplexadien. 10x TB-Salze enthalten 0,72 M
KoHPO, und 0,17 M KHPQO, und wurden nach dem Autoklavieren zugegeben.

Medium Zusammensetzung  Medium Zusammensetzung
LB- Trypton 10 g TB- Trypton 12 g
Medium Hefeextrakt 5 g Medium Hefeextrakt 24 g
NacCl 10 g Glycerin 59
ddH.0 ad1lL 10x TB-Salz® 0,1L
ddH0 ad
09L
LB-Agar Trypton 10g Al- Trypton 12 g
Hefeextrakt 5 g Medium Hefeextrakt 249
NacCl 109 Glycerin 59
Agar-Agar 16g D-(+)-Glucose 294¢g
ddH:0 ad1lL Monohydrat 760
-Lactose Monohydrat 0,1 L
10x TB-Salz® ad
ddH.0O 09L

6.4.2 Expression

Fur die Heterologe Proteinexpression, sowie di¢atem von Plasmiden wurden alle
Hauptkulturen aus Vorkulturen (Ubernachtkulturenhokuliert, die in 12 mL
Reagenzglasern mit 5 L LB-Medium und 0,1 % despeathenden Antibiotikums bei
37 °C uber Nacht inkubiert wurden. Diese Ubernaghtken wurden entweder von
Einzelkolonien auf LB-Agar-Platten oder aus Kryag® (25 % Glycerin, Lagerung bei -
80 °C) inokuliert.

6.4.2.1 Expression vonN-Methyltransferasen und Varianten
Die Expression von NMTs in Erlenmeyerkolben erfelgintweder in LB-Medium
(Tabelle 6) oder fur die Proteinreinigung zur Clkégasierung ausgewahlter Varianten mit

Autoinduktionsmedium (Al-Medium, Tabelle 6).
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6.4.2.2 Expression der Wildtyp-NMTs fir das Screening der pomiskuitiven
Aktivitat mit 3-Methylpyrazol und zur Bestatigung der natirlichen
Aktivitat.
Mit Ubernachtkulturen mit 30 mg/L Kanamycin wurdetauptkulturen in 400 mL LB-
Medium (Tabelle 6) das 30 mg/L Kanamycin enthdk,zu einer Startkonzentration von
1 % (/v) angeimpft und fir 3 h bei 37 °C inkubiert. Nad&arhinutiger Kihlung im Eisbad
wurden die Expression mit 1 mM IPTG fur 20 h bei°25und 180 rpm induziert. Die
Zellernte erfolgte durch Zentrifugation fur 15 nfoai 8.000 x g und 4 °C. Die Zellpellets
wurden bei -20 °C eingefroren und fir mindesteme élacht bei derselben Temperatur

gelagert.

6.4.2.3 Expression der wtNNMT und Varianten fur die Enzymreinigung

Mit Ubernachtkulturen mit 30 mg/L Kanamycin wurdétauptkulturen in 400 mL
Autoinduktionsmedium (Tabelle 6) das 30 mg/L Kanamyenthalt, bis zu einer
Startkonzentration von 1 %v/¢) angeimpft und die Expression durch Autoinduktion
gestartet. Die Kulturen wurden fur 24 h bei 37 °@ u80 rpm inkubiert. Die Zellen
wurden durch Zentrifugation fur 10 min bei 10.009 xnd 4 °C geerntet und direkt

verwendet oder eingefroren und bei -20 °C gelagert.

6.4.2.4 Expression in 24beep-WellPlatten

Ubernachtkulturen in 24 DWPs mit 4 mL/Well TB-Mediu(Tabelle 6) und 30 mg/L
Kanamycin wurden mit Einzelkolonien von LB-Agarpéat (Tabelle 6) mit der gleichen
Konzentration an Kanamycin inokuliert und bei 37 fitkubiert. Die Hauptkulturen
wurden mit 400 pL der Ubernachtkultur in 24 DWPsg 8¢ mLWell TB-Medium (mit
30 mg/L Kanamycin) inokuliert und fiir 4 h bei 37 ¢@d 180 rpm Schutteln inokuliert.
Jede Platte hatte Kontrollen von 2x wtiNNMT, 1x hestor und IWell nur mit Medium.
Nach dem Abkihlen der Platten im Eisbad fur 15 mwrde die Expression durch
Induktion mit 1 mM IPTG fir 20 h bei 25 °C und 180n gestartet. Die Zellen wurden
durch Zentrifugation fur 10 min bei 3220 x g un@iCGlgeerntet und eingefroren und bei -
20 °C fur mindestens eine Nacht gelagert.

6.4.2.5 Expression von Halogenid-Methyltransferasen

Hauptkulturen in 400 mL TB-Medium (Tabelle 6), d&) mg/L Chloramphenicol
enthielten, wurden mit Ubernachtkulturen bis zueeiBtartkonzentration von 1 %/\)
inokuliert und far 3 h bei 37 °C, 180 rpm inkubieNach 15-mindtiger Kuhlung der
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Kulturen im Eisbad wurde die Expression durch Ingwkmit 100 mML-Arabinose fur
20 h bei 25 °C und 180 rpm gestartet. Die Zellemden durch Zentrifugation fir 10 min
bei 10.000 x g bei 4 °C geerntet und direkt verveeratler eingefroren und bei -20 °C

gelagert??”]

6.5 Proteinreinigung

6.5.1 Proteinreinigung zur Bestimmung der natirlichen Aktivitdt von PNMT und
HNMT

Die gefrorenen Zellen (8.4.2.2) wurden in 3 ml{gLysepuffer (50 mM Tris-HCI, pH 8,5,
300 mM NaCl) mittels Ultraschallaufschluss fir 8 auf Eis aufgeschlossen. Nach 20-
minutiger Zentrifugation bei 16.900 x g und 4 °Crde der filtrierte (0,2 um) losliche
Uberstand jedes Enzyms auf je eine Talon GraviBaple (2 mL Saulenvolumen, beladen
mit Co?*) geladen und mit 2 Saulenvolumeamlimn volumecv) Lysepuffer gewaschen.
In einem weiteren Waschschritt wurden 5 mL Wasctgouf50 mM Tris-HCI, pH 8,5,
300 mM NacCl, 5 mM Imidazol) eingesetzt. Die Elutieriolgte mit 5 mL Elutionspuffer
(50 mM Tris-HCI, pH 8,5, 300 mM NaCl, 500 mM Imiddgx Die enzymhaltigen
Fraktionen wurden mittels SDS-PAGE detektiert, musengefihrt und mit einem
Dialysebeutel (6-8 kD&utoff) in Dialysepuffer (50 mM Tris-HCI, pH 8,5, 300 mN&ClI,
5% Glycerin) dber Nacht und 2x fir 3h am nachstéag dialysiert. Die
Proteinkonzentration wurde mittels Micro BCA™-Ass@hermo Scientific, Prod.-#

23225) gemessen und Aliquote des Enzyms wurdereforgn und bei -80 °C gelagert.

6.5.2 Proteinreinigung der wtNNMT und FuncLib-Varianten

Die gefrorenen Zellen (8.4.2.3) wurden in 3 mldgLysepuffer (50 mM KR 10 mM
Imidazol, 500 mM NaCl, 5 % Glycerin, pH 7,6) resesgiert und homogenisiert und bei
4 °C und 800 bar mit einem Emulsiflex-C5 (Avestic.l Mannheim, DE) aufgeschlossen.
Die l6sliche Fraktion wurde nach Zentrifugation°@, 55.000 x g, 1 h) gewonnen und
durch 0,2 pum filtriert. Die Enzymreinigung erfolgbei 4 °C mit einem Akta™ Purifier
(GE-healthcare, UK) und einer Histrap HP 5 mL SEGE-Healthcare, UK), die mit Kli
beladen wurde. Die Aufreinigung wurde mit einem MM/Detektor bei einer Wellenlange
von 280 nm verfolgt. Die Saule wurde mit Lysepufiar2 Saulenvolumina bei 5 mL/min

Fluss equilibriert. Das Lysat wurde auf die Sawdaden und die nichtbindenden Proteine
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mit 20 cv von der Saule gewaschen. Der erste Wakdttserfolgte mit 12 cv und 10 %
Elutionspuffer (50 mM KR 500 mM Imidazol, 500 mM NaCl, 5 % Glycerin, pH6y¥und
die Elution erfolgte fiir 7 cv und 50 % Elutionsparffgefolgt von einem Auswaschen der
Séaule mit 100 % Elutionspuffer fur 5 cv und einemeaiten Equilibrieren fir 3 cv mit
Lysepuffer. Die enzymhaltigen Fraktionen wurden tefst SDS-PAGE detektiert,
zusammengefuhrt und mit einem Dialysebeutel (6-8 KItoff) in Dialysepuffer (5 mM
KPi, 5 % Glycerin, pH 7,6) Uber Nacht und 2x fur 3rh mdchsten Tag dialysiert. Die
Proteinkonzentration wurde mittels Micro BCA™-Ass@hermo Scientific, Prod.-#

23225) gemessen und Aliquote des Enzyms wurdereforgn und bei -80 °C gelagert.

6.5.3 Proteinreinigung der NSA-Synthase §clIHMT)

Die gefrorenen Zellen (8.4.2.5) wurden in 3 mldgLysepuffer (50 mM KR 10 mM
Imidazol, 500 mM NacCl, 5 % Glycerin, pH 7,6) resesgiert und homogenisiert und bei
4°C und 800 bar mit einem Emulsiflex-C5 (Avestirc.)naufgeschlossen. Die l6sliche
Fraktion wurde nach Zentrifugation (4 °C, 55.000,* h) gewonnen und durch 0,2 um
filtriert. Die Enzymreinigung erfolgte bei 4 °C ndtnem Akta™ Purifier (GE-healthcare)
und einer mit Ni* beladenen Histrap HP 5 mL S&ule. Die Aufreinigungde mit einem
UV/Vis-Detektor bei 280 nm verfolgt. Die Saule wardir 2 cv mit Lysepuffer bei
5 mL/min Fluss equilibriert. Das Lysat wurde auf @aule geladen und mit 20 cv von der
Séaule gewaschen. Der erste Waschschritt erfolgteé%eElutionspuffer (50 mM KPR
500 mM Imidazol, 500 mM NacCl, 5 % Glycerin, pH 7{8) 7 cv, der zweite Waschschritt
bei 13 % Elutionspuffer fir 7 cv und die Elutioricdgte bei 25 % Elutionspuffer fur 7 cv,
gefolgt von einem Auswaschen der Saule mit 100 idtispuffer fir 5 cv und einem
erneuten Equilibrieren mit Lysepuffer fur 3 cv. De@zymhaltigen Fraktionen wurden
zusammengefasst und mit einem Dialysebeutel (68 ®Dtoff) in Dialysepuffer (5 mM
KPi, 5 % Glycerin, pH 7,6) Uber Nacht und 2x fur 3rh adchsten Tag dialysiert. Die
Proteinkonzentration wurde mittels Micro BCA™-Assggmessen und Aliquote des

Enzyms wurden eingefroren und bei -80 °C gelagert.

6.5.4 Proteinreinigung von INMT

Die gefrorenen Zellen (8.4.2.2) wurden in 3 mldgLysepuffer (50 mM Tris-HCI, pH 8,5,
5 mM Imidazol, 500 mM NaCl, 5 % Glycerin,) resusgient und homogenisiert und bei

4 °C und 800 bar mit einem Emulsiflex-C5 (Avestic.l Mannheim, DE) aufgeschlossen.
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Die losliche Fraktion wurde nach Zentrifugation°@, 55.000 x g, 1 h) gewonnen und
durch 0,2 um filtriert. Die Enzymreinigung erfolgbei 4 °C mit einem Akta™ Purifier
(GE-healthcare, UK) und einer Histrap HP 5 mL S&@&-healthcare, UK), die mit
Ni2*beladen wurde. Die Aufreinigung wurde mit einem MMtDetektor bei einer
Wellenléange von 280 nm verfolgt. Die Saule wurde lnysepuffer fir 5 Saulenvolumina
(cv) bei 5 mL/min Fluss equilibriert. Das Lysat warauf die Sdule geladen und die
nichtbindenden Proteine mit 12 cv von der SauleageWwen. Der lineare Elutuionsgradient
begann bei 0 % Elutionspuffer (50 mM Tris-HCI, pt%,8500 mM Imidazol, 500 mM
NaCl, 5 % Glycerin) und erhdhte sich tber 15 cv 306 Elutionspuffer, gefolgt von
einem Auswaschen der Saule mit 100 % Elutionspuiier5 cv und einem erneuten
Equilibrieren fur 3 cv mit Lysepuffer. Die enzymhgén Fraktionen wurden mittels SDS-
PAGE detektiert, zusammengefihrt und mit einem yBelbeutel (6-8 kDa Cutoff) in
Dialysepuffer (5 mM Tris-HCI, pH 8,5, 5 % Glyceriiiper Nacht und 2x far 3 h am
nachsten Tag dialysiert. Die Proteinkonzentratiaurde mittels Micro BCA™-Assay
(Thermo Scientific, Prod.-# 23225) gemessen undquiliie des Enzyms wurden

eingefroren und bei -80 °C gelagert.

6.6 Biotransformationen

6.6.1 Untersuchung der promiskuitiven Aktivitat der Wildt yp-NMTs

Gefrorene Zellen (8.4.2.2) wurden in 3 mduig 100 mM Tris-HCI, pH 8,5 resuspendiert
und mittels Sonifier 250 A (Branson, Danbury, Cdiow, US) fur 3-5 min auf Eis

aufgeschlossen. Nach Zentrifugation bei 3220 x d.5imin wurden 445 uL des l6slichen
Uberstandes mit 2 mM SAM und 3-Methylpyrazd) in 500 puL Reaktionen bei 37 °C fir
20 h in einem Eppendorf Thermomixer inkubiert. Bigraktion fur die Analytik mittels

Gaschromatographie (8.8.3.1) erfolgte mit 500 uLMD@ach vorheriger Zugabe von 2-
Methylpyridine als internen Standard.16.900 x giftirmin wurden 450 pL des I6slichen
Uberstands in 500 pL Reaktionen mit 2 mM 3-Methyémp! (1) und SAM-Tosylat in

100 mM Tris-HCI, pH 8,5 angesetzt. Die Biotransfatimn dauerte 20 h bei 37 °C und
600 rpm in einem Eppendorf Thermomixer. Als Nedatdivrollen dienten Reaktionen des

Leervektors und Pufferreaktionen ohne Enzym.
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6.6.2 Bestéatigung der nattrlichen Aktivitat von PNMT und HNMT

In 500 pL Reaktionen in 1,5 mL Reaktionsgefal3endenrl,2 mg PNMT bzw. 0,5 mg
HNMT (8.5.1) mit je 2 mM Phenylethanolamin bzw. ptgmin, 2 mM SAM Tosylat in

100 mM Tris-HCI, pH 8,5 bei 37 °C und fur 20 h itkert. AnschlielBend wurde das
Protein mit 500 uL Acetonitril gefallt, zentrifugteund der Uberstand mittels HPLC
(8.8.4.1) vermessen. Als Kontrollexperimente diarnésveils 2 mM SAH als Standard, nur
Enzym, Enzym + SAM, Enzym + Substrat und Enzym MSASubstrat eingesetzt. Nach
Fallung der Proteine mit 750 pL Acetonitril und Zdiagation bei 16.900 x g fur 15 min

wurden die Proben mittels HPLC (8.8.4.1) vermessen.

6.6.3 Charakterisierung der Reaktion von WINNMT und INMT mit 3-
Methylpyrazol

In 500 pL Reaktionen in 1,5 mL Reaktionsgefal3endenr10 pM gereinigte WtNNMT
(8.5.2), bzw. INMT (8.5.4), falls nicht anderweitigschrieben, mit 2 mM SAM und 2 mM
1 eingesetzt. Die Reaktionen fanden bei 37 °C fiih Z2@att. Die Extraktion wurde mit
500 pL DCM durchgefiihrt und 2-Methylpyridin wurdks anterner Standard fur die GC-
FID-Messung (8.8.3.1) zugegeben. Die Temperatuestudurden mit 50 mM KPpH 7,0
bei variierenden Temperaturen fur 20 h in einemeggprf Thermomixer durchgefuhrt.
Fur wtNNMT wurde bei 55 °C zusatzlich eine Puffarkolle durchgefihrt. Die pH-
Studien wurden mit den zwei Puffersystemen ¢l 6,0/ 6,5/ 7,0/ 7,5/ 8,0) und Tris-HCI
fur wtNNMT bei pH 8,0 und 8,5, sowie fur INMT beHp7,0/ 7,5/ 8,0/ 8,5 bei 37 °C flr
20 h durchgefuhrt.

6.6.4 Inhibition von wtNNMT in der Methylierung von 3-Met hylpyrazol

In 500 pL Reaktionen in 1,5 mL Reaktionsgefallendenr10 uM gereinigte WtNNMT
(8.5.2) mt 2mM SAM und 2 mM1 eingesetzt. In separaten Reaktionen wurden
variierende Konzentrationen der Produksg0-2 mM), 1b (0-2 mM) und SAH (0-2 mM)

zu Reaktionsbeginn zugefiigt. Die Reaktionen farmr87 °C fur 20 h statt. Zusatzlich
wurden fur die Addition voia und1b Kontrollreaktionen ohne Enzym durchgefiihrt. Die
Extraktion wurde mit 500 uL DCM durchgefiihrt undvigthylpyridin wurde als interner
Standard fur die GC-FID-Messung (8.8.3.1) zugegebemder inhibitorischen Effekt fur
die Addition vonla und 1b zu beurteilen, wurde die gemessene Konzentratem d

Produkte in den Kontrollreaktionen von der der emairschen Methylierung subtrahiert.
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Der Einfluss von SAHN auf die Inhibition der Metlgrdung vonl mit wtNNMT wurde
mit 2,6 ug SAHN mit 10 uM WtNNMT, 2 mM SAM untl bei 37 °C fur 20 h im Vergleich

zu einer Reaktion ohne SAHN untersucht.

6.6.5 Charakterisierung und Inhibition von INMT in der Me thylierung von
3-Methylpyrazol

In 500 pL Reaktionen in 1,5 mL Reaktionsgefallerdenrl0 uM gereinigte INMT (8.5.4)
mit 2 mM SAM und 2 mM1 eingesetzt. In separaten Reaktionen wurden vemios
Konzentrationen der Produkteb (0-2 mM) und SAH (0-2 mM) zu Reaktionsbeginn
zugefugt. Die Reaktionen fanden bei 37 °C fur 26t&tt. Zusatzlich wurden fir die
Addition von 1b Kontrollreaktionen ohne Enzym durchgefiihrt. Um diemibitorischen
Effekt fir die Additionlb zu beurteilen, wurde die gemessene Konzentrago®bdukte
in den Kontrollreaktionen von der der enzymatischédethylierung subtrahiert. Der
Einfluss von SAHN auf die Inhibition der Methylierg von 1 mit INMT wurde mit
variierenden Konzentrationen von SAHN (0,3 uM, @M, 1 pM) mit 10 uM WtNNMT,
2mM SAM und1l1, bei 37 °C fur 20 h im Vergleich zu einer Reaktionne SAHN
untersucht. Die Addition von zuséatzlichen 2 mM SAlsich 20 h Reaktion bei 37 °C im
Vergleich zu einer Kontrollreaktion der Puffer zggben wurde, sollte zeigen, dass die
Inhibition durch SAH einem kompetitiven Mechanismiagt. Temperatur-Studien
erfolgten in 500 pL Reaktionen in 1,5 mL Reakticféfen mit 10 uM Enzym, 2 mM 3
und SAM in 50 mM KF, pH 7,0 fur 20 h. pH-Studien erfolgten in 500 pedRtionen in
1,5 mL ReaktionsgefalRen mit 10 uM Enzym, 2 mM 3 &#d bei 37 °C fur 20 h. Die
Extraktion wurde fir die jeweiligen Experimente &0 L DCM durchgefuhrt und 2-
Methylpyridin wurde als interner Standard fir di€-GID-Messung (8.8.3.1) zugegeben.

6.6.6 24-Deep-WellPlatten-Screening

Fur ein effizientes Screening der Mutantenbibligtellte einDeep-WeHPlatten-Assay
entwickelt werden. Um maximal viel Enzym fir die @R&onen verfigbar zu haben,
wurden 24beep-WeHPlatten (24-DWPs) mit pyramidenformigen Boden esjzt. Diese
Geometrik fuhrt zu einer erhdhten Durchmischung wamit zu einem erhdhten
Zellwachstum mit der Folge erhdhter Enzymkonzeinan. Die Varianten und
Kontrollen wurden so angeordnet, dass auf jedettePtavei Mal WINNMT exprimiert

wurde, sowie jede Platte eine Leervektor-Kontradlewie eine Kontaminationskontrolle
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(nur Medium) enthielt. Die in 24-DWPs eingefrorengellpellets (8.4.2.4) wurden
aufgetaut und mit 500 pL/Well Lysepuffer (50 mM KPH 7,0, 1 mg/mL Lysozym und
0,2 mg/mL DNasel) fur 1 h bei 37 °C und 180 rpmelsts Der Zellrohextrakt wurde bei
4 °C mit 3320 x g fur 15 min zentrifugiert, um déalichen Uberstand zu erhalten. 500 pL
Biotransformationen wurden in 1,5 ml Reaktionsgefa(Sarstedt, DE) mit 400 pl Lysat,
2 mM des entsprechenden Pyrazdlst), 2 mM SAM-Disulfat-Tosylat und 1 %vAv)
DMSO fur 20 h bei 37 °C und 180 rpm in einem Infédsiltitron Pro (Infors HAT,
Einsbach, DE) durchgefiihrt. Die Extraktion wurde 10 pL DCM durchgefuhrt und 2-
Methylpyridin wurde als interner Standard fur di€-®S-Messung (8.8.3) zugegeben.

1 2 3 4 5 6
A Variante Variante Variante Variant¢ wtNNMT [ Variante
B Variante | Variante| Variante Varianty WINNMT | Variante
C Variante Variante Variantg Variant{ Medium Variante
D Variante | Variante| Variante Variant{ Leervektor| Variante

Abb. 42: Beispiel einer 24beep-WelPlatte fir das Screening der Mutantenbibliothek.Als Kontrollen
dienten auf jeder Platte zwei Mal die Wildtyp NicamidN-Methyltransferase (WtNNMT) in dewellsA5
und B5, einWell (C5), das nur mit Medium befillt ist, und mit einesterilen Zahnstocher inokuliert wird,
sowie die Expression des Leervektors in Well D5okldiert wurde stehts mit Einzelkolonien von
Agarplatten.

6.6.7 Biotransformationen fir Endpunktbestimmungen der erzymatischen

Methylierung von Pyrazolen

Eingefrorene Enzyme (8.5.2) wurden schnell aufdetiznal 500 pl Biotransformationen
wurden in 1,5 mL Reaktionsgefal3en (Sarstedt, DE)S®iuM des gereinigten Enzyms,
2 mM des entsprechenden Pyrazdlst), 4 mM SAM-Disulfat-Tosylat und 1 %vAv)
DMSO in 50 mM KPR, pH 7,0 fur 20 h bei 37 °C und 180 rpm durchgefibie Extraktion
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wurde mit 500 uL DCM durchgefiihrt und 2-Methylpyridvurde als interner Standard fur
die GC-FID-Messung (8.8.3) zugegeben.

6.6.8 Biotransformationen fir die Bestimmung der Anfangsg@schwindigkeiten der

enzymatischen Methylierung von Pyrazolen

Gefrorene Enzyme (8.5.2) wurden bei 37°C (schneal)fgetaut und 500 pL
Biotransformationen wurden in 1,5 ml Reaktionsgefél§Sarstedt, Deutschland) mit
50 uM gereinigtem Enzym, 2 mM des entsprechenderazBis (-6), 2 mM SAM-
Disulfat-Tosylat und 1 %vv) DMSO bei 37 °C und 550 rpm in einem Eppendorf
Thermomixer durchgefiihrt. Die Reaktionsmischungenden bei 37 °C vorgewarmt und
durch die Zugabe von SAM gestartet. Die Reaktionemden durch die Zugabe von
500 puL DCM und Mischen fur 40 s gestoppt. p-Xylalrde als interner Standard fir die
GC-FID-Messung (8.8.3) zugegeben. Die Steigungen Aldangsraten wurden mit

Microsoft Excel berechnet.

6.6.9 In vivo Methylierung von 3-Methylpyrazol in E. cloni

Variante v49 wurde irE. cloni Express (8.1) exprimiert (8.4.2.2). Nach der Expien
wurden die Zellen schonend zentrifugiert (3220 x47C, 10 min), einmal mit
Reaktionspuffer 50 mM KPpH 7,0 gewaschen und zuletzt mit Reaktionsputfersetzt
mit 10 mM Glukose, resuspendiert. Eingesetzt wuide finale Biomassekonzentration
von 100 mgw/mL, die mit 10 mM 1 bei 37 °C und 180 rpm fur 72 h in 1,5 mL
Reaktionsgeféalien geschuttelt wurde. Als Kontroleni® eine Reaktion mit direkt vor
Reaktionsbeginn durch Ultraschall aufgeschlossdleizeNach der Reaktion wurde der
I6sliche Uberstand der Ganzzellkatalyse (Zentrifiogebei 16.900 x g, 4 °C, 10 min) mit
500 pL DCM extrahiert. Von einem zweiten Ganzzedltm wurde durch Zentrifugation
das Zellpellet gewonnen, mit Reaktionspuffer gewWwascund fir die Analyse der in den
Zellen verbliebenen Produkte chemisch mittels B-PEFRhermo Scientific™ Kalifornien,
US, Produktnummer: 89821) aufgeschlossen und elleairahiert. Die Kontrollreaktion
mit aufgeschlossenen Zellen wurde als Ganzes egttaBie Proben wurden mittels GC-
FID (8.8.3.1) analysiert.
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6.6.10 Biotransformationen des Screenings von HMTs flur di@nzymatische Synthese
von Alkyl-SAM-Analoga

Gefrorene Zellen der ausgewahlten HMTs (8.4.2.5dem in 3 mL/gww 50 mM KR, pH
7,0 resuspendiert und mittels Sonifier 250 A (Boam<Danbury, Conneticut, US) fur 3-
5 min auf Eis aufgeschlossen. Nach Zentrifugatien 16.900 x g fur 15 min wurden
245 uL des |I6slichen Uberstandes in 500 pL Biofiemsationen in 1,5 mL
ReaktionsgefaRen (Sarstedt, DE) mit 1 mM SAH, 4@\§Qivalente (Tabelle 7) des
entsprechenden Halogenalkans und A6 OMSO bei 25 °C und 550 rpm ftr 20 h in
einem Eppendorf Thermomixer durchgefihrt. Als Koliteaktionen dienten Puffer-
Reaktionen und Reaktionen mit dem pET28a(+)-LedorelDie Reaktion wurde durch
Zugabe von 100 ul 32 %iger Salzsaure (HCI) und208cetonitril (ACN) und Mischen
fur 40 s gestoppt. Nach Zentrifugation wurde dsdithe Fraktion fur HPLC- und LC-MS-

Messungen Uberfiihi’]

Tabelle 7: Eingesetzte Aquivalente der Halogenalkanlodmethan (Mel), lodethan (Etl), Bromethan
(EtBr), lodpropan (Propl), lodbutan (Butl), Brombut an (ButBr) und Clorbutan (ButVI) in Bezug auf
1 mM S-Adenosyli -Homocystein zum Screening von HMTs.

Halogenalkan Mel Etl EtBr Propl Butl ButBr  ButCl
Aquivalente 80 60 70 50 40 50 50

6.6.11 Biotransformationen fir die enzymatische Syntheseon Alkyl-SAM-Analoga

500 pL Biotransformationen wurden in 1,5 mL ReaksigefaR3en (Sarstedt, DE) mit

50 uM gereinigter NSA-Synthase (aclHMT, 8.5.3), Mi8AH, 10 mM (10 Aquivalente)
des entsprechenden Halogenalkans und ¥ 9 DMSO bei 25 °C und 550 rpm fir 20 h
in einem Eppendorf Thermomixer durchgefihrt. Di@lR®n wurde durch Zugabe von
100 pl 32 %iger Salzsaure (HCI) und 200 pl Acerdr(ifRCN) und Mischen fur 40 s
gestoppt. Nach Zentrifugation wurde die l6slichakiion fur HPLC- und LC-MS-

Messungen Uberfiihi"]

6.6.12 Biotransformationen der enzymatischen Kaskade zur Mthylierung von
3-Methylpyrazol

500 pL Biotransformationen wurden in 1,5 ml Reak$igefal3en (Sarstedt, DE) mit jeweils
50 uM der gereinigten Variante v49 (8.5.2) und N&A-Synthase (8.5.3), 2 mM vdh

20 mM Halogenalkan und 1 %/¢) DMSO bei 37 °C und 550 rpm fur 20 h in einem
Eppendorf Thermomixer durchgefiihrt. Als Kontrolkeanen (Tabelle 8) diente das
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systematische Ersetzen von Reagenzien mit Reagtiffies (50 mM KR, pH 7,0). Die
Reaktion wurde durch Zugabe von 500 uL DCM und st fur 40 s gestoppt. 1-
Methylpyridin wurde als interner Standard fur di€-GID- oder GC-MS-Messung (8.8.3)
zugegeben. Die l6sliche Fraktion wurde durch Zugedye 100 pl 32 %iger Salzsaure
(HCI) und 200 pl Acetonitril (ACN), Mischen und Zeifugation fir die Messung Uber
HPLC (8.8.4.2) vorbereitet.

Tabelle 8: Reaktionen und Kontrollreaktionen der erzymatischen Methylierung von 3-Methylpyrazol
(1) mittels v49 und NSA-Synthase mit lodmethan (Mgl

# v49 NSA-Synthase Substrat 1 SAH Mel SAM

[uM]  [uM] [mM] [uM] [mMM]  [mM]

1 50 50 2 2
2 50 2 2
3 2 100 puM 20

4 50 50 2 100 puM

5 50 2 100 pM 20

6 50 2 100 pM 20
7-9 50 50 2 0/50/100 pM 20

6.6.13 Biotransformationen der enzymatischen Kaskade zur Kylierung von

3-Cyclopropylpyrazol

500 pL Biotransformationen wurden in 1,5 ml Reak$igefal3en (Sarstedt, DE), falls nicht
anders beschrieben, mit jeweils 50 uM der geresniytariante v36 (8.5.2) und der NSA-
Synthase (8.5.3), 2 mM vd) 20 mM Halogenalkan und 1 %) DMSO bei 37 °C und
550 rpm fir 30 h bis 72 h in einem Eppendorf Themxer durchgefihrt. Die Reaktion
wurde durch Zugabe von 500 puL DCM und Mischen flis4gestoppt. p-Xylol wurde als
interner Standard fiir die GC-FID- oder GC-MS-Mesgs($18.3) zugegebéf?’l

6.6.14 Biotransformation im praparativen Maf3stab durch die enzymatische Kaskade

zur Methylierung von 3-Cyclopropylpyrazol

500 mL Biotransformation (1000-faches Skalierunghaiabormalistab) wurden in einer
1 L SchotP-Flasche mit jeweils 50 uM der gereinigten Varian®6 und der NSA-

Synthase (acl[HMT), 2 mM voB, 20 mM lodmethan (Mel) bei 37 °C und 135 rpm flr
15 h, sowie 150 rpm fur 25 h in einem Infors Aqaatdurchgefihrt (Nach 15 h waren
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Aggregate von denaturiertem Enzym zu beobachtes Gaischwindigkeit des Schiittlers
wurde daraufhin zur besseren Durchmischung furesei25 h auf 150 rpom erhéht). 3
Proben & 500 pL wurden am Ende der Reaktion entreymomd mit 500 uL DCM
extrahiert, um die GC-Ausbeute mit p-Xylol als mmen Standard zu bestimmen. Das
verbliebene Reaktionsmedium wurde 4x mit 250 mL DCHBkktrahiert, mit
Magnesiumsulfat getrocknet und vorsichtig mit eindRotationsverdampfer unter
vermindertem Druck konzentriert. Die Produkte wurdeit einer Kieselgel-M60-Saule
mit DCM:Ethylacetat (4:1) als Laufmittelgemisch voBEdukt getrennt und mittels
Dunnschichtchromatographie (TLC) mit Vanillefarbungl GC-FID-Messungen (8.8.3.3)
verfolgt. Fraktionen, die entweder das Produkt atbey Edukt enthielten, wurden jeweils
vereinigt, vorsichtig mit einem Rotationsverdampgenzentriert und mittels NMR (8.8.1)

analysierf??3l

6.7 Allgemeines Protokoll zur chemischen Synthese vonlkalierten

Pyrazolen

Die Synthese wurde nach einem zuvor beschriebenaiok®ll durchgefiihr?!l Das
Pyrazol-Edukt1-6 (1 Aquivalent) wurde in trockenem Tetrahydrofu@F) bei 0 °C
unter maRigem Rihren gelost. 1 Aquivalent Natriudnisy (NaH) und 1,5 Aquivalente
Halogenalkan wurden bei Raumtemperatur zugegebach B4 h wurde die Reaktion mit
ddHO gequencht und 2-4x mit DCM extrahiert. Eine Prdbe Rohprodukts wurde fir
die Messung der chemischen Selektivitat mittels E3-entnommen. Das Rohprodukt
wurde mit Magnesiumsulfat getrocknet und mit eind&otationsverdampfer unter
reduziertem Druck konzentriert. Der bestandige Rohkt wurde durch
Saulenchromatographie mit Kieselgel M60 und Misgam aus Ethylacetat und
Cyclohexan als LoOsungsmittel getrennt. Die  Trennungvurde  durch
Dunnschichtchromatographie durchgefuhrt und wurdectd das Fluoreszenzquenching
bei 254 nm, Vanillefarbung oder durch GC-FID-Meggam (8.8.3) verfolgt. Die Reinheit
der gesammelten Fraktionen wurde immer mittels ®ET-Bestimmt. Die reinen
Fraktionen wurden vereinigt und am Rotationsverdamgetrocknet. Die Proben wurden
mittels NMR (8.8.1) charakterisiert. Identifizie®¢rukturen wurden durch hochauflésende

Massenanalyse (8.8.2) bestatigt.
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6.8 Analytische Methoden

6.8.1 NMR-Analyse

NMR-Analysen wurden zur Identifizierung der Produkiurchgefuhrt. 2 bis 10 mg der
Substanzen wurden in deuteriertem Chloroform (GP@Geélost mit einem Bruker 500
MHz-Gerat aufgenommen und auf Tetramethylsilanrezfgiert. Die Daten fitH-NMR
werden in der Ublichen Form berichtet: chemischestt@ebung ( ppm), Multiplizitat (d

= Dublett, dd = Dublett von Dubletten, t = Triplety = Quartett, m = Multiplett),
Kopplungskonstante (Hz), Integration. Die Daten fZ-NMR werden als chemische
Verschiebung angegeben. Die korrekte Zuordnungliemischen Verschiebungen wurde
durch zweidimensionale Korrelationsmessungen hgstéinschliel3lich heteronuklearer
Einzelquantenkohérenz (HSQC), heteronuklearer NMehidindungskoharenz (HMBC)
und homonuklearer Korrelationsspektroskopie (COSY).

6.8.2 Hochauflosende-Elektrospray-lonisations-Massenspekiskopie  (HR-ESI-
MS)

Hochauflésende Massenspektren zur Produktbest@tigeurden mittels Elektrospray-
lonisation im positiven Modus auf einem microTOFQ rulBr Daltonics

Massenspektrometer gemessen, das an eine Flussokematographie mit einer Agilent
1200 Serie LC gekoppelt ist. Der Scan begann benz0und endete bei 1500 m/z. Die
Kapillare war auf 4500 V eingestellt, der Endplat@ffset auf -500 V, die Kollisionszelle
RF auf 180,0 Vpp, der Nubilizer auf 0,4 bar, dieodkenheizung auf 200 °C, das

Trockengas auf 4,0 L/min.

6.8.3 Gaschromatographie

Die Analyse von Pyrazolen wurde mittels Gaschrogratohie (GC) durchgefiihrt. Dies ist
maoglich, da alle getesteten Pyrazole in organischésungsmittel extrahierbar sind und

ihre Siedepunkte unterhalb der Hochsttemperatueereidgesetzten Saulen lagen.

Die Gaschromatographie wurde entweder mit Flamnmsationsdetektion (FID) oder
Massendetektion (MS) durchgefihrt. Als internern8tad fur die Startaktivitdt und
Charakterisierung von wtINNMT mit, das Substratscreening und die Endpunktmessungen
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wurde 2-Methylpyridin (in ddbD) verwendet. Fir die Messungen der Anfangsraten de
enzymatischen Reaktionen wurde p-Xylol (in DMSG)iaterner Standard verwendet.

Die GC-MS-Analysen des 24-DWPs-Screenings wurdalis hicht anders beschrieben,
mit einer Shimadzu GC2010, die mit einem ShimadZ2@10-Massenspektrometer
ausgestattet ist, unter Verwendung einer PhenomgBexMSi-Saule (30 m x 0,25 mm,

0,25 m-Film, Teilenummer 7HG-G018-11) mit Helium als de#gas und Druck

(26,7 kPa) als Kontrollmodus durchgefuhrt. Injekganperatur: 250 °C. Split-Modus mit
einem Split-Verhaltnis von 10 bei 1 pL Injektionemperatur der lonenquelle: 200 °C,
Temperatur der Schnittstelle: 280 °C.

Die GC-FID-Analysen fur die Startaktivitat und Chkterisierung von wWtNNMT mit,
sowie die Endpunkt- und Anfangsratenmessungen wyfeés nicht anders beschrieben,
mit einer Shimadzu GC2010 Plus unter Verwendungreigilent J&W DB-WAX-Saule
(30 m x 0,25 mm, 0,25m Film, Teilenummer 122-7032) mit Wasserstoff at&gergas
und linearer Geschwindigkeit (41 cm/s) als Flussstengsmodus durchgeflhrt.
Injektortemperatur: 250 °C. Split-Modus mit einempliSVerhaltnis von 15 bei 1 pL
Injektion. Detektor-Temperatur: 260 °C.

Die GC-FID-Analysen zur Messung der Selektivitaten chemischen Synthesen wurden,
falls nicht anders beschrieben, mit einer Shima@@2010 Plus unter Verwendung einer
Phenomenex ZB-5-S&aule (30 m x 0,25 mm, 0,25Film, Teilenummer 7HK-G002-28)
mit Wasserstoff als Tragergas und linearer Gesadtighkeit (41 cm/s) als
Flusssteuerungsmodus durchgefiihrt. Injektortemperas0 °C. Split-Modus mit einem
Split-Verhaltnis von 50 bei 1 pL Injektion. Detekibemperatur: 315 °C.

6.8.3.1 3-Methylpyrazol (1), 1,3-Dimethylpyrazol (1a), 1,5imethylpyrazol (1b)
GC-FID-Analysen des Screenings, der Endpunktmessunmd der Selektivitdt der

chemischen Synthese: GC-FID-Analysen wurden mare$himadzu GC2010 Plus unter
Verwendung einer Agilent J&W DB-WAX-Séaule (30 m x28 mm, 0,25 m Film,

Teilenummer 122-7032) mit Wasserstoff als Tragergad linearer Geschwindigkeit

(33,1 cm/s) als Flusssteuerungsmodus durchgefiitjektortemperatur: 200 °C. Split-
Modus mit einem Split-Verhaltnis von 15 bei 1 plektion. Detektor-Temperatur:
260 °C. Ofentemperatur: 120 °C, fur 1 min aufredidden, 17,5 °C/min bis 140 °C,
40 °C/min bis 230 °C gehalten fur 3 min.
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GC-FID-Analysen der Anfangsratenmessungen: Ofengeatpr: 110 °C, gehalten fir
2 min, 17,5 °C/min bis 135 °C, 40 °C/min bis 230d€halten fir 3 min.

6.8.3.2 3,4-Dimethylpyrazol (2), 1,3,4-Trimethylpyrazol (23, 1,4,5-
Trimethylpyrazol (2b)

GC-MS-Analysen des 24-DWP-Screenings: Ofentemper&tu°C, gehalten fir 4 min,

15 °C/min bis 85 °C, 25 °C/min bis 170 °C, 50 °Gintis 320 °C, gehalten fir 3 min.

SIM-Modus mit 93 m/z, 95 m/z und 109 m/z.

GC-FID-Analysen der Endpunkt- und Anfangsratenmegsn: Ofentemperatur: 110 °C,
gehalten fir 2 min, 25 °C/min bis 120 °C, 50 °C/rpis 230 °C, gehalten flr 2 min.

GC-FID-Analysen der Selektivitditsmessung der chenes Synthese: Ofentemperatur:
85 °C, fur 2 min aufrechterhalten, 25 °C/min bi® £2, 15 °C/min bis 140 °C.

6.8.3.3 3-Cyclopropylpyrazol (3), 1-Methyl-3-cyclopropylpyrazol (3a), 1-Methyl-5-
cyclopropyl-pyrazol (3b)

GC-MS-Analysen des 24-DWP-Screenings: Ofentemperafid °C, gehalten fir 2 min,

50 °C/min bis 280 °C, gehalten fur 2 min. SIM-Modug 93 m/z, 108 m/z und 122 m/z.

GC-FID-Analysen der Endpunktmessungen: Ofentemperatl10 °C, fur 2 min
aufrechterhalten, 25 °C/min bis 120 °C, fur 3,5 nanfrechterhalten, 50 °C/min bis

230 °C, fur 2 min aufrechterhalten.

GC-FID-Analysen der Anfangsratenmessung: Ofenteatper 110 °C, fur 3 min
aufrechterhalten, 25 °C/min bis 135 °C, fur 3 miffrechterhalten, 50 °C/min bis 230 °C,
fur 2,5 min aufrechterhalten.

GC-FID-Analysen der Selektivitditsmessung der chenes Synthese: Ofentemperatur:
110 °C, aufrechterhalten fir 2 min, 50 °C/min 88 2C, aufrechterhalten fir 2 min.

6.8.3.4 3-Cyclopropylpyrazol (3), 1-Ethyl-3-cyclopropylpyrazol (7a), 1-Ethyl-5-
cyclopropylpyrazol (7b)?%!

GC-FID-Analysen von Endpunktmessungen und von $eigitsmessungen der

chemischen Synthese: Ofentemperatur: 110 °C, gghfilt 3 min, 25 °C/min bis 135 °C,

gehalten fur 3 min, 50 °C/min bis 230 °C, gehafter2,5 min. Als interner Standard diente

p-Xylol.
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6.8.3.5 3-Cyclopropylpyrazol (3), 1-Propyl-3-cyclopropylpyrazol (8a), 1-Propyl-5-
cyclopropyl-pyrazol (8b)?%°l

GC-MS-Analysen der Endpunktmessungen (durchgefiloh Stephan Hammer,

Universitat Bielefeld): Die GC-MS-Analysen wurdenitneiner Agilent 8860 GC,

ausgestattet mit einem Agilent 5977B Massenspeldtemunter Verwendung einer
Agilent DB-HeavyWAX-Saule (25 m x 0,25 mm, 0,26 Film, Teilenummer 122-7127)
mit Helium als Tragergas und konstantem Druck atntkollmodus durchgefihrt.
Eingestellt wurde ein Split-Modus mit einem Splitv@tnis von 40, bei 1 pL Injektion.
Ofentemperatur: 80 °C, gehalten fur 2,25 min, 40rfi@ bis 270 °C, gehalten fir 3 min.
Als interner Standard diente p-Xylol.

GC-FID-Analysen der Selektivitditsmessung der chenes Synthese: Ofentemperatur:
110 °C, fur 3 min gehalten, 25 °C/min bis 135 °Gr 8 min gehalten, 50 °C/min bis
230 °C, fur 2,5 min gehalten.

6.8.3.6 3(2-Furyl)-Pyrazol (4), 1-Methyl-3(2-Furyl)-Pyrazol (4a), 1-Methyl-5(2-
Furyl)-Pyrazol (4b)

GC-MS-Analysen des 24-DWP-Screenings: Ofentemperafid °C, gehalten fir 2 min,

50 °C/min bis 280 °C, gehalten fur 2 min. SIM-Modug 93 m/z, 134 m/z und 148 m/z.

GC-FID-Analysen der Endpunktmessungen: OfentemperatiO0 °C, gehalten fir
2,25 min, 50 °C/min bis 230 °C, gehalten fur 4,\1.mi

GC-FID-Analysen der Anfangsratenmessung: Ofenteatper 100 °C fur 2,25 min
gehalten, 50 °C/min bis 230 °C, 6,5 min gehalten.

GC-FID-Analysen der Selektivitditsmessung der cheines Synthese: Ofentemperatur:
110 °C, 2 min aufrechterhalten, 50 °C/min bis 2802 min aufrechterhalten.

6.8.3.7 3(2-Fluorphenyl)-Pyrazol (5), 1-Methyl-3(2-Fluorpheayl)-Pyrazol (5a), 1-
Methyl-5(2-Fluorphenyl)-Pyrazol (5b)

GC-MS-Analysen des 24-DWP-Screenings: Ofentemperafid °C, gehalten fir 2 min,

50 °C/min bis 280 °C, gehalten fur 2 min. SIM-Modug 93 m/z, 162 m/z und 176 m/z.

GC-FID-Analysen der Endpunktmessungen: OfentemperatO0 °C, gehalten fir
2,25 min, 50 °C/min bis 230 °C, gehalten fur 6 min.
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GC-FID-Analysen der Anfangsratenmessung: Ofenteatper 100 °C, fir 2,25 min
aufrechterhalten, 50 °C/min bis 230 °C, fur 9 mifrechterhalten.

GC-FID-Analysen der Selektivitditsmessung der chenes Synthese: Ofentemperatur:
110 °C, fur 2 min aufrechterhalten, 50 °C/min 88 2C, flr 2 min aufrechterhalten.

6.8.3.8 3-Methyl-4-Phenylpyrazol (6), 1,3-Dimethyl-4-Phenyyrazol (6a), 1,5-
Dimethyl-4-Phenylpyrazol (6b)

GC-MS-Analysen des 24-DWP-Screenings: Ofentemperafid °C, gehalten fir 2 min,

50 °C/min bis 280 °C, gehalten fur 2 min. SIM-Modug 93 m/z, 158 m/z und 172 m/z.

GC-FID-Analysen der Endpunktmessungen: OfentemperatO0 °C, gehalten fir
2,25 min, 50 °C/min bis 230 °C, gehalten fur 8 min.

GC-FID-Analysen der Anfangsratenmessung: Ofenteatper 100 °C, fur 2,25 min
aufrechterhalten, 50 °C/min bis 230 °C, fur 12,748 aufrechterhalten.

GC-FID-Analysen der Selektivitditsmessung der chenes Synthese: Ofentemperatur:
110 °C, fur 2 min aufrechterhalten, 50 °C/min 88 2C, flr 2 min aufrechterhalten.

6.8.4 Hochleistungsflissigkeitschromatographie

6.8.4.1 Detektion von SAH und SAM zum Nachweis der natirliben Reaktion
Hochleistungs-Flussigkeitschromatographie (HPLCglxsen wurden mit einer Agilent-
LC der Serie 1200, ausgestattet mit einem Diodag&bdetektor, unter Verwendung einer
Agilent Poroshell 120 EC-C18 2,71 120 A (50 x 3 mm, Teilenummer AG699975-302)
und den Puffern A (Acetonitril + 0,1 % Ameisensguied Puffer B (ddkO + 0,1 %
Ameisenséaure) und Detektion bei 260 nm durchgefUiemperatur der Saule: 35 °C mit
1 pL Injektion. Gradient: 100 % B bei einer Flugenrzon 0,3 mL/min, reduziert tiber 2 min
bis 78,7 % B, nach 1 s auf 1 mL/min erh6ht und (88es auf 68 %B reduziert, nach 1 s
auf 0 % B und fir 2 min 59 s gehalten, danach fiamir2 auf 100 % B und danach die

Flussrate auf 0,3 mL/min reduziert.

6.8.4.2 Detektion und Quantifizierung von SAH, SAM und Alkyl-SAM-Analoga
Hochleistungs-Flussigkeitschromatographie (HPLCglsen wurden mit einer Agilent-
LC der Serie 1200, ausgestattet mit einem Diodag&bdetektor, unter Verwendung einer
Phenomenex Luna® 5mn SCX 100 A (100 x 4,6 mm, Teilenummer 00D-4398-E06)
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den Puffern A (20 mM KPi pH 2,5, 25 % (v/v) ACN)diuffer B (20 mM KPi pH 2,5,
25 % (v/iv) ACN, 400 mM Kaliumchlorid) und Detektiobei 260 nm durchgefihrt.
Temperatur der Séaule: 40 °C bei einer Flussrate &mL/min mit 4 pL Injektion.
Gradient: 10 % B, erh6ht Gber 8 min bis 90 % B,4iimin gehalten, reduziert Gber 4 min
bis 10 % B, fiir 3 min gehaltéft]

6.8.4.3 Massendetektion von SAH, SAM und Alkyl-SAM-Analoga
Flussigkeitschromatographie mit Massenspektrosk@p{&MS)-Analysen wurden mit
einer Agilent 1260 infinity durchgefuhrt, ausgegignit einem Quadrupol-LC/MS 6130-
Detektor unter Verwendung einer Merck KGaA ZIC®-pH3-Saule (50 x 4,6 mm,
Teilenummer 1.50463.0001). Fir die Methode wurdenPdiffer A (90 % ACN, 20 mM
Ammoniumformiat, pH 2,8) und Puffer B (10 % ACN, @M Ammoniumformiat,
pH 2,8) bei einer Detektion bei 260 nm tGber DAD @%®-600 m/z im positiven Modus
Uber MS-Detektor eingesetzt. Die Flussrate betrod Amin bei 40 pL Injektion. Gradient:
20 %B, gehalten fur 1 min, erhoht Gber 11 min B B, 2 min bis 100 % B, gehalten
fur 2 min, reduziert tiber 4 min bis 20 % B, gehaffigr 10 minl227)

6.9 Bioinformatische Methoden

6.9.1 Strukturalignment

Fur einen strukturellen Vergleich verschiedenerdtyp-NNMT-Strukturen, sowie von
FuncLib-Varianten wurden Strukturalignments mit degien Software PyMol (The
PyMOL Molecular Graphics System, Version 2.0.6, i8dimnger, LLC) durchgeflnhrt.
Hierbei werden die Strukturen so Uberlagert, d@assSdmme aller raumlichen Abstande

zwischen den Strukturen minimiert wird.

6.9.2 Erstellen der FuncLib®-Mutantenbibliothek

Die Analyse der Kristallstrukturen von wtNNMT (PDRiip, 3rod, 5yif. 6bla, 6chh)
anhand von Strukturiiberlagerungen (8.9.1) zeigitz tder verschiedenen gebundenen
Molekile keinen strukturellen Unterschied im aktivBentrum der wtNNMT-Kristalle.
Mittels PyMOL (The PyMOL Molecular Graphics Systelersion 2.0.6, Schrodinger,
LLC) wurden die Aminosauren der substratbindendasciie im Abstand von 5 A zum
gebundenen Inhibitor in 5yjf identifiziert. Aminas@&n, die mit SAM oder SAH

interagieren, wurden dabei ausgeschlossen. Firdiendung des FuncLib-Algorithmus
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wurden so 12 Aminosauren (Y20, Y24, L164, D167, D1A198, S201, Y204, S213,
Y242, A247 und N249) ausgewahlt.

Die Mutantenbibliothek wurde iiber die Web-Anwendutes FuncLib-Algorithmud
(http://funclib.weizmann.ac.il/bin/steps) unter Wendung des PDB-Codes von WINNMT
2iip, der Kette A mit SAH als Ligand (4001A) erdtehls Variablen wurden die folgenden
Standardeinstellungen beibehalten: min ID 0,3, riaxgets 3000, Coverage 0,6 und einen
E-Wert von 0,0001. Dies fihrte zu 473.294 Designs ersten Schritt. Fur die
Energieberechnungen und das Clustering wurdenridiy@arameter eingestellt: minimale
Anzahl von Mutationen pro Design = 3, maximale Arlzson Mutationen pro Design =5,
minimaler PSSM-Schwellenwert = -1, G = 5,5 und Differenz zwischen geclusterten

Varianten = 3.

6.9.3 Erstellen eines Homologiemodells

Homologiemodelle von FuncLib-Varianten wurden nifthides Robetta-Servét|]
(https://robetta.bakerlab.org/) der Baker-Gruppstedit. Die Struktur der jeweiligen
Variante wurde anhand der vergleichenden Modeligr(CM only, CM =comparative
modelling mit der PDB-Struktur 2iip und der Kette A modett

6.9.4 Erstellen eines Sequenzahnlichkeitsnetzwerkes

Das Sequenzéhnlichkeitsnetzwerk der HMTs wurdedogération mit Benjamin Aberle
im Rahmen der begleiteten Bachelorthesis von Sn#é&?”! anhand der bereits
literaturbekannten HMT- SequenZéfl erstellt. Hierfir wurde eine Blast-Suche
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE=Ri0s) mit den bereits bekannten
Sequenzen als Templat durchgefihrt. Dies geschaker u¥erwendung der
Standardparameter mit der Ausnahme, dass die ArdahlZielsequenzen auf 1000
eingestellt wurde. Nach dem Herunterladen jederedien Sequenz in der FASTA-
Notation wurde mittels des webbasierten EBnyzme Similarity Todf$®!

(https://efi.igb.illinois.edu/efi-est/) ein Multigeenzalignment erstellt. Das
Sequenzahnlichkeitsnetzwerk wurde anschlieRendderitfreien Software Cytoscape 3

(https://cytoscape.org/) erstellt.






LITERATURVERZEICHNIS 123

7 LITERATURVERZEICHNIS

[1]

[2]

[3]
[4]

[5]
[6]

[7]
[8]
[9]
[10]
[11]

[12]

[13]
[14]
[15]
[16]

[17]

O. Khersonsky, R. Lipsh, Z. Avizemer, Y. Ashahl. Goldsmith, H. Leader, O. Dym,
S. Rogotner, D. L. Trudeau, J. Prilusky, P. Amemdrigo, V. Guallar, D. S. Tawfik, S.
J. FleishmanMol. Cell2018 72, 178-186.

J. W. Bode, J. Mahatthananchai, A. M. Dunfaisgew. Chem. Int. EQ012 51, 10954~
10990.

K. Kramer,Chemistryworld2019 DOI 10.1038/s41557-018-0021-z.

D. C. Blakemore, L. Castro, |I. Churcher, D.R®es, A. W. Thomas, D. M. Wilson, A.
Wood,Nat. Chem2018 10, 383—-394.

M. Suri, T. Jousseaume, J. J. Neumann, F. Gdo8reen Chem2012 14, 2193—-2196.

N. K. Terrett, A. S. Bell, D. Brown, P. Elli8ioorganic Med. Chem. Let996 6, 1819—
1824.

J. Yamawaki, T. Ando, T. Hanafusahem. Lett1981 1143-1146.
GESTIS-Stoffdatenbank, gefunden unter httpsfigatrust.de2018

T. OKu, Y. Arita, H. Tsuneki, T. Ikariyal. Am. Chem. So2004 126, 7368—7377.
R. Goikhman, T. L. Jacques, D. SamkAm. Chem. So2009 131, 3042-3048.
K. Ajay Kumar, P. Jayaroophlt. J. PharmTech Re2013 5, 1473-1486.

L. C. Behr, R. Fusco, C. H. Jarboedhem. Heterocycl. Comp(Ed.: A. Weissberger),
John Wiley & Sons1967.

S. D. Roughley, A. M. Jordad, Med. Chenm2011, 54, 3451-3479.

D. G. Brown, J. Bostrond. Med. Chem2016 59, 4443—-4458.

E. J. Barreiro, A. E. Kimmerle, C. A. M Fragzhem. Rev2011, 111, 5215-5246.
S. Sun, J. FWBioorganic Med. Chem. Le2018 28, 3283-3289.

R. B. Silverman, M. W. Holladaylhe Organic Chemistry of Drug Design and Drug
Action: Third Edition Elsevier Inc.2015



124

LITERATURVERZEICHNIS

[18]

[19]

[20]

[21]

[22]

[23]

[24]

[25]

[26]
[27]

[28]

[29]

[30]

[31]

[32]

E. Vitaku, D. T. Smith, J. T. Njardarsah,Med. Chen2014 57, 10257-10274.

D. J. C. Constable, P. J. Dunn, J. D. Hay&r,R. Humphrey, J. L. Leazer, Jr., R. J.
Linderman, K. Lorenz, J. Manley, B. A. Pearlman,\Wells, A. Zaks, T. Y. Zhang,
Green Chem2007, 9, 411-420.

O. I. EI-Sabbagh, M. M. Baraka, S. M. Ibrahigh,Pannecouque, G. Andrei, R. Snoeck,
J. Balzarini, A. A. Rashadur. J. Med. Chen2009 44, 3746-3753.

M. Abdel-Aziz, G. E. D. A. Abuo-Rahma, A. A.ddsankEur. J. Med. Chen2009 44,
3480-3487.

D. Raffa, B. Maggio, M. V. Raimondi, S. Cadepoo, F. Plescia, G. Cancemi, G.
Daidone Eur. J. Med. ChenR2015 97, 732—746.

D. Raffa, O. Migliara, B. Maggio, F. Plesci§, Cascioferro, M. G. Cusimano, G.
Tringali, C. Cannizzaro, F. Plesciach. Pharm. (Weinheim201Q 343 631-638.

M. A. M. Gomaa, D. K. HassaArch. Pharm. (Weinheim2019 352, 320-331.

W. Zhan, J. Che, L. Xu, Y. Wu, X. Hu, Y. Zha@, Cheng, Y. Hu, X. Dong, J. Liur.
J. Med. Chen2019 180, 72-85.

K. v. Auwers, W. Kohlhaaglustus Liebig’s Ann. der Chenti®24 437, 36—63.
A. Ansari, A. Ali, M. Asif, S. Shamsuzzamaew J. Chen2017, 41, 16-41.

R. Sridhar, P. T. Perumal, S. Etti, G. ShanamgM. N. Ponnuswamy, V. R. Prabavathy,
N. MathivananBioorganic Med. Chem. Le2004 14, 6035—-6040.

S. R. Stauffer, Y. R. Huang, Z. D. Aron, CChletta, J. Sun, B. S. Katzenellenbogen, J.
A. KatzenellenbogerBioorganic Med. Chen2001, 9, 151-161.

R. Storer, C. J. Ashton, A. D. Baxter, M. Maih, C. L. P. Marr, A. M. Mason, C. L.
Mo, P. L. Myers, S. A. Noble, C. R. Penn, N. G. Wdi. M. Woods, P. L. Coe,
Nucleosides and Nucleotid&999 18, 203-216.

P. T. Birmann, A. M. Casaril, D. Hartwig, R.. Gacob, F. K. Seixas, T. Collares, L.
SavegnagadBrain Res202Q 1741, 146880.

S. Tarun, Mithilesh, S. Raju, C. Pooja, SKSInt. J. Res. Pharm. S@012 2, 81-96.



LITERATURVERZEICHNIS 125

[33] N.D. Amnerkar, K. P. Bhusattur. J. Med. Chen201Q 45, 149-159.

[34] X. Zhang, X. Li, G. F. Allan, T. Sbriscia, Qinton, S. G. Lundeen, Z. Sui, Med.
Chem.2007, 50, 3857-3869.

[35] G. Turan-Zitouni, P. Chevallet, F. S. Kili¢, Erol, Eur. J. Med. Chen00Q 35, 635—
641.

[36] A. A. Bekhit, H. M. A. Ashour, Y. S. Abdel Ghg, A. E. D. A. Bekhit, A. Barak&ur.
J. Med. Chem2008 43, 456—-463.

[37] S. M. ElI-Moghazy, F. F. Barsoum, H. M. Abde&iitnan, A. A. Marzoukiyled. Chem.
Res.2012 21, 1722-1733.

[38] G. Menozzi, L. Mosti, P. Schenone, D. Donnbli Schiariti, E. Marmokarmaco199Q
45, 167-186.

[39] X. Liu, L. Qiao, Z. Zhai, P. Cai, C. L. CanllteC. Tan, J. Weng, L. Han, H. West
Manag. Sci2019 ps.5463.

[40] N.B. Sun, Y. Lu, J. Yu, S. L. Wang, W. Ke, Wang, inSviridov Readings 2018"8
Intern. Conf. Chem. Chem. Eduklinsk, Belarus2018 pp. 97-99.

[41] Y. Ren, N. Yang, Y. Yue, H. Jin, K. Tao, T. tidioorganic Med. Chen018 26,
2280-2286.

[42] C. Lamberth, J. DingeBioactive Heterocyclic Compound Classes: Agrochalsic
Wiley-VCH Verlag & Co. KGaA, Weinhein012

[43] J.L.Huppatz, J. N. Phillips, B. Witrzemsgric. Biol. Chem1984 48, 45-50.

[44] B. He, J. Dong, H. Y. Lin, M. Y. Wang, X. K.ilB. F. Zheng, Q. Chen, G. F. Hao, W.
C. Yang, G. F. Yang]. Agric. Food Chen019 67, 10844-10852.

[45] S. Zhou, L. Xu, M. Cao, Z. Wang, D. Xiao, SuXJ. Deng, X. Hu, C. He, T. Tao, W.
Wang, A. Guan, X. Yandirch. Pharm. Chem. Life S@019 352 e1900075.

[46] A. K. Verma,Asian J. Biomed. Pharm. S2i014 4, 21-24.

[47] A. W. Struck, M. L. Thompson, L. S. Wong, Jiddefield, ChemBioChen2012 13,
2642-2655.



126

LITERATURVERZEICHNIS

[48]

[49]
[50]

[51]

[52]

[53]

[54]

[55]

[56]
[57]
[58]

[59]

[60]

[61]

[62]

[63]

[64]

C. S. Leung, S. S. F. Leung, J. Tirado-Riws L. Jorgensen]. Med. Chen2012 55,
4489-4500.

J. Chatterjee, F. Rechenmacher, H. Kesslegew. Chem. Int. EQ013 52, 254-269.
A. GomtsyanChem. Heterocycl. Comp#012 48, 7-10.

O. Ovadia, S. Greenberg, J. Chatterjee, Bféralr. Opperer, H. Kessler, C. Gilon, A.
Hoffman,Mol. Pharm.2011, 8, 479-487.

H. Schénherr, T. CernaRngew. Chem. Int. EQ013 52, 12256-12267.

B. Sun, K. Liu, J. Han, L. Y. Zhao, X. Su, Bn, D. M. Zhao, M. S. Chendgioorganic
Med. Chem2015 23, 6763—-6773.

J. Borgel, T. RitterChem202Q 6, 1877-1887.

F. Aguilar-parrilla, C. Cativiela, M. DoloreB, De Villegas, J. Elguero, C. F.- Faces, G.
Laureiro, F. Hernandez, H. Limbach, J. A. S. SmitheToironc,1992 3, 1737-1742.

V. Kumar, K. Kaur, G. K. Gupta, A. K. Sharntajr. J. Med. Chen2013 69, 735-753.
P. Yurkanis BruiceQrganic Chemistry 8th EditigriPearson, Santa Barba28,16
P. Tundo, M. Selvacc. Chem. Re2002 35, 706—716.

H. Ogawa, Y. Ichimura, T. Chihara, S. Terat&ull. Chem. Soc. Jpii986 59, 2481—
2483.

X.J. Wang, J. Tan, L. Zhan@rg. Lett.200Q 2, 3107-3109.

U. M. C. E. MortimerDas Basiswissen Der Chemieorg Thieme Verlag, Stuttgart,
New-York,2015

D. Xu, L. Frank, T. Nguyen, A. Stumpf, D. ReisR. Angelaud, F. Gosseligynlett
2019 31, 595-599.

A. V. lvachtchenko, D. V. Kravchenko, V. I. gludeva, D. G. Pershid, Heterocycl.
Chem.2004 41, 931-939.

V. V. Rusak, M. I. Zaretsky, V. V. Semenov,M. Chartov, B. I. Ugrak, Z. N. Nysenko,
Coke Chem2015 58, 275-278.



LITERATURVERZEICHNIS 127

[65]

[66]

[67]
[68]

[69]

[70]

[71]

[72]

[73]

[74]

[75]

[76]

[77]
[78]
[79]
[80]

[81]

K. Kramer,Chemistryworld2019 DOI 10.1038/s41557-018-0021-z.

L. C. Behr, R. Fusco, C. H. JarboeJhem. Heterocycl. Comp(Ed.: A. Weissberger),
John Wiley & Sons1967.

M. Grimmett, K. Lim, R. Weaverdust. J. Cheml979 32, 2203-2213.
A. M. Roe,J. Chem. S0d963 2189-2194.

A. Schmid, J. S. Dordick, B. Hauer, A. Kiendt, Wubbolts, B. WitholtNature2001,
409, 258—-268.

B. Hauer ACS Catal202Q 10, 8418-8427.

B. M. Nestl, S. C. Hammer, B. A. Nebel, B. HauAngew. Chem. Int. EQ014 53,
3070-3095.

M. Breuer, K. Ditrich, T. Habicher, B. Haudy]. Kesseler, R. Stirmer, T. Zelinski,
Angew. Chem. Int. EQ004 43, 788—-824.

L. A. Wessjohann, J. Keim, B. Weigel, M. Dipgeurr. Opin. Chem. Biol2013 17,
229-235.

M. R. Bennett, S. A. Shepherd, V. A. CroninMicklefield, Curr. Opin. Chem. Biol.
2017, 37, 97-106.

S. Pompei, C. Grimm, J. E. Farnberger, L. ®enpW. Kroutil, ChemCatCher202Q
12, 5977-5983.

J. E. Farnberger, K. Hiebler, S. Bierbaumer, SXibar, F. Zepeck, W. KroutiACS
Catal.2019 9, 3900-3905.

J. L. Matrtin, F. M. McMillanCurr. Opin. Struct. Biol2002 12, 783—793.

B. A. Moffatt, E. A. WeretilnykPhysiol. Plant2001, 113 435-442.

R. Z. Jurkowska, T. P. Jurkowski, A. Jelts€inemBioCher2011, 12, 206—-222.
S. C. Dillon, X. Zhang, R. C. Trievel, X. ChggrGenome Biol2005 6, 227.

R. M. Weinshilboum, D. M. Otterness, C. L. 8#danski,Annu. Rev. Pharmacol. Toxicol
1999 39, 19-52.



128

LITERATURVERZEICHNIS

[82]

[83]

[84]

[85]

[86]

[87]

[88]

[89]

[90]

[91]

[92]

[93]

[94]

Q. Tang, Engineering of Methyltransferasésxploring Their Catalytic Promiscuity,

Dissertation, Universitat Greifswald02Q

M. V. Makarov, S. A. J. Trammell, M. E. Migaugiochem. Soc. Tran2018 47, 131—
147.

P. Pissios]rends Endocrinol. Metal2017 28, 340-353.

W. H. Kuo, Y. Y. Chang, L. C. Lai, M. H. Tsd&L,. K. Hsiao, K. J. Chang, E. Y. Chuang,
PLoS One&012 7, e45831.

M. Roeller, W. Rollinger, S. Palme, M. L. Hagmm, P. Berndt, A. M. Engel, B.
Schneidinger, M. Pfeffer, H. Andres, J. Karl, H.d@amdller, J. Ruschoff, T. Henkel,
G. Rohr, S. Rossol, W. Rdsch, H. Langen, W. Zolg,Teicke Clin. Cancer Res2005
11, 6550-6557.

D. Sartini, R. Seta, V. Pozzi, S. Morganti, Rubini, A. Zizzi, M. Tomasetti, L.
Santarelli, M. EmanuellBiol. Chem2015 396, 225-234.

X. M. Lu, H. Long,Neoplasm&018 65, 656—663.

C. D. Rogers, N. Fukushima, N. Sato, C. ShiPMsad, S. R. Hustinx, H. Matsubayashi,
M. Canto, J. R. Eshleman, R. H. Hruban, M. Gogdias)cer Biol. Ther2006 5, 1383—
1389.

R. B. Parsons, S. W. Smith, R. H. Waring, AMilliams, D. B. RamsderiNeurosci.
Lett.2003 342 13-16.

R. B. Parsons, M. L. Smith, A. C. Williams, Rl. Waring, D. B. Ramsden].
Neuropathol. Exp. NeuroR002 61, 111-124.

H. Neelakantan, V. Vance, M. D. Wetzel, HLYWang, S. F. McHardy, C. C. Finnerty,
J. D. Hommel, S. J. WatowicBjochem. Pharmaco2018 147, 141-152.

M. Liu, L. Li, J. Chu, G. Dai, W. Ju, Z. Wang, Fang,J. Hypertens2016 34, e393—
e394.

A. Kannt, A. Pfenninger, L. Teichert, A. TosjeA. Dietrich, M. R. Schén, N. Kl6ting,
M. Bluher,Diabetologia2015 58, 799-808.



LITERATURVERZEICHNIS 129

[95] M. Liu, A. He, J. Chu, C. Chen, S. Zhang, Ye,HWW. Tao, M. Lu, M. Hua, W. Ju, Z.
Fang,Sci. Rep2018 8, 1-6.

[96] C. K. Ho, M. Mofarrahi, T. Vassilakopoulos, Maltais, I. Sigala, R. Debigare, I.
Bellenis, S. N. A. Hussai®ym. J. Respir. Crit. Care Me@01Q 181, 797-805.

[97] . Mateuszuk, T. I. Khomich, E. S omska, M. Gajda, L. Wdjcik, M. omnicka, P.
Gwo d |, S. Ch opickiPharmacol. Report2009 61, 76—85.

[98] R. Cuomo, M. Dattilo, R. Pumpo, G. CapuanoBbselli, G. Budillon,J. Hepatol.1994
20, 138-142.

[99] C. Tongsook, J. Niederhauser, E. KroneggerS@aganz, P. Macherou®iochim.
Biophys. Acta - Mol. Basis Di2017, 1863 188-199.

[100] K. Yamauchi, K. Sekizawa, H. Suzuki, H. Na&aa, Y. Ohkawara, D. Katayose, H.
Ohtsu, G. Tamura, S. Shibahara, M. Takem@m,J Physioll994 267, L342-9.

[101] J. R. Horton, K. Sawada, M. Nishibori, X. QigeJ. Mol. Biol.2005 353 334-344.
[102] H. L. Schubert, R. M. Blumenthal, X. Chefgends Biochem. S@003 28, 329-335.
[103] V. Anantharaman, E. V. Koonin, L. Aravinducleic Acids Re2002 30, 1427-1464.

[104] R. C. Trievel, E. M. Flynn, R. L. Houtz, J. Hurley, Nat. Struct. Biol2003 10, 545—
552.

[105] C. Qian, M. M. ZhouCell. Mol. Life Sci2006 63, 2755-2763.
[106] P. Z. Kozbial, A. R. MushegiaBMC Struct. Biol2005 5, 1-26.

[107] H. J. Sofia, G. Chen, B. G. Hetzler, J. Fy&eSpindola, N. E. MillerNucleic Acids
Res.2001, 29, 1097-1106.

[108] B. P. S. Chouhan, S. Maimaiti, M. Gade, Furirao, Biochemistry2019 58, 166—170.
[109] D. K. Liscombe, G. V. Louie, J. P. Nodlat. Prod. Rep2012 29, 1238.

[110] Y. Peng, D. Sartini, V. Pozzi, D. Wilk, M. Eamuelli, V. C. YeeBiochemistry2011, 50,
7800-7808.

[111] J. L. Martin, J. Begun, M. J. McLeish, J. ®aine, G. L. Grunewal&tructure2001, 9,
977-985.



130 LITERATURVERZEICHNIS

[112] J. W. Schmidberger, A. B. James, R. Edwaddd{. Naismith, D. O’Hagam\ngew.
Chem. Int. Ed201Q 49, 3646-3648.

[113] T. S. Bayer, D. V. Santi, C. A. Voigt, K. Teme, D. M. Widmaier, E. A. Mirsky]. Am.
Chem. So2009 131, 6508-6515.

[114] T. C. BruiceAcc. Chem. Re2002 35, 139-148.

[115] Q. Sun, M. Huang, Y. Wefcta Pharm. Sin. R021, 11, 632—-650.
[116] H. S. Loring, P. R. ThompsoBjochemistry2018 57, 5524-5532.
[117] T. Bottiglieri,Am. J. Clin. Nutr2002 76, 1151S-1157S.

[118] T. D. Huber, B. R. Johnson, J. Zhang, J.[8r%on,Curr. Opin. Biotechnol2016 42,
189-197.

[119] D. F. lwig, S. J. BookeBiochemistry2004 43, 13496-13509.
[120] J. Zhang, Y. G. Zhen@CS Chem. BioR016 11, 583-597.

[121] K. Li, G. Li, L. M. T. Bradbury, A. D. Hansors. D. BrunerBiochem. J2016 473
277-284.,

[122] M. Thomsen, S. B. Vogensen, J. Buchardt, MBDOrkart, R. P. ClauseQrg. Biomol.
Chem.2013 11, 7606-7610.

[123] C. Liao, F. P. Seebedkat. Catal.2019 2, 696—701.

[124] H. K. Chenault, E. S. Simon, G. M. WhitesidB®technol. Genet. Eng. Re\088 6,
221-270.

[125] J. L. HoffmanBiochemistryl986 25, 4444-4449.

[126] S. Singh, J. Zhang, T. D. Huber, M. Sunk&rdlurley, R. D. Goff, G. Wang, W. Zhang,
C. Liu, J. Rohr, S. G. Van Lanen, A. J. MorrisSJ.ThorsonAngew. Chem. Int. Ed.
2014 53, 3965-3969.

[127] S. Mordhorst, J. Siegrist, M. Muller, M. Rieln, J. N. AndexerAngew. Chem. Int. Ed.
2017 56, 4037-4041.



LITERATURVERZEICHNIS 131

[128] N.J. Walton, A. Narbad, C. B. Faulds, G. N&ihson,Curr. Opin. Biotechnol200Q 11,
490-496.

[129] A. M. Kunjapur, J. C. Hyun, K. L. J. Prathévlicrob. Cell Fact.2016 15, DOI
10.1186/s12934-016-0459-x.

[130] X. Q. Zhao, B. Gust, L. Heidérch. Microbiol.201Q 192 289-297.

[131] S. Okamoto, A. Lezhava, T. Hosaka, Y. Okamdtsoya, K. Ochi,J. Bacteriol.2003
185 601-609.

[132] A. Nakagawa, E. Matsumura, T. Koyanagi, Ttd¢@ama, N. Kawano, K. Yoshimatsu,
K. Yamamoto, H. Kumagai, F. Sato, H. Minafiat. Commun2016 7, 10390.

[133] J. S. Morris, R. A. Groves, J. M. Hagel, P=dcchiniJ. Biol. Chem2018 293 13364—
13376.

[134] T. Morishige, K.-B. Choi, F. Sat8josci. Biotechnol. Biocher@004 68, 939-941.
[135] M. W. Bhuiya, C. J. Liu). Biol. Chem201Q 285, 277—285.

[136] Y. Cai, K. Zhang, H. Kim, G. Hou, X. Zhang, Mang, H. Feng, L. Miller, J. Ralph, C.
J. Liu,Nat. Commun2016 7, 11989.

[137] E. J. Joe, B. G. Kim, B. C. An, Y. ChongHJ].Ahn, Mol. Cells201Q 30, 137-141.
[138] J. Zhang, J. P. Klinmad, Am. Chem. So2011, 133 17134-17137.

[139] P. O. TrauzettelD-Methyltransferasen fir die chemo- und regioselekflkylierung
phenolischer Synthesebausteine, Dissertation, sitée Stuttgart2017.

[140] A. J. Herbert, S. A. Shepherd, V. A. Cronivh, R. Bennett, R. Sung, J. Micklefield,
Angew. Chem. Int. E@02Q anie.202004963.

[141] J. Weinstein, O. Khersonsky, S. J. Fleishn@amny. Opin. Struct. Biol202Q 63, 58—64.
[142] K. K. Yang, Z. Wu, F. H. Arnold\at. Method019 16, 687—694.

[143] J. A. G. M. de Visser, T. F. Cooper, S. Ferid,Proc. R. Soc. B Biol. S&2011, 278
3617-3624.

[144] E. Dellus-Gur, M. Elias, E. Caselli, F. Prail. L. M. Salverda, J. A. G. M. De Visser,
J. S. Fraser, D. S. Tawfil#, Mol. Biol.2015 427, 2396—24009.



132 LITERATURVERZEICHNIS

[145] P. C. PhillipsNat. Rev. Gene2008 9, 855-867.

[146] T. N. Starr, J. W. ThorntoRrotein Sci2016 25, 1204-1218.

[147] C. M. Miton, N. Tokuriki,Protein Sci2016 25, 1260-1272.

[148] D. M. Weinreich, R. A. Watson, L. Chagyolution2005 59, 1165-1174.

[149] D. M. Weinreich, N. F. Delaney, M. a Deprisin L. Hartl,Scienc&£006 312, 111-114.
[150] X. Wang, G. Minasov, B. K. Shoichdt,Mol. Biol.2002 320, 85-95.

[151] B. K.Shoichet, W. A.Baase, R. Kuroki, B. WalthewsPNAS USA 995 92, 452-456.

[152] S. Bershtein, M. Segal, R. Bekerman, N. Tdub. S. Tawfik,Nature2006 444, 929—
932.

[153] J. D. Bloom, S. T. Labthavikul, C. R. Otey,Ht Arnold,PNAS USA006 103 5869—
5874.

[154] J. D. Bloom, F. H. Arnold,ight Evol.2009 3, 149-163.
[155] M. Goldsmith, D. S. TawfikCurr. Opin. Struct. Biol2017, 47, 140-150.
[156] C. A. Tracewell, F. H. ArnoldCurr. Opin. Chem. BiolR009 13, 3-9.

[157] A. N. Bigley, C. Xu, T. J. Henderson, S. Rarty, F. M. Raushell. Am. Chem. Soc.
2013 135 10426-10432.

[158] K. M. Esvelt, J. C. Carlson, D. R. LiNature2011, 472, 499-503.

[159] K. A. Powell, S. W. Ramer, S. B. Del Carday, P. C. Stemmer, M. B. Tobin, P. F.
Longchamp, G. W. HuismaAngew. Chem. Int. EQ001, 40, 3948-3959.

[160] M. Tengg, H. Stecher, L. Offner, K. PlaschARderl, H. Weber, H. Schwab, M. Gruber-
Khadjawi,ChemCatCherg016 8, 1354-1360.

[161] H. Stecher, M. Tengg, B. J. Ueberbacher,émler, H. Schwab, H. Griengl, M. Gruber-
Khadjawi,Angew. Chem. Int. EQ009 48, 9546—9548.

[162] C. Dalhoff, G. Lukinaviius, S. KlimaSauskas, E. WeinhoMat. Chem. Biol200§ 2,
31-32.



LITERATURVERZEICHNIS 133

[163] M. Dippe, W. Brandt, H. Rost, A. Porzel, ¢h&idt, L. A. Wessjohantghem. Commun.
2015 51, 3637-3640.

[164] B. J. C. Law, A. W. Struck, M. R. Bennett, Blilkinson, J. Micklefield,Chem. Sci.
2015 6, 2885-2892.

[165] I. J. W. McKean, P. A. Hoskisson, G. A. Byrl€hemBioCher202Q 2890-2897.

[166] F. P. Liao, Cangsong; Seebeblethod for the Biocatalytic Alkylation of a Subs&a
2019 W0O2020053196A1.

[167] C. Liao, F. P. Seebeckngew. Chem. Int. E@02Q 59, 7184-7187.

[168] M. A. Beliaeva, R. Burn, D. Lim, F. P. SeekeAngew. Chem. Int. E202Q DOI
10.1002/anie.202011096.

[169] J. Micklefield,Nat. Catal.2019 2, 644—645.
[170] J. Chatterjee, C. Gilon, A. Hoffman, H. KessAcc. Chem. Re2008 41, 1331-1342.

[171] N.Yoneyama, H. Morimoto, C.-X. X. Ye, H. Aslara, K. Mizuno, M. Kato, A. Kouichi,
M. Ae, M. Kato,Mol. Genet. Genomic200§ 275, 125-135.

[172] A. A. McCarthy, J. G. McCarthylant Physiol2007, 144, 879-889.
[173] A. Babtie, N. Tokuriki, F. HollfeldeiCurr. Opin. Chem. Biol201Q 14, 200-207.

[174] A. M. Bennett, M. L. Thompson, S. A. Shephetd J. Herbert, M. S. Dunstan, A. J.
Herbert, D. R. M. Smith, V. A. Cronin, B. R. K. Mem, C. Levy, J. MicklefieldAngew.
Chem. Int. Ed2018 57, 10600-10604.

[175] K. B. Choi, T. Morishige, N. Shitan, K. Yazak. Sato,J. Biol. Chem2002 277, 830—
835.

[176] K.-B. Choli, T. Morishige, F. Sat@hytochemistr2001, 56, 649—-655.
[177] J. S. Morris, P. J. Facchidi, Biol. Chem2016 291, 23416—-23427.

[178] H. Minami, J.-S. Kim, N. Ikezawa, T. Takemuiia Katayama, H. Kumagai, F. Sato,
PNAS USA008 105 7393-7398.

[179] E. Kulikowska, B. Kierdaszuk, D. Shugata Biochim. Pol2004 51, 493-531.



134 LITERATURVERZEICHNIS

[180] K. Mizuno, M. Kato, F. Irino, N. Yoneyama, Fujimura, H. Ashihare&EEBS Lett2003
547, 56—60.

[181] S.S. M. Waldhauser, J. A. Kretschmar, T.B&umannPhytochemistr1997, 44, 853—
859.

[182] B. Rohde, J. Hans, S. Martens, A. BaumerHihziker, U. MaternPlant J.2008 53,
541-553.

[183] S. Aksoy, C. L. Szumlanski, R. M. Weinshillmou). Biol. Chem1994 269, 14835—
14840.

[184] M. G. Thomas, D. Sartini, M. Emanuelli, Mvan Haren, N. I. Martin, D. M. Mountford,
D. J. Barlow, F. Klamt, D. B. Ramsden, M. RezaBRParsonsBiochem. J2016 473
3253-3267.

[185] M. J.van Haren, J. Sastre Torafo, D. SafhiEmanuelli, R. B. Parsons, N. |. Martin,
J. S. Torafio, D. Sartini, M. Emanuelli, R. B. Pasd\. |. Martin, J. Sastre Torafio, D.
Sartini, M. Emanuelli, R. B. Parsons, N. |. Martipchemistry2016 55, 5307-5315.

[186] S. Aksoy, R. Raftogianis, R. WeinshilbouBipchem. Biophys. Res. Comm&896
219 548-554.

[187] H. Stark,Histamine H4 Receptor: A Novel Drug Target in Imonegulation and
Inflammation Versita, London2013

[188] J. R. Horton, K. Sawada, M. Nishibori, X. Ziga X. ChengStructure2001, 9, 837—
849.

[189] M. A. Beaven, R. E. ShafBiochem. PharmacolLl979 28, 183-188.

[190] H. Fukuda, A. Yamatodani, I. Imamura, K. Maey, T. Watanabe, H. Wada,
Chromatogr. B: Biomed. Sci. ApAl991], 567, 459-464.

[191] G. Pacifici, P. Donatelli, L. GiulianBr. J. Clin. Pharmacol1992 34, 322-327.

[192] T. Biegaski, J. Kusche, K. D. Feul3ner, R. Hesterberg, ldhtr, W. LorenzAgents
Actions198(Q 10, 108-110.



LITERATURVERZEICHNIS 135

[193] I. Marasovi-Susnjara, V. Palada, |. Marinovierzi , N. Mimica, J. Marin, D. Muck-
Seler, M. Mustapi, P. Preseki, N. Pivac, V. FolnegoviSmalc, J. Marinovi- urin, J.
Terzi , Neurosci. Lett2011 489, 119-121.

[194] H. Barth, M. Crombach, W. Schunack, W. LoreBmochem. Pharmacoll98Q 29,
1399-1407.

[195] C. Dent, F. Nilam, I. R. SmitBiochem. Pharmacol982 31, 2297-2300.
[196] J. AxelrodJ. Biol. Chem1962 237, 1657—-1660.
[197] N. Kirshner, M. GoodalBBA - Gen. SubjL957, 24, 658-659.

[198] J. M. Caine, I. G. Macreadie, G. L. Grunewadid J. McleishProtein Expr. Purif1996
8, 160-166.

[199] N. Drinkwater, C. L. Gee, M. Puri, K. R. Gzisne, M. J. McLeish, G. L. Grunewald, J.
L. Martin, Biochem. J2009 422 463-471.

[200] R. W. Fuller, J. M. HunBiochem. PharmacolL965 14, 1896-1897.
[201] D. A. Gearhart, E. J. Neafsey, M. A. ColliNleurochem. In2002 40, 611-620.
[202] S. S. Ansher, W. B. Jakohj;,Biol. Chem1986 261, 3996—4001.

[203] P. A. Crooks, C. S. Godin, L. A. Damani, S. Asher, W. B. JakobyBiochem.
Pharmacol.1988 37, 1673-1677.

[204] J. Axelrod Sciencel961, 134, 343.
[205] M. A. Thompson, R. M. Weinshilbourd, Biol. Chem1998 273 34502-34510.
[206] K. S. Herman, R. R. Bowsher, D. P. HenkyBiol. Chem1985 260, 12336—40.

[207] M. A. Thompson, E. Moon, U.-J. J. Kim, J. X, J. Siciliano, R. M. Weinshilboum,
Genomicsl999 61, 285-297.

[208] M. A. Thompson, R. M. Weinshilboum, J. El ¥zT. C. Wood, Y. P. Pang, Mol.
Model.2001, 7, 324-333.

[209] A. Pavelka, E. Chovancova, J. Damborsktycleic Acids Re009 37, 376-383.

[210] M. T. Reetz, L. W. Wang, M. Bocolangew. Chem. Int. EQ00G 45, 1236-1241.



136 LITERATURVERZEICHNIS

[211] J. Damborsky, J. Brezovskgurr. Opin. Chem. Biol2009 13, 26-34.
[212] D. Hilvert,Annu. Rev. Biocher2013 82, 447-470.

[213] H.J. Wijma, R. J. Floor, S. Bjelic, S. J. Mak, D. Baker, D. B. JansseAngew. Chem.
Int. Ed.2015 54, 3726-3730.

[214] S. M. Marques, J. Planas-iglesias, J. DankypGurr. Opin. Struct. Biol2021, 69, 19—
34.

[215] I. Cherny, P. Greisen, Y. Ashani, S. D. Khdaee Oberdorfer, H. Leader, D. Baker, D.
S. Tawfik,ACS Chem. Biok013 8, 2394-2403.

[216] C. P. S. Badenhorst, U. T. Bornschelieends Biochem. S@018 43, 180-198.

[217] O. Khersonsky, G. Kiss, D. Réthlisberger,ym, S. Albeck, K. N. Houk, D. Baker,
D. S. Tawfik,PNAS USA012 109 10358-10363.

[218] R. Blomberg, H. Kries, D. M. Pinkas, P. R.MN&ttl, M. G. Gritter, H. K. Privett, S. L.
Mayo, D. Hilvert,Nature2013 503 418-421.

[219] D. BakerProtein Sci201Q 19, 1817-1819.

[220] S. D. Khare, Y. Kipnis, P. J. Greisen, R. &a&hi, Y. Ashani, M. Goldsmith, Y. Song,
J. L. Gallaher, I. Silman, H. Leader, J. L. SussninL. Stoddard, D. S. Tawfik, D.
Baker,Nat. Chem. Biol2012 8, 294-300.

[221] S. C. Hammer, A. M. Knight, F. H. Arnol@urr. Opin. Green Sustain. CheR017, 7,
23-30.

[222] Q. Wu, C. L. Gee, F. Lin, J. D. Tyndall, J.Martin, G. L. Grunewald, M. J. McLeish,
J. Med. Chenm2005 48, 7243—-7252.

[223] A.-N. Egler-Kemmerer, Enzymatische Synthesgiaselektiv alkylierter Pyrazole,
Masterthesis, Universitat Stuttga2)2Q

[224] N. J. P. Broom, J. S. Elder, P. C. T. Hanrhark. Pons, P. J. O’'Hanlon, G. Walker, J.
Wilson, P. Woodall). Antibiot. (Tokyo)1995 48, 1336-1344.

[225] K. C. Cundy, P. A. Crooks, C. Steven Godigchem. Biophys. Res. Comm@f85
128 312-316.



LITERATURVERZEICHNIS 137

[226] T. Baba, T. Ara, M. Hasegawa, Y. Takai, Y.u@kra, M. Baba, K. A. Datsenko, M.
Tomita, B. L. Wanner, H. Moriyiol. Syst. Biol2006 2, 2006.0008.

[227] S. Kienzle, Biokatalytische Darstellung vBrAdenosylt-Methionin Derivaten durch
enzymatische SAdenosylt-Homocystein  Funktionalisierung,  Bachelorthesis,
Universitat Stuttgar202Q

[228] M. J.van Haren, M. G. Thomas, D. SartiniJDBarlow, D. B. Ramsden, M. Emanuelli,
F. Klamt, N. I. Martin, R. B. Parsonit. J. Biochem. Cell BioR018§ 98, 127-136.

[229] C. Schnepel, N. Sewal@hem. - A Eur. 2017 23, 12064—-12086.

[230] M. Pogson, G. Georgiou, B. L. Ivers@yrr. Opin. Biotechnol2009 20, 390-397.
[231] L. G. Otten, F. Hollmann, I. W. C. E. Arendsends BiotechnoR01Q 28, 46-54.
[232] A. Goldenzweig, S. J. Fleishmaimnu. Rev. Biocher2018 87, 105-129.

[233] R. L. Lin, N. Narasimhachari, H. E. HimwicBiochem. Biophys. Res. Commufi73
54, 751-759.

[234] Z. Changkuo, W. Xianheng, Z. Yiqi, L. Liangy&. Wehang, H. Ting, X. Lang,
Preparation Technology of 3-Cyclopropyl-1-Methyl-Pyirazole-4-Formaldehyde
2018 CN109053575 (A).

[235] C. Liu, K. Leftheris, J. LinBenzothiazole and Azabenzothiazole Compounds Useful
Kinase Inhibitors 2006 W02007016392 (A2).

[236] J. P. Whitten, Y. Pei, J. Cao, Z. Wang, Eg&s, B.Dyck, J. GreyCompounds That
Modulate Intracellular Calcium2011, US 2011/0263612 Al.

[237] C. L. Habraken, J. A. Moord, Org. Chem1965 30, 1892-1896.

[238] J. K. Coward, M. D’Urso-Scott, W. D. Swe&iochem. Pharmacofl972 21, 1200—
1203.

[239] J. K. Coward, E. P. Slisz, F. Ying-Hsiueh VBigchemistryl973 12, 2291-2297.

[240] Y. Huang, J. Komoto, K. Konishi, Y. Takata, B&gawa, T. Gomi, M. Fujioka, F.
Takusagawa]. Mol. Biol.200Q 298 149-162.

[241] D. K. Liscombe, A. R. Usera, S. E. O'ConneNAS USA01Q 107, 18793-18798.



138 LITERATURVERZEICHNIS

[242] L. Misson, R. Burn, A. Vit, J. Hildesheim, M\. Beliaeva, W. Blankenfeldt, F. P.
SeebeckACS Chem. BiokR018 13, 1333-1342.

[243] M. Aktas, F. Narberhaug, Bacteriol.2009 191, 2033—-2041.
[244] R. W. Fuller, J. M. Hunt,ife Sci.1967, 6, 1107-1112.
[245] T. Deguchi, J. Barcha3, Biol. Chem1971, 246, 3175-3181.

[246] V. A. Risso, A. Romero-Rivera, L. |. GutiezrRus, M. Ortega-Mufioz, F. Santoyo-
Gonzalez, J. A. Gavira, J. M. Sanchez-Ruiz, S. Kamerlin,Chem. Sci202Q 11,
6134-6148.

[247] D. E. Kim, D. Chivian, D. BakeNucleic Acids Re2004 32, 526-531.

[248] M. Musil, H. Konegger, J. Hon, D. BednarDhmborsky ACS Catal2019 9, 1033—
1054.

[249] M. Musil, J. Stourac, J. Bendl, J. Brezovsky,Prokop, J. Zendulka, T. Martinek, D.
Bednar, J. Damborskijucleic Acids Re2017, 45, W393-W399.

[250] E. M. J. Gillam, J. N. Copp, D. F. AckerleRjrected Evolution Library Creatign
Springer New York Heidelberg Dordrecht Lond@014

[251] S. C. Hammer, G. Kubik, E. Watkins, S. HuadgMinges, F. H. ArnoldScience2017,
358 215-218.

[252] C. K. Prier, R. K. Zhang, A. R. Buller, S.iBkmann-Chen, F. H. Arnoldjat. Chem.
20179, 629-634.

[253] R. K. Zhang, K. Chen, X. Huang, L. WohlscldagH. Renata, F. H. Arnoldyature
2019 565, 67-72.

[254] Z. Sun, Y. Wikmark, J.-E. Backvall, M. T. ReegChem. Eur. J2016 22, 5046-5054.

[255] B. F. Cress, Q. D. Leitz, D. C. Kim, T. D. Ame, J. Y. Suzuki, R. J. Linhardt, M. A. G.
Koffas, Microb Cell Fact Cress al. Microb Cell Fa@017, 16, DOI 10.1186/s12934-
016-0623-3.

[256] M. Mori, E. Marinari, A. De Martinonpj Syst. Biol. AppR019 5, DOI 10.1038/s41540-
019-0093-4.



LITERATURVERZEICHNIS 139

[257] A.Varma, B. W. Boesch, B. O. PalssAppl. Environ. Microbiol1993 59, 2465-2473.

[258] M. A. Beliaeva, R. Burn, D. Lim, F. P. Seebengew. Chem. Int. E@02Q 60, 5209-
5212

[259] Q. Tang, C. W. Grathwol, A. S. Asladzel, S. Wu, A. Link, I. V. Pavlidis, C. P. S.
Badenhorst, U. T. Bornscheudngew. Chem. Int. E@021, 60, 1524-1527.

[260] W. M. Atkins,FEBS J202Q 287, 1306—-1322.

[261] N. S. Punekaf=NZYMES: Catalysis, Kinetics and Mechanisi@pringer, Singapur,
2018

[262] V. GrignardV. C. R. Acad. Sci90Q 130 1322-1324.
[263] L. G. Wade, J. W. SimeRrganic Chemistry 9 Edition, Pearson2016

[264] A. Morana, I. Di Lernia, M. C. Carten a, RelRosa, M. De Ros#t. J. Pharm200Q
194 61-68

[265] J. R. Matos, C. H. Won@ioorg. Chem1987, 15, 71-80

[266] C. Desiderio, R. A. Cavallaro, A. De Rossi[FAnselmi, A. Fuso, S. Scarpa, Pharm.
Biomed. Anal2005 38, 449-456.

[267] L. W. Parks, F. Schlenl, Biol. Chem1958 230, 295-305.

[268] C. Liao, F. P. Seebedkat. Catal.2019 2, 644-645

[269] V. Uppada, S. Bhaduri, S. B. Noronl&ayrr. Sci.2014 106, 946-957.
[270] W. Liu, P. WangBiotechnol. Adv2007, 25, 369—-384.

[271] S. Kara, J. H. Schrittwieser, F. Hollmann, Bl.Ansorge-Schumachekppl. Microbiol.
Biotechnol.2014 98, 1517-1529.

[272] A. M. Jordan, S. D. Roughle®rug Discov. Today009 14, 731-744.

[273] M. A. Barmade, R. B. Ghug¥jcinal Diaryl Heterocyclic System: A Privilegeda$old
in the Discovery of Potential Therapeutic Agentdicinal Diaryl Substituted
Heterocycles, Elsevier Ltd2018 1-20



140 LITERATURVERZEICHNIS

[274] A. S. El Hawrani, K. M. Moreton, R. B. Sess®) A. R. Clarke, J. J. Holbrookrends
Biotechnol.1994 12, 207-211.

[275] F. Cheng, J. Yang, M. Bocola, U. SchwanebérgZhu, Biochem. Biophys. Res.
Commun2018 499, 233-238.

[276] B. Liu, G. Qu, J. K. Li, W. Fan, J. A. Ma, Xu, Y. Nie, Z. SunAdv. Synth. CataR019
361, 3182-3190.

[277] P. M. Heinemann, D. Armbruster, B. Haudat. Commun202], 12, 1-12.
[278] D. D. Boehr, R. N. D’Amico, K. F. O'Rourk@rotein Sci2018 27, 825—-838.
[279] H. Yu, Y. Yan, C. Zhang, P. A. Dalb8ci. Rep2017, 7, 1-15.

[280] B. M. Nestl, B. HauelACS Catal2014 4, 3201-3211.

[281] P. M. Murphy, J. M. Bolduc, J. L. Gallaher, IB Stoddard, D. BakeRNAS USA009
106, 9215-9220.

[282] Y. Gao, C. C. Roberts, J. Zhu, J. L. LinECA. Chang, I. Wheeldo®CS Catal2015
5, 2149-2153.

[283] S. S. Han, H. H. Kyeong, J. M. Choi, Y. K89 J. H. Lee, H. S. KinACS Catal2016
6, 8440-8445.

[284] M. E. Atreya, K. L. Strobel, D. S. ClarBjotechnol. Bioeng2016 113 330-338.

[285] M. Chen, L. Bu, M. Alahuhta, R. Brunecky, ®u, V. V. Lunin, J. W. Brady, M. F.
Crowley, M. E. Himmel, Y. J. Bombl&roteins Struct. Funct. Bioinform2016 84,
295-304.

[286] T. S. Kim, G. Hui, J. Li, V. C. Kalia, K. Mbusamy, J. K. Sohng, I. W. Kim, J. K. Lee,
Sci. Rep2019 9, 1-9.

[287] Q. Tang, C. W. Grathwol, A. S. Aslan-Uzel,\8u, A. Link, I. V. Pavlidis, C. P. S.
Badenhorst, U. T. Bornscheudngew. Chem. Int. E@021, 60, 1524-1527.

[288] L. M. Guzman, D. Belin, M. J. Carson, J. Betk, J. Bacteriol.1995 177, 4121-4130.

[289] D. G. Gibson, L. Young, R.-Y. Chuang, J. @nier, C. A. Hutchison, H. O. SmitRat.
Methods2009 6, 343—-345.



LITERATURVERZEICHNIS 141

[290] A. Froger, J. E. Hall]. Vis. Exp2007, 6, 253.
[291] C. MulhardtMolecular Biology and GenomicElsevier Inc., Amsterdan2007.
[292] A. Aiyar, Y. Xiang, J. LeisMethods Mol. Biol1996 57, 177-191.

[293] J. A. Gerlt, J. T. Bouvier, D. B. Davidson, # Imker, B. Sadkhin, D. R. Slater, K. L.
Whalen,Biochim. Biophys. Acta - Proteins Proteonmia®s 5 1854 1019-1037.

[294] D. Kowalczyk, Enzymatische Methylierung vorerpenen unter Verwendung von

Sterolmethyltransferasen, Masterthesis, UniverSitéttgart, 2019

[295] S. P. Ivonin, B. B. Kurpil’, E. B. Rusanov,. @. Grygorenko, D. M. Volochnyuk,
Tetrahedron Lett2014 55, 2187-2189.

[296] W. Li, D. Yuan, G. Wang, Y. Zhao, J. Xie, 1S, C. Zhu,J. Am. Chem. So2019 141,
3187-3197.






ANHANG

143
8 ANHANG
8.1 Zusatzliche Abbildungen und Tabellen
A B C
Marker PNMT HNMT Marker Leer- INMT
_ [kDa]  [3219]  [3293] [kDa] Vektor [30,08]

Abb. 43: SDS-PAGEs von N-Methyltransferasen. A) Ld&sliche Fraktionen der Expression von
PhenylethanolamitN-Methyltransferase (PNMT), Wildtyp Nicotinami-Methyltransferase (WINNMT) und
HistaminN-Methyltransferase fir das Screening nach promtisiani Aktivitdét. B) Gereinigte N-
Methyltransferasen fur die Bestatigung der natfidic Aktivitdt. C) SDS-PAGE der l6slichen Fraktion der

Expression der Indolethylamid-Methyltransferase auSryctolagus cuniculugINMT) in E.cloni® EXPRESS
BL21(DE3) im Vergleich zum pET28a(+)-Leervektor.
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Abb. 44: SDS-PAGE der Expression von Halogenid-Metfitransferasen (HMT). Im Vergleich des Zelldepris
(Pellet) und des I6slichen Uberstandes (Lysat) kalkulierten Molekulargewichte (MW) der HMTs begen fir
cthHMT ausChloracido-bacterium thermophilu@s,1 kDa, furseHMT ausSynechococcus elongat23,1 kDa,
fur bxeHMT ausBurkholderia xenovran24 kDa, furathHMT ausArabidopsis thalian@6,2 kDa)bmaHMT aus
Batis maritima26,5 kDa) und fir die NSA-SynthaselHMT aus Aspergillus clavatus33 kDa. Aufgetragen
wurden je 20 pL des resuspendierten Pellets und.yests mit 40 pL 4x SDS-Propenpuffer, bei eineufizait
von 55 min bei 150 V und gefarbt mit Coomassiel@rit Blau. Abbildung verandert nach S. KienzleZQ[?%")

Abb. 45: Die SDS-PAGEs zeigen die gereinigte wtNNMTausgewahlte FuncLib-Varianten und NSA-
Synthase (aclHMT). A)SDS-PAGE von wtNNMT und ausgewahlten FuncLib-Vatéa. 20 pg des gereinigten
Enzyms wurden mit 6x SDS-Ladepuffer auf eine 129885&-PAGE geladen und bei 140 V fur 1 h betrieB3n.
SDS-PAGE der NSA-Synthase und der in der zykliscKeskade verwendeten v36. 20 pg des gereinigten
Enzyms wurden mit 4x SDS-Ladepuffer auf eine 12%8i2S-PAGE geladen und lief fir 1 h bei 120 V.
Abbildung B verandert nach A. Egler-Kemmerer (2628)
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Abb. 46: Proteinreinigung von Indolethylamin-N-Methyltransferase aus Oryctolagus cuniculus(INMT)
mittels Metallionenaustauschchromatographie (obenund SDS-PAGE ausgewahlter Fraktionen (unten).

Fur die SDS-PAGE wurden 10 pL pro Fraktion auf eirk2 %igen Gel fir 35 min getrennt. Die Bande inlAl
(*) entspricht dem Molekilgewicht von 30,08 kDa deMT.
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Aminosaurepositionen des aktiven Zentrums
24 164 167 197 198 201 204 213 242 247
Y

20

WINNMT Y

Vergleich zur Wildtyp Nicotinamid- N-Methyltransferase (WtNNMT). Die eingefigten Mutationen sind in Rot
hervorgehoben. Die Varianten sind nach ihrer Fgkenergie geordnet und laut Berechnung energediablier

als die wtNNMT.

Tabelle 9: Top 50 der FuncLib-Varianten (v1-v50) umd die Aminosauren ihrer aktiven Zentren im

146

NCSNNNANNAANSNSANACAACANNNAAASSCNCNNNAACACNNCNNCAN

AAAAAMAAAAAAAAAMSAAAAMAAA AAAAAAAAAAAAAAAAAAACAAA

< <

>>Z>u>S>u>> >u>>33u>>3u> S>udu unu>3u>>3 >>unu, 3

> >~ >

AASCAAAAAHASSAHAASSSAHAAASAMASSSCAAAASACSSTHSAASHS
> > > > > > > > > > > >y >y >y S>> > > >y > > > >y s > > > >
OO0 ZCoOxXOICHZO0OEOOCULUICNONONOLFOCOOoOWLCOWLZEZNICIEIHONNZOOX
SSNZSSFg32F2dFgqgdgarbaac3agarbQr<a<SF0gaga3c3gqglHFFgcZ2 022222 <S g
[ayayayalaNaNalONaNaNalOayaNaalaNaalOiaNalOiafalaiaalaalalalalalOaNajaaNalaNaNaNaNaRORONaNaNal

OIITITITITIT OITO T ITITITOOI I T ITITOIOOIITOIT OITIOIIITITOII wooI
) a ) o) ) o

B -4 - -

|
[ R | T N S T RO [ SO T R B B B R S (e R R [ R

L N e R R T RO (R R N B R (O

Z e > T > > > > > > > L s s s WL s s s s s s s s s s > > s s > s > L

T >l > > > > > > > Ll >>>> LT > > > > >>>>>>>>>>>>>>LL>LI>>WL>>L>I

NN INO~NEH O TNNTILONODOANNITINONVOOANNTINONDDOANDIDONODQ
STV dddddddddUANAAAIANAAD 000NNV VNITTIIIITITITIED
>>>>>>>>>>>>>>>555>5>>2>35333333>>55>5>5>>>5>35553

uajuelLRA-qI7oUNS 05 dog




ANHANG 147

1,4 - |2 1.5-Dimethylpyrazol
J [ 1,3-Dimethylpyrazol
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Abb. 47: Screening der enzymatischen Methylierungon 3-Methylpyrazol (1). Die mittlere Grafik zeigt die
Gesamtproduktbildung (schwarze Balken) und den ebvert (MW) der Produktbildung der Wildtyp
NicotinamidN-Methyltransferase (Wt). Die mittlere Produktbildunler wtNNMT ist als gestrichelte Linie
dargestellt. Die untere Grafik beschreibt die Sildkt der Varianten im Vergleich zur Selektividér wINNMT
und der chemischen Methylierung mittels lodmethdal}. Der Leervektor (LV) pET28a (+) diente als Kmile.
Die mittlere Selektivitdt der wtNNMT ist als gestielte Linie dargestellt. Die Fehlerbalken besderidie
Standardabweichung von Triplikaten.
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Abb. 48: Screening der enzymatischen Methylierungon 3,4-Dimethylpyrazol (2).Die mittlere Grafik zeigt
die Gesamtproduktbildung (schwarze Balken) und Mtielwert (MW) der Produktbildung der Wildtyp
NicotinamidN-Methyltransferase (Wt). Die mittlere Produktbildunler wtNNMT ist als gestrichelte Linie
dargestellt. Die untere Grafik beschreibt die Skt der Varianten im Vergleich zur Selektividgér wINNMT
und der chemischen Methylierung mittels lodmethdal}. Der Leervektor (LV) pET28a (+) diente als Kmile.
Die mittlere Selektivitat der wtNNMT ist als gestielte Linie dargestellt. Die Fehlerbalken der wiiiN
beschreiben die Standardabweichung von Hexaplikaten
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[ 1-Methyl-5(2-Furyl)-Pyrazol
[ 1-Methyl-3(2-Furyl)-Pyrazol
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Abb. 49: Screening der enzymatischen Methylierungan 3(2-Furyl)-Pyrazol (4).Die mittlere Grafik zeigt die
Gesamtproduktbildung (schwarze Balken) und den ebvert (MW) der Produktbildung der Wildtyp
NicotinamidN-Methyltransferase (Wt). Die mittlere Produktbildumler wtiNNMT ist als gestrichelte Linie
dargestellt. Die untere Grafik beschreibt die Stalékt der Varianten im Vergleich zur Selektivigdgr wtINNMT
und der chemischen Methylierung mittels lodmethMdal}. Der Leervektor (LV) pET28a (+) diente als Kunile.
Die mittlere Selektivitait der wtNNMT ist als gestielte Linie dargestellt. Die Fehlerbalken der widiN
beschreiben die Standardabweichung von Hexaplikaten
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Abb. 50: Screening der enzymatischen Methylierungan 3(2-Fluorophenyl)-Pyrazol (5) Die mittlere Grafik
zeigt die Gesamtproduktbildung (schwarze Balkerg den Mittelwert (MW) der Produktbildung der Wilgty
NicotinamidN-Methyltransferase (Wt). Die mittlere Produktbildunler wtNNMT ist als gestrichelte Linie
dargestellt. Die untere Grafik beschreibt die Sild@kt der Varianten im Vergleich zur Selektividgér wINNMT
und der chemischen Methylierung mittels lodmethdal}. Der Leervektor (LV) pET28a (+) diente als Kmile.
Die mittlere Selektivitait der wtNNMT ist als gestielte Linie dargestellt. Die Fehlerbalken der widiN
beschreiben die Standardabweichung von Hexaplikaten
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Abb. 51: Screening der enzymatischen Methylierungan 3-Methyl-4-Phenyl-Pyrazol (6) Die mittlere Grafik
zeigt die Gesamtproduktbildung (schwarze Balkerg den Mittelwert (MW) der Produktbildung der Wilgty
NicotinamidN-Methyltransferase (Wt). Die hohe Produkthildungl ®elektivitat von v45 konnte in weiteren
Experimenten nicht reproduziert werden. Die miélétroduktbildung der wtiNNMT ist als gestrichelteniki
dargestellt. Die untere Grafik beschreibt die Stalékit der Varianten im Vergleich zur Selektividgér wtINNMT
und der chemischen Methylierung mittels lodmethMdal}. Der Leervektor (LV) pET28a (+) diente als Kunile.
Die mittlere Selektivitat der wtNNMT ist als gestielte Linie dargestellt. Die Fehlerbalken der wiiiN
beschreiben die Standardabweichung von Hexaplikaten



152 ANHANG

SR
H |
N, N, NG~
(Nj/ \ ) 7 i Wi - ‘N 79 rL
25 P k N N \W/

: 1)
wt |1 . . 67:33 R
o T R W

ZT

200 225 250 275 3.00 325 3.50 3.7 4.00 425 min - 21 2 23 24 25 26 min
S e ELe
29 09

v17 ] ) 7:93
11| R S | S | [ Y

2.00 225 250 275 3.00 325 3.50 3.7 4.00 425 min 21 22 23 24 25 26 min

1

25
1.00

2.0
0.75

1.5

v49 ] 86:14

1.0
0.29

] __}

o) A N _ _ o N

0.5 2.00 225 250 275 3.00 325 3.50 3.75 4.00 425 min 21 22 23 24 25 28 min

Abb. 52: Die GC-Chromatogramme zeigen die enzymatite Methylierung von 3-Methylpyrazol (1) mit
WtNNMT (oben) und den FuncLib Varianten v17 (mitte) und v49 (unten).Die Reaktionen wurden mit 2 mM
Substrat, 4 mM SAM und 50 uM Enzym bei 37 °C unch2furchgefiihrt. Die Chromatogramme in der linken
Reihe zeigen den internen Standard 2-Methylpyridiemethylierte Produkte, DMSO (Retentionszeib3,in)

und das Substrat. Die Chromatogramme in der recR&he zeigen die VergroRerung der Produktpeaks zu
besserer Visualisierung der Produktselektivitaten.
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Abb. 53: Die GC-Chromatogramme zeigen die enzymatibie Methylierung von 3,4-Dimethylpyrazol (2) mit
WtNNMT (oben) und den FuncLib Varianten v40 (mitte) und v49 (unten).Die Reaktionen wurden mit 2 mM
Substrat, 4 mM SAM und 50 uM Enzym bei 37 °C unch2furchgefiihrt. Die Chromatogramme in der linken
Reihe zeigen den internen Standard 2-Methylpyridiemethylierten Produkte, DMSO (Retentionszedb4amin)

und das Substrat. Die Chromatogramme in der recR&he zeigen die VergréRerung der Produktpeaks zu
besserer Visualisierung der Produktselektivitaten.
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Abb. 54: Die GC-Chromatogramme zeigen die enzymatibie Methylierung von 3-Cyclopropylpyrazol (3)
mit WINNMT (oben) und den FuncLib Varianten v36 (mitte) und v49 (unten).Die Reaktionen wurden mit
2 mM Substrat, 4 mM SAM und 50 uM Enzym bei 37 1@ 20 h durchgefihrt. Die Chromatogramme in der
linken Reihe zeigen den internen Standard 2-Metidm, die methylierten Produkte, DMSO (Retentipgis
5,1 min) und das Substrat. Die Chromatogramme limatdten Reihe zeigen die VergréRerung der
Produktpeaks zu besserer Visualisierung der Predlgétivitaten.
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Abb. 55: Die GC-Chromatogramme zeigen die enzymatibe Methylierung von 3(2-Furyl)-Pyrazol (4) mit
WtNNMT (oben) und den FuncLib Varianten v28 (mitte) und v36 (unten).Die Reaktionen wurden mit 2 mM
Substrat, 4 mM SAM und 50 uM Enzym bei 37 °C unch2furchgefiihrt. Die Chromatogramme in der linken
Reihe zeigen den internen Standard 2-Methylpyridiemethylierten Produkte, DMSO (Retentionszélb4mnin)

und das Substrat. Die Chromatogramme in der recR&he zeigen die VergroRerung der Produktpeaks zu
besserer Visualisierung der Produktselektivitaten.
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Abb. 56: Die GC-Chromatogramme zeigen die enzymatite Methylierung von 3(2-Fluorophenyl)-Pyrazol

(5) mit wtNNMT (oben) und den FuncLib Varianten v28 (mitte) und v49 (unten).Die Reaktionen wurden
mit 2 mM Substrat, 4 mM SAM und 50 uM Enzym bei°€und 20 h durchgefiihrt. Die Chromatogramme in der
linken Reihe zeigen den internen Standard 2-Megmdm, die methylierten Produkte, DMSO (Retentipeis
4,05 min) und das Substrat. Die Chromatogrammeiimethten Reihe zeigen die VergroRerung der Ptpdaks

zu besserer Visualisierung der Produktselektivitate
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Abb. 57: Die GC-Chromatogramme zeigen die enzymatite Methylierung von 3-Methyl-4-Phenylpyrazol

(6) mit wtNNMT (oben) und den FuncLib Varianten v22 (mitte) und v49 (unten).Die Reaktionen wurden
mit 2 mM Substrat, 4 mM SAM und 50 uM Enzym bei°&und 20 h durchgefiihrt. Die Chromatogramme in der
linken Reihe zeigen den internen Standard 2-Megmdpm, die methylierten Produkte, DMSO (Retentipeis
4,05 min) und das Substrat. Die Chromatogrammeiimethten Reihe zeigen die VergroRerung der Ptpdaks

zu besserer Visualisierung der Produktselektivitate
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Tabelle 10: Produktbildung und Selektivitdten der Ehdpunktbestimmungen zur Charakterisierung der
enzymatischen Methylierung von Pyrazolen mit Standalabweichungen aus Triplikaten. In einigen Féllen
konnte die Produktbildung eines Isomers nicht detgtkwerden und resultierend die Standardabweigtder
Selektivitat nicht ermittelt werden (nd).

Produktbildung Selektivitat

Substrat Variante Aktivitatssteigerung

[%] [%] (a:b)
Me N
\E/\NH WINNMT 14 +0,2 67:33 +0,04
~ V17 0,65 +0,03 7:93 +0.72 0,05
) v49 19 +06 86:14 +0.16 1,4
Me N
I/'NH WINNMT 13 0,07 40:60 +0,5
e V40 9,1 +0,05 4:96 +0,08 0,7
, v49 49 +0,7 13:87 +0,3 3,8
N WINNMT 10 +0,2 62:38 +0,08
= WH v36 35 +0,7 1:>99 +0,04 3,4
~ v38 1,8 +0,02 84:16 +0,8 0,2
s v49 11 +0,05 90:10 +0,05 1,1
74 (o}
_ WINNMT 6,6 +0,2 42:58 +0,3
=N, v28 1,1 +0,03 >99: 1 +nd 0,16
~NH v36 18 +0,07 1:>99 +0,08 2,8
v38 025 +001 >99: 1 +nd 0,04
4
WINNMT 0,38 +0,004 41:59 +0,9
N v28 24 +004 >99: 1 +nd 6,3
= \H v31 21 +004 97: 3 +0,18 5,5
F S v38 025 +003 >99: 1 +nd 0,7
5 v49 27 009 92: 8 +05 7.1

=N, WINNMT 0,49 +0,009 57:43 +1,7

NH v22 11 +0,4 96: 4 +0,02 23
v28 33 +0,2 8:92 +0,06 6,7

6 v49 11 +0,4 6:94 +0,1 23
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Abb. 58: Zugabe von S-Adenosyli-Homocystein-Nukleosidase (SAHN, 2,6 ug) zu der Riion der
Wildtyp Nicotinamid- N-Methyltransferase (10 pM) mit 2 mM 3-Methylpyrazol (1) und 2 mM S-Adenosyl-
L-Methionin fir 20 h bei 37 °C. Als Kontrolle diente die Reaktion ohne Zugabe ®AHN, die Fehlerbalken
repréasentieren die Standardabweichung von Trigikadie so klein sein kdnnen, dass sie vom Rahmegallen
Uberlagert werden kdnnen. Das natirlicherweis€&.iooli vorkommende Enzym SAH-Nukleosidase (SAHN,
ITB-Nr. plTB18258%°, Vektor: pET28a(+) mit C-terminalen HiSag) spaltet SAH in Homocystein und
Adenosin. Die SAHN wurde iB. clonitransformiert und als Kryostock konserviert. Aissém Kryostock wurde
die SAHN im Rahmen der von Benjamin Aberle begteiteMasterarbeit von Daniel KowalcZ$H! exprimiert,
Uber IMAC gereinigt und freundlicherweise zu Venfiag gestellt.
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Abb. 59: Anfangsgeschwindigkeiten (V) fur die enzymatische Methylierung von Pyrazolen it
ausgewabhlten Varianten im Vergleich zur Wildtyp Niotinamid-N-Methyltransferase (WtINNMT). A) Vo mit
3-Methylpyrazol {) der wtNNMT (0,65 uM/min, Rz = 0,994 ), v17 (0,088/min, Rz = 0,98) und v49
(5,69 pM/min, Rz = 0,999)B) Vo, mit 3,4-Dimethylpyrazol Z) der wtNNMT (0,92 uM/min, R?=0,998), v40
(0,599 uM/min, R2=0,993) und v49 (66,2 pM/min, R3@8).C) V, mit 3-Cyclopropylpyrazol3) der wtNNMT
(0,77 pM/min, R2=0,999), v36 (8,87 M/min, R2=0,99@)d v49 (5,39 pM/min, R2=0,999)) Vo mit 3(2-Furyl)-
Pyrazol @) der wtNNMT (0,21 pM/min, R2=0,987), v28 (0,049 jitn, R2=0,999) und v36 (0,85 pM/min,
R2=0,999). E) Vo mit 3(2-Fluorophenyl)-Pyrazol 5{ der wtNNMT (0,011 pM/min, R2?=0,996), v28
(0,077 uM/min, R2=0,999) und v49 (0,18 uM/min, REB®0). F) Vo mit 3-Methyl-4-Phenylpyrazol&) der
WINNMT (0,014 pM/min, R2=0,999), v22 (0,57 puM/miR2=0,999) und v49 (1,64 pM/min, R2=0,999). Die
Messungen von dwurden mit jeweils 2 mM des Pyrazols und SAM ufdu1 Enzym bei 37 °C durchgefihrt,
die Steigung der Anfangsgeschwindigkeit wurde irtddsoft Excel als linearer Fit bestimmt. Die Febédken
reprasentieren die Standardabweichung von Trigikat
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Abb. 1: Bestatigung der enzymatischen
Katalyse von NSAs Uber Massen-
spektrometrie. Die Synthese von NSAs durch
NSA-Synthase (50 pM NSA-Synthase, 1 mM
SAH, 10 Aquivalente Halogenalkan, 25°C, 20 h)
wurde durch LC-MS-Messungen mit ESI-
lonisierung im positiven Modus bestatigh)
Massenspektrum eines kommerziell erhaltlichen
S-Adenosylt-Methionin (SAM)-Standards. Die
gemessene Hauptmasse ist identisch mit der
theoretischen Masse von  399,14.B)
Massenspektrum von durch NSA-Synthase
synthetisiertem SAM. Das Massenspektrum ist
nahezu identisch mit dem des authentischen
Standards. C) Massenspektrum von NSA-
Synthase-synthetisiertem S-Adenosylt -
Ethionin. Die Hauptmasse ist identisch mit der
theoretischen Masse von 413,16.D)
Massenspektrum von NSA-Synthase-
synthetisiertem S-Adenosylt-Propionin. Die
Hauptmasse ist identisch mit der theoretischen
Masse von 427,1&) Das Massenspektrum von
NSA-Synthase-synthetisiertem S-Adenosylt -
Buthionin ergab einen Massentreffer bei m/z
441, der mit der theoretischen Masse von 441,19
identisch ist. Abbildung verdndert nach
S Kienzle (2020?%7
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Abb. 61: Charakterisierung der enzymatischen Methyierung von 3-Cyclopropylpyrazol (3) mittels der
bienzymatischen Kaskade mit v36 und NSA-Synthasé) Enzymatische Methylierung vahbei pH 7,0 und
variierenden Temperaturen ur) Produktbildung bei 37 °C und unterschiedlichen-\prten. In allen
Experimenten wurden 50 uM jedes Enzyms, 2 BMund 10 Aquivalente Methyliodid eingeset#E.,D)
Substratabhéngigkeit der bienzymatischen Kaskadekdmestant 20 mM Mel, gezeigt in molare€)( und
prozentualer Produktbildun@®j. Abbildungen verandert nach A.N. Egler-Kemme@g£&20)1?23!
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Abb. 62: Einfluss der Methyliodid (Mel)-Konzentration auf Produktbildung der enzymatischen
Methylierung mittels der bienzymatischen Kaskade as NSA-Synthase und v36Eingesetzt wurden 50 pM
NSA-Synthase, 50 uM v36 10 Aquivalente Mel bei 87unhd pH 7,0 fiir 30 h. Abbildung verandert nach A.N
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Abb. 63: Temperaturabhangigkeit der bienzymatischen Kaskade zur Ethylierung von 3-
Cyclopropylpyrazol (3) mittels lodethan (Etl). Eingesetzt wurden je 50 uM NSA-Synthase und v3&jieso
2 mM 3 fir 30 h. Abbildung verandert nach A.N. Egler-Keemar (202052,



164 ANHANG

—_ Il I } I —_— } I } I Il I Il I
T T T T T T

ohne feeding +V36 +aclHMT +SAH +Mel +3-CPP  +Mel+3-CPP

100

GC-Ausbeute [%]
»r O ®
o o o

N

o
PR T
——

o
1

Obeide Enzyme @ohne Enzyme

Abb. 64: FeedingExperimente zur Steigerung der Produktbildung in cer enzymatischen Methylierungs-
Kaskade.Nach 20 h Reaktionszeit bei pH 7,0 und 37 °C wurierKomponenten (von links nach rechts: ohne
feeding Zugaben von je 25 pM v36, 25 uM NSA-Synthase, IBDSAH, 20 mM Mel, 2 mM 3-CPP, 20 mM
Mel und 2 mM 3-CPP) den entsprechenden Reaktiorsinigen zugefihrt und fir weitere 72 h inkubieiie D
Kaskadenreaktion ohrfeedingdiente als Referenz. Die Kontrollexperimente wardéine Zugabe der beiden
Enzyme durchgefihrt. Abbildung verandert nach ZENler-KemmereP??!
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Abb 65: Kontinuierliche Zugabe von Methyliodid und 3-Cyclopropylpyrazol (3) zur enzymatischen
Methylierungs-Kaskade. Die feedingExperimente unter kontinuierlicher Zugabe von Mel einer finalen
Konzentration von 24 mM bzv@ zu einer finalen Konzentration von 13 mM wurden3#°C fur 92 h mit einer
konstanterieedingGeschwindigkeit von 0,73 pL/h durchgefuhrt. Dieskadenreaktion ohrfeedingdiente dabei
als Referenz. Abbildung verandert nach A.N. Eglertneref??3
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8.2 Enzymsequenzen

Tabelle 11: Enzymsequenzen der untersuchten Wildtyp-Methyltransferasen. Die DNA-Sequenzen der
Enzyme sind im FASTA-Format dargestellt. Das Statt (ATG) ist in griin hervorgehoben, der LE-Linkat
anschlieBendem Higag in grau dargestellt und das Stoppcodon (TGA) trmarkiert.

Enzym/
ITB-#

DNA-Sequenz

PNMT/
pITB5663

HNMT/
pITB5666

INMT/
pITB5664

ATGITCTGGCGCGGATCGTAGTCCTAATGCAGGAGCAGCCCCCGACTGRITACTTG
GCTGTCGCCAGCGCATACCAGCGTTTTGAGCCACGCGCGTATTTAATGIPABTACCC
CCCCGTGGCGATTTATGTAACCCCAATGGTGTGGGTCCGTGGAARETIT TEECGCAA
ACTTTCGCTACCGGCGAGGTGTCTGGACGCACGTTGATTGACATGGGCBTACAGTC
TACCAGTTGCTGAGCGCGTGCTCCCACTTCGAAGACATTACGATERUGIASRAGTG
AACCGCCAAGAGCTTGGCCGCTGGTTGCAGGAGGAACCCGGCGIEITTAATGTAC
AGTCAACATGCTTGCTTGATCGAGGGCAAGGGTGAGTGTTGGCARARMIIFADAACTG
CGCGCCCGCGTCAAACGCGTACTGCCTATTGATGTCCATCAACCTBAGGTECTGGG
TCACCTGCCCCTTTACCAGCTGATGCATTGGTGTCTGCCTTTTGCEIGGKAAGTCCA
GACCTTGCTAGCTTTCAACGTGCATTAGACCACATCACGACCCTECAREAIGGGCAC
TTGTTACTGATCGGGGCATTAGAAGAGTCATGGTATCTGGCCGGABGEBAGTACCGTC
GTTCCCGTTTCTGAAGAGGAAGTTCGCGAAGCATTGGTACGCTCASBATBTGTGAT
CTTCGCACTTACATTATGCCTGCCCACTTACAAACAGGCGTGGACBSCGRETTTTC
TTTGCTTGGGCACAGAAAGTGGGATTA TGK
ATGGCGAGCTCTATGCGCAGCCTGTTTTCGGATCATGGGAAGTATGTABZABGCGC
TTCCTGAACCACAGTACCGAGCATCAATGTATGCAGGAATTCATGAWIANAKLCGGGA
ATTATCGGCCGCATCGGTGATACTAAGTCGGAAATCAAAATTCTTGGHEE®CGGCGCT
GGGGAGATTGACCTTCAGATCCTGTCTAAGGTACAGGCACAATATGTBTGGATCAAT
AATGAAGTGGTCGAGCCTAGTGCGGAGCAAATCGCGAAGTATAABGXBTTAAAACT
AGCAATCTGGAGAATGTCAAATTTGCGTGGCATAAAGAAACGTCGACTBAARCCCGC
ATGCTTGAAAAAAAGGAGTTACAGAAATGGGACTTCATCCACATGRNTCRRNATTAC
GTCAAGGACATCCCTGCTACACTGAAATTCTTTCATTCTCTGTTGASUEACTAAGATG
CTTATCATTGTTGTTTCTGGTAGTTCAGGCTGGGACAAACTGTGCGRAEARMGTCGC
TTTCCTCAGGATGATTTATGCCAGTATATCACATCGGACGACCTTATGCRGGATAAT
TTGGGATTAAAGTATGAGTGCTATGACTTGCTGTCAACCATGGATMTTGGTTTATT
GATGGCAATGAGAATGGTGATTTATTGTGGGACTTTTTAACGGAGXITTEAATGCA
ACTGCCCCACCCGATTTACGCGCGGAATTGGGAAAAGATTTGCAGENTTIGCGCG
AAGAAAGAGGGCAAGGTTCTTTTTAATAACACATTATCTTTTATCGIAFSTT

TGA
ATGGAAGGGGGCTTCACGGGGGGTGATGAATACCAAAAACACTTTCTRRTTIATET T
AATACATACTATAGTTTTCAGAGCGGTCCGTCTCCCGAGGCCGAAARGTTBACCTT
GAATGCCTTCACAAAACCTTTGGGCCGGGAGGCTTACAAGGCGATAGMTIATCGGT
TCCGGCCCGACAATCTACCAAGTCTTAGCCGCGTGTGAATCTTTGAAAGBCTTTCG
GATTTCACTGACCGTAACCGCGAGGAGCTTGCCAAGTGGTTAAABBAGGAGCCTAT
GACTGGACCCCTGCATTGAAGTTCGCTTGTGAACTTGAAGGAAATBIAGGCAAGAA
AAGGCCGAGAAACTTCGCGCCACCGTGAAACGTGTTCTGAAATGUENTIEAG TAAT
CCACTTACGCCCGTGGTCTTGCCTCCAGCAGATTGTGTGCTGACBTRBTEGGAATGT
GCATGTTGTTCACTGGATGCCTACCGCGCAGCTCTTCGTAACTTAGGERGAAGCCA
GGAGGACATTTGGTAACGACGGTAACCTTGCAATTATCTAGCTATRGGGAGCGCGAA
TTTTCCTGCGTAGCCCTGGAAAAAGAGGAAGTTGAACAGGCGGTGOEGGETTCGAC
ATCGAACAGTTGCTTTACTCGCCACAGTCTTATAGTGCGAGCACTKAOEGTAGCGTC
TGTTTCCTGGTGGCCCGCAAGAAGCCTGGATCT TGK




166

ANHANG

NNMT/
pITB5665

ATGGAGAGTGGATTTACGAGTAAGGACACTTATTTGAGTCATTTTAACGAGTEIITA
GAAAAATACTACAAGTTTGGAAGCCGCCATTCAGCAGAATCACANATCATCTTTTA
AAGAACCTGTTTAAAATCTTCTGTTTAGATGGGGTCAAAGGAGATATBIAGATCGGA
TCAGGTCCCACAATTTACCAACTTCTGTCCGCTTGTGAGAGTTTTARGGRGETGACG
GACTATTCAGATCAAAATCTGCAAGAACTGGAGAAATGGTTAAAGRBAGABGCGTTC
GATTGGAGCCCAGTTGTGACCTATGTCTGTGATCTTGAAGGAAABGBGCGTECTGAA
AAGGAGGAAAAGCTGCGCCAAGCCGTAAAGCAAGTATTAAAATGAGRATSAAGCCAA
CCATTAGGAGCCGTCCCACTGCCCCCGGCGGATTGTGTATTGTCRACTUTIGACGCA
GCTTGTCCTGACTTGCCTACATATTGTCGTGCATTACGCAACTTAGERATAAACCA
GGAGGGTTTCTGGTCATCATGGATGCCTTGAAGTCATCCTACTAGTG@AAACAGAAG
TTCTCATCTTTACCTTTGGGCCGTGAAGCCGTAGAAGCGGCCGTEANEEETACACC
ATTGAATGGTTCGAGGTTATTTCACAGTCCTACAGCTCCACAATGEAIZBAGGGCTTA
TTTTCGCTGGTTGCTCGCAAACTGAGTCGTCCITCIIAGCACCACCACCACCAGKAC

Tabelle 12: Enzymsequenzen der untersuchten FuncLikarianten. Die DNA-Sequenzen der Enzyme sind
im FASTA-Format dargestellt. Das Startcodon (ATG} in grin hervorgehoben, der LE-Linker mit
anschlieBendem Hjgag in grau dargestellt und das Stoppcodon (TGA) trmarkiert.

Enzym/
ITB-#

DNA-Sequenz

vl/
pITB5667

v2/
pITB5668

ATGGAGAGTGGATTTACGAGTAAGGACACTTATTTGAGTCATTTTAACGEACGEEITAG
AAAAATACTACAAGTTTGGAAGCCGCCATTCAGCAGAATCACAAMACAGBTTTTAAA
GAACCTGTTTAAAATCTTCTGTTTAGATGGGGTCAAAGGAGATTTGEAGATCGGATCA
GGTCCCACAATTTACCAACTTCTGTCCGCTTGTGAGAGTTTTAAGGRBATGACGGACT
ATTCAGATCAAAATCTGCAAGAACTGGAGAAATGGTTAAAGAAAGRBGCATGTICGATTG
GAGCCCAGTTGTGACCTATGTCTGTGATCTTGAAGGAAACCGCGTBBAGEAAAGGAG
GAAAAGCTGCGCCAAGCCGTAAAGCAAGTATTAAAATGTGATGT RUETITHRCCATTAG
GAGCCGTCCCACTGCCCCCGGCGGATTGTGTATTGTCAACCCTTJGEIAGCTTGTCC
TGACTTGCCTACATATTGTCGTGCATTACGCAACTTAGGAAGTTTECTASSAGGGTTT
CTGGTCATCATGGATatgTTGAAGYCgTCCTACTACATGATTGGGGAMGRIECTCAQCT
TACCTTTGGGCCGTGAAGCCGTAGAAGCGGCCGTAAAGGAGGCCCAETON GGTT
CGAGGTTATTTCACAGTCCTACAGCTCCACAATGGCAAATAACGAGGGRIGCTGGTT
GCTCGCAAACTGAGTCGTCCTCIUGAGCACCACCACCACCATGRC
ATGGAGAGTGGATTTACGAGTAAGGACACTTATTTGAGTCATTTTAACGECGTEIITAG
AAAAATACTACAAGTTTGGAAGCCGCCATTCAGCAGAATCACAAMACAGBTTTTAAA
GAACCTGTTTAAAATCTTCTGTTTAGATGGGGTCAAAGGAGATTTGEAGATCGGATCA
GGTCCCACAATTTACCAACTTCTGTCCGCTTGTGAGAGTTTTAAGGHABATGACGGACT
ATTCAGATCAAAATCTGCAAGAACTGGAGAAATGGTTAAAGAAAGKAGCAGTICGATTG
GAGCCCAGTTGTGACCTATGTCTGTGATCTTGAAGGAAACCGCGTBBAGKEAAGGAG
GAAAAGCTGCGCCAAGCCGTAAAGCAAGTATTAAAATGTGATGT RUETITHRCCATTAG
GAGCCGTCCCACTGCCCCCGGCGGATTGTGTATTGTCAACCCTTAGBIAGETTGTCC
TGACTTGCCTACATATTGTCGTGCATTACGCAACTTAGGAAGTTTECCASGSAGGGTTT
CTGGTCATCATGGATatgTTGAAGTgCTCCTACTACATGATTGGGGAAGABGCTCAQCOT
TACCTTTGGGCCGTGAAGCCGTAGAAGCGGCCGTAAAGGAGGCGCSETRAMN GGTT
CGAGGTTATTTCACAGTCCTACAGCTCCACAATGGCAAATIgCGABTGGULIGCTGGTT
GCTCGCAAACTGAGTCGTCCTCIOGAGCACCACCACCACCAGKAC

v3/
pITB5669

ATCGAGAGTGGATTTACGAGTAAGGACACTTATTTGAGTCATTTTAACGECGTEBIITAG
AAAAATACTACAAGTTTGGAAGCCGCCATTCAGCAGAATCACAAANACAGBTTTTAAA
GAACCTGTTTAAAATCTTCTGTTTAGATGGGGTCAAAGGAGATTTGEAGATCGGATCA
GGTCCCACAATTTACCAACTTCTGTCCGCTTGTGAGAGTTTTAAGGABATGACGGACT
ATTCAGATCAAAATCTGCAAGAACTGGAGAAATGGTTAAAGAAAGKRBGCATGTICGATTG
GAGCCCAGTTGTGACCTATGTCTGTGATCTTGAAGGAAACCGCGTBBAGKEAAGGAG
GAAAAGCTGCGCCAAGCCGTAAAGCAAGTATTAAAATGTGATGT MELUTAXCCATTAG
GAGCCGTCCCACTGCCCCCGGCGGATTGTGTATTGTCAACCCTTAGEBTAGETTGTCC
TGACTTGCCTACATATTGTCGTGCATTACGCAACTTAGGAAGTTTECCASGSAGGGTTT
CTGGTCATCATGGATICCTTGAAGCOtTCCTACTACATGATTGGGGAAGATCTCATCTT
TACCTTTGGGCCGTGAAGCCGTAGAAGCGGCCGTAAAGGAGGCGCSETN GGTT
CGAGGTTATTTCACAGTCCTggAGCTCCACAATGGCAAATIcCGAGAGTTTGCTGGTT
GCTCGCAAACTGAGTCGTCCTCIIUGAGCACCACCACCACCAOGRC



ANHANG

167

v4/
pITB5670

vb5/
pITB5671

v6/
pITB5672

v7/
pITB5673

ATGGAGAGTGGATTTACGAGTAAGGACACTTATTTGAGTCATTTTAACGAGUGTTAG
AAAAATACTACAAGTTTGGAAGCCGCCATTCAGCAGAATCACAAMACAGBTTTTAAA
GAACCTGTTTAAAATCTTCTGTTTAGATGGGGTCAAAGGAGATTTGEAGATCGGATCA
GGTCCCACAATTTACCAACTTCTGTCCGCTTGTGAGAGTTTTAAGGRBATGACGGACT
ATTCAGATCAAAATCTGCAAGAACTGGAGAAATGGTTAAAGAAAGKRAGCAGTICGATTG
GAGCCCAGTTGTGACCTATGTCTGTGATCTTGAAGGAAACCGCGTBBAGEAAAGGAG
GAAAAGCTGCGCCAAGCCGTAAAGCAAGTATTAAAATGTGATGT RUETITHRCCATTAG
GAGCCGTCCCACTGCCCCCGGCGGATTGTGTATTGTCAACCCTTAGBIAGETTGTCC
TGACTTGCCTACATATTGTCGTGCATTACGCAACTTAGGAAGTTTECTASSAGGGTTT
CTGGTCATCATGGATatgTTGAAGTQCTCCTACTACATGATTGGGGAAGAGCTCATQTT
TACCTTTGGGCCGTGAAGCCGTAGAAGCGGCCGTAAAGGAGGCCCAEOON GGTT
CGAGGTTATTTCACAGTCCTACAGCTCCACAATGGCAAATAACGAGGGRIGCTGGTT
GCTCGCAAACTGAGTCGTCCTCIOGAGCACCACCACCACCAGKAC
ATCGAGAGTGGATTTACGAGTAAGGACACTTATTTGAGTCATTTTAACGECGTEBIITAG
AAAAATACTACAAGTTTGGAAGCCGCCATTCAGCAGAATCACAAANACAGBTTTTAAA
GAACCTGTTTAAAATCTTCTGTTTAGATGGGGTCAAAGGAGATTTGEAGATCGGATCA
GGTCCCACAATTTACCAACTTCTGTCCGCTTGTGAGAGTTTTAAGGHABATGACGGACT
ATTCAGATCAAAATCTGCAAGAACTGGAGAAATGGTTAAAGAAAGKRBGCATGTICGATTG
GAGCCCAGTTGTGACCTATGTCTGTGATCTTGAAGGAAACCGCGTBBAGAEAAGGAG
GAAAAGCTGCGCCAAGCCGTAAAGCAAGTATTAAAATGTGATGT MUELUTAXCCATTAG
GAGCCGTCCCACTGCCCCCGGCGGATTGTGTATTGTCAACCCTTAGBIAGETTGTCC
TGACTTGCCTACATATTGTCGTGCATTACGCAACTTAGGAAGTTTECCAGSAGGGTTT
CTGGTCATCATGGATatgTTGAAGgCgTCCTACTACATGATTGGGGAMGRIECTCAQCOT
TACCTTTGGGCCGTGAAGCCGTAGAAGCGGCCGTAAAGGAGGCGCSETRN GGTT
CGAGGTTATTTCACAGTCCTtCAGCTCCACAATGGCAAATAACGABGGTTCGCTGGTT
GCTCGCAAACTGAGTCGTCCTCIOGAGCACCACCACCACCAGKAC
ATGGAGAGTGGATTTACGAGTAAGGACACTTATTTGAGTCATTTTAACGAGTUEBIITAG
AAAAATACTACAAGTTTGGAAGCCGCCATTCAGCAGAATCACAAMACAGBTTTTAAA
GAACCTGTTTAAAATCTTCTGTTTAGATGGGGTCAAAGGAGATTTGEAGATCGGATCA
GGTCCCACAATTTACCAACTTCTGTCCGCTTGTGAGAGTTTTAAGGRBATGACGGACT
ATTCAGATCAAAATCTGCAAGAACTGGAGAAATGGTTAAAGAAAGRBGCATGTICGATTG
GAGCCCAGTTGTGACCTATGTCTGTGATCTTGAAGGAAACCGCGTBBAGEEAAGGAG
GAAAAGCTGCGCCAAGCCGTAAAGCAAGTATTAAAATGTGATGT MELUTAXCCATTAG
GAGCCGTCCCACTGCCCCCGGCGGATTGTGTATTGTCAACCCTTAGEBTAGETTGTCC
TGACTTGCCTACATATTGTCGTGCATTACGCAACTTAGGAAGTTTECTASSAGGGTTT
CTGGTCATCATGGATaCCTTGAAGTgCcTCCTACTACATGATTGGGBASTAGTCAQCOT
TACCTTTGGGCCGTGAAGCCGTAGAAGCGGCCGTAAAGGAGGCGCCAETON GGTT
CGAGGTTATTTCACAGTCCTACAGCTCCACAATGatgAATAACGAGGGTITGCTGGTT
GCTCGCAAACTGAGTCGTCCTCIUGAGCACCACCACCACCATGRC
ATGGAGAGTGGATTTACGAGTAAGGACACTTATTTGAGTCATTTTAACGECGTEBIITAG
AAAAATACTACAAGTTTGGAAGCCGCCATTCAGCAGAATCACAAMACAGBTTTTAAA
GAACCTGTTTAAAATCTTCTGTTTAGATGGGGTCAAAGGAGATTTGEAGATCGGATCA
GGTCCCACAATTTACCAACTTCTGTCCGCTTGTGAGAGTTTTAAGGRBATGACGGACT
ATTCAGATCAAAATCTGCAAGAACTGGAGAAATGGTTAAAGAAAGKAGCAGTICGATTG
GAGCCCAGTTGTGACCTATGTCTGTGATCTTGAAGGAAACCGCGTBBAGKEAAGGAG
GAAAAGCTGCGCCAAGCCGTAAAGCAAGTATTAAAATGTGATGT RUETITHRCCATTAG
GAGCCGTCCCACTGCCCCCGGCGGATTGTGTATTGTCAACCCTTAGBIAGETTGTCC
TGACTTGCCTACATATTGTCGTGCATTACGCAACTTAGGAAGTTTECTASSAGGGTTT
CTGGTCATCATGGATGCCTTGAAGCcagTCCTACTACATGATTGGGBABTRGICAQCOT
TACCTTTGGGCCGTGAAGCCGTAGAAGCGGCCGTAAAGGAGGCGCSETN GGTT
CGAGGTTATTTCACAGTCCTggAGCTCCACAATGGCAAATYcCGABBGOUGCTGGTT
GCTCGCAAACTGAGTCGTCCTCIOGAGCACCACCACCACCAGKAC



168

ANHANG

v8/
pITB5674

v9/
pITB5675

v10/
pITB5676

v11/
pITB5677

ATGGAGAGTGGATTTACGAGTAAGGACACTTATTTGAGTCATTTTAACGEGUEII TAG
AAAAATACTACAAGTTTGGAAGCCGCCATTCAGCAGAATCACAAAMATAGABTTTTAAA
GAACCTGTTTAAAATCTTCTGTTTAGATGGGGTCAAAGGAGATTTEGAGATCGGATCA
GGTCCCACAATTTACCAACTTCTGTCCGCTTGTGAGAGTTTTAAGGRGBATGACGGACT
ATTCAGATCAAAATCTGCAAGAACTGGAGAAATGGTTAAAGAAAGKBGCATGTCGATTG
GAGCCCAGTTGTGACCTATGTCTGTGATCTTGAAGGAAACCGCGTBBAGEEAAGGAG
GAAAAGCTGCGCCAAGCCGTAAAGCAAGTATTAAAATGTGATG T MEIITRXCCATTAG
GAGCCGTCCCACTGCCCCCGGCGGATTGTGTATTGTCAACCCTTAGETAGGTTGTCC
TGACTTGCCTACATATTGTCGTGCATTACGCAACTTAGGAAGTTTECTAGSAGGGTTT
CTGGTCATCATGGgTatgTTGAAGTgcTCCTACTACATGATTGGGGAAGAGCTCAGCGT
TACCTTTGGGCCGTGAAGCCGTAGAAGCGGCCGTAAAGGAGGCGGETENIN GGTT
CGAGGTTATTTCACAGTCCTACAGCTCCACAATGGCAAATAACGAGEGIGCTGGTT
GCTCGCAAACTGAGTCGTCCTCIIGAGCACCACCACCACCATGAC

ATGGAGAGTGGATTTACGAGTAAGGACACTTATTTGAGTCATTTTAACGAGTUEBIITAG
AAAAATACTACAAGTTTGGAAGCCGCCATTCAGCAGAATCACAAANACAGBTTTTAAA
GAACCTGTTTAAAATCTTCTGTTTAGATGGGGTCAAAGGAGATTTGEAGATCGGATCA
GGTCCCACAATTTACCAACTTCTGTCCGCTTGTGAGAGTTTTAAGGRBATGACGGACT
ATTCAGATCAAAATCTGCAAGAACTGGAGAAATGGTTAAAGAAAGKRBGCATGTICGATTG
GAGCCCAGTTGTGACCTATGTCTGTGATCTTGAAGGAAACCGCGTBBAGEAAAGGAG
GAAAAGCTGCGCCAAGCCGTAAAGCAAGTATTAAAATGTGATGT MUELUTAXCCATTAG
GAGCCGTCCCACTGCCCCCGGCGGATTGTGTATTGTCAACCCTTJGEIAGCTTGTCC
TGACTTGCCTACATATTGTCGTGCATTACGCAACTTAGGAAGTTTECTASSAGGGTTT
CTGGTCATCATGGATaCCTTGAAGaacTCCTACTACATGATTGGGBAASIAGTCAQCOT
TACCTTTGGGCCGTGAAGCCGTAGAAGCGGCCGTAAAGGAGGCCCAEION GGTT
CGAGGTTATTTCACAGTCCTtCAGCTCCACAATGGCAAATAACGABGGTTCGCTGGTT
GCTCGCAAACTGAGTCGTCCTCITUGAGCACCACCACCACCAOGRC
ATGGAGAGTGGATTTACGAGTAAGGACACTTATTTGAGTCATTTTAACGECGTEBIITAG
AAAAATACTACAAGTTTGGAAGCCGCCATTCAGCAGAATCACAAMACAGBTTTTAAA
GAACCTGTTTAAAATCTTCTGTTTAGATGGGGTCAAAGGAGATTTGEAGATCGGATCA
GGTCCCACAATTTACCAACTTCTGTCCGCTTGTGAGAGTTTTAAGGRBATGACGGACT
ATTCAGATCAAAATCTGCAAGAACTGGAGAAATGGTTAAAGAAAGKAGCAGTICGATTG
GAGCCCAGTTGTGACCTATGTCTGTGATCTTGAAGGAAACCGCGTBBAGKEAAGGAG
GAAAAGCTGCGCCAAGCCGTAAAGCAAGTATTAAAATGTGATGT RETITHRCCATTAG
GAGCCGTCCCACTGCCCCCGGCGGATTGTGTATTGTCAACCCTTAGBIAGETTGTCC
TGACTTGCCTACATATTGTCGTGCATTACGCAACTTAGGAAGTTTECTASSAGGGTTT
CTGGTCATCATGGATatgTTGAAGYCgTCCTACTACATGATTGGGGAMGRICTCAcaTT
TACCTTTGGGCCGTGAAGCCGTAGAAGCGGCCGTAAAGGAGGCGCSETRAMN GGTT
CGAGGTTATTTCACAGTCCTACAGCTCCACAATGGCAAATYCCGASEHGTTGCTGGTT
GCTCGCAAACTGAGTCGTCCTCIOGAGCACCACCACCACCAGKAC
ATGGAGAGTGGATTTACGAGTAAGGACACTTATTTGAGTCATTTTAACGECGTEBIITAG
AAAAATACTACAAGTTTGGAAGCCGCCATTCAGCAGAATCACAAANACAGBTTTTAAA
GAACCTGTTTAAAATCTTCTGTTTAGATGGGGTCAAAGGAGATTTGEAGATCGGATCA
GGTCCCACAATTTACCAACTTCTGTCCGCTTGTGAGAGTTTTAAGGABATGACGGACT
ATTCAGATCAAAATCTGCAAGAACTGGAGAAATGGTTAAAGAAAGKRBGCATGTICGATTG
GAGCCCAGTTGTGACCTATGTCTGTGATCTTGAAGGAAACCGCGTBBAGKEAAGGAG
GAAAAGCTGCGCCAAGCCGTAAAGCAAGTATTAAAATGTGATGT MUELUTAXCCATTAG
GAGCCGTCCCACTGCCCCCGGCGGATTGTGTATTGTCAACCCTTJGEIAGETTGTCC
TGACTTGCCTACATATTGTCGTGCATTACGCAACTTAGGAAGTTTECCAGSAGGGTTT
CTGGTCATCATGGATCctgTTGAAGTgCcTCCTACTACATGATTGGGGAACGATGCTCAQCOT
TACCTTTGGGCCGTGAAGCCGTAGAAGCGGCCGTAAAGGAGGCGCSETIN GGTT
CGAGGTTATTTCACAGTCCTACAGCTCCACAATGGCAAATYCCGASEHGBGTTGCTGGTT
GCTCGCAAACTGAGTCGTCCTCIOGAGCACCACCACCACCAGKAC



ANHANG

169

v12/
pITB5678

v13/
pITB5679

v14/
pITB5680

v15/
pITB5681

ATGGAGAGTGGATTTACGAGTAAGGACACTTATTTGAGTCATTTTAACGAGUGTTAG
AAAAATACTACAAGTTTGGAAGCCGCCATTCAGCAGAATCACAAMACAGBTTTTAAA
GAACCTGTTTAAAATCTTCTGTTTAGATGGGGTCAAAGGAGATTTGEAGATCGGATCA
GGTCCCACAATTTACCAACTTCTGTCCGCTTGTGAGAGTTTTAAGGRBATGACGGACT
ATTCAGATCAAAATCTGCAAGAACTGGAGAAATGGTTAAAGAAAGKRAGCAGTICGATTG
GAGCCCAGTTGTGACCTATGTCTGTGATCTTGAAGGAAACCGCGTBBAGEAAAGGAG
GAAAAGCTGCGCCAAGCCGTAAAGCAAGTATTAAAATGTGATGT RUETITHRCCATTAG
GAGCCGTCCCACTGCCCCCGGCGGATTGTGTATTGTCAACCCTTAGBIAGGTTGTCC
TGACTTGCCTACATATTGTCGTGCATTACGCAACTTAGGAAGTTTECTASSAGGGTTT
CTGGTCATCATGGQTaCCTTGAAGCOtTCCTACTACATGATTGGGGMGRICTCATCTT
TACCTTTGGGCCGTGAAGCCGTAGAAGCGGCCGTAAAGGAGGCCCAEOON GGTT
CGAGGTTATTTCACAGTCCTACAGCTCCACAATGGCAAATAACGAGGGRIGCTGGTT
GCTCGCAAACTGAGTCGTCCTCIOGAGCACCACCACCACCAGKAC
ATGGAGAGTGGATTTACGAGTAAGGACACTTATTTGAGTCATTTTAACGEGUGTTAG
AAAAATACTACAAGTTTGGAAGCCGCCATTCAGCAGAATCACAAANACAGBTTTTAAA
GAACCTGTTTAAAATCTTCTGTTTAGATGGGGTCAAAGGAGATTTGEAGATCGGATCA
GGTCCCACAATTTACCAACTTCTGTCCGCTTGTGAGAGTTTTAAGGHABATGACGGACT
ATTCAGATCAAAATCTGCAAGAACTGGAGAAATGGTTAAAGAAAGKRBGCATGTICGATTG
GAGCCCAGTTGTGACCTATGTCTGTGATCTTGAAGGAAACCGCGTBBAGAEAAGGAG
GAAAAGCTGCGCCAAGCCGTAAAGCAAGTATTAAAATGTGATGT MUELUTAXCCATTAG
GAGCCGTCCCACTGCCCCCGGCGGATTGTGTATTGTCAACCCTTAGBIAGETTGTCC
TGACTTGCCTACATATTGTCGTGCATTACGCAACTTAGGAAGTTTECCAGSAGGGTTT
CTGGTCATCATGGATGCCTTGAAGCagTCCTACTACATGATTGGGBABTAGICATCTT
TACCTTTGGGCCGTGAAGCCGTAGAAGCGGCCGTAAAGGAGGCGCSETIN GGTT
CGAGGTTATTTCACAGTCCTACAGCTCCACAATGGCAAATIcCGABBGOUGCTGGTT
GCTCGCAAACTGAGTCGTCCTCIOGAGCACCACCACCACCAGKAC
ATGGAGAGTGGATTTACGAGTAAGGACACTTATTTGAGTCATTTTAACGAGUGTTAG
AAAAATACTACAAGTTTGGAAGCCGCCATTCAGCAGAATCACAAMACAGBTTTTAAA
GAACCTGTTTAAAATCTTCTGTTTAGATGGGGTCAAAGGAGATTTGEAGATCGGATCA
GGTCCCACAATTTACCAACTTCTGTCCGCTTGTGAGAGTTTTAAGGRBATGACGGACT
ATTCAGATCAAAATCTGCAAGAACTGGAGAAATGGTTAAAGAAAGRBGCATGTICGATTG
GAGCCCAGTTGTGACCTATGTCTGTGATCTTGAAGGAAACCGCGTBBAGEEAAGGAG
GAAAAGCTGCGCCAAGCCGTAAAGCAAGTATTAAAATGTGATGT MELUTAXCCATTAG
GAGCCGTCCCACTGCCCCCGGCGGATTGTGTATTGTCAACCCTTAGEBTAGETTGTCC
TGACTTGCCTACATATTGTCGTGCATTACGCAACTTAGGAAGTTTECTASSAGGGTTT
CTGGTCATCATGGATCctgTTGAAGgCgTCCTACTACATGATTGGGGAAGARBCTCAQCOT
TACCTTTGGGCCGTGAAGCCGTAGAAGCGGCCGTAAAGGAGGCGCCAETON GGTT
CGAGGTTATTTCACAGTCCTACAGCTCCACAATGGCAAATAACGAGGTGIIGCTGGTT
GCTCGCAAACTGAGTCGTCCTCIUGAGCACCACCACCACCATGRC
ATCGAGAGTGGATTTACGAGTAAGGACACTTATTTGAGTCATTTTAACGECGTEIITAG
AAAAATACTACAAGTTTGGAAGCCGCCATTCAGCAGAATCACAAMACAGBTTTTAAA
GAACCTGTTTAAAATCTTCTGTTTAGATGGGGTCAAAGGAGATTTGEAGATCGGATCA
GGTCCCACAATTTACCAACTTCTGTCCGCTTGTGAGAGTTTTAAGGRBATGACGGACT
ATTCAGATCAAAATCTGCAAGAACTGGAGAAATGGTTAAAGAAAGKAGCAGTICGATTG
GAGCCCAGTTGTGACCTATGTCTGTGATCTTGAAGGAAACCGCGTBBAGKEAAGGAG
GAAAAGCTGCGCCAAGCCGTAAAGCAAGTATTAAAATGTGATGT RUETITHRCCATTAG
GAGCCGTCCCACTGCCCCCGGCGGATTGTGTATTGTCAACCCTTAGBIAGETTGTCC
TGACTTGCCTACATATTGTCGTGCATTACGCAACTTAGGAAGTTTECTASSAGGGTTT
CTGGTCATCATGGATGCCTTGAAGaCcTCCTACTACATGATTGGGEXALCKII CAcaTT
TACCTTTGGGCCGTGAAGCCGTAGAAGCGGCCGTAAAGGAGGCGCSETN GGTT
CGAGGTTATTTCACAGTCCTtCAGCTCCACAATGGCAAATIcCGAGEQTTTGCTGGTT
GCTCGCAAACTGAGTCGTCCTCIOGAGCACCACCACCACCAGKAC



170

ANHANG

v16/
pITB5682

v17/
pITB5683

v18/
pITB5684

v19/
pITB5685

ATGGAGAGTGGATTTACGAGTAAGGACACTTATTTGAGTCATTTTAACGAGTUEBIITAG
AAAAATACTACAAGTTTGGAAGCCGCCATTCAGCAGAATCACAAMACAGBTTTTAAA
GAACCTGTTTAAAATCTTCTGTTTAGATGGGGTCAAAGGAGATTTGEAGATCGGATCA
GGTCCCACAATTTACCAACTTCTGTCCGCTTGTGAGAGTTTTAAGGRBATGACGGACT
ATTCAGATCAAAATCTGCAAGAACTGGAGAAATGGTTAAAGAAAGKRAGCAGTICGATTG
GAGCCCAGTTGTGACCTATGTCTGTGATCTTGAAGGAAACCGCGTBBAGEAAAGGAG
GAAAAGCTGCGCCAAGCCGTAAAGCAAGTATTAAAATGTGATGT RUETITHRCCATTAG
GAGCCGTCCCACTGCCCCCGGCGGATTGTGTATTGTCAACCCTTAGBIAGETTGTCC
TGACTTGCCTACATATTGTCGTGCATTACGCAACTTAGGAAGTTTECTASSAGGGTTT
CTGGTCATCATGGATGCCTTGAAGaacTCCTACTACATGATTGGGBABTRGICAQCOT
TACCTTTGGGCCGTGAAGCCGTAGAAGCGGCCGTAAAGGAGGCCCAEOON GGTT
CGAGGTTATTTCACAGTCCTACAGCTCCACAATGatgAATgcCGAGSIIUTCGCTGGTT
GCTCGCAAACTGAGTCGTCCTCIOGAGCACCACCACCACCAGKAC
ATCGAGAGTGGATTTACGAGTAAGGACACTTATTTGAGTCATTTTAACGECGTEBIITAG
AAAAATACTACAAGTTTGGAAGCCGCCATTCAGCAGAATCACAAANACAGBTTTTAAA
GAACCTGTTTAAAATCTTCTGTTTAGATGGGGTCAAAGGAGATTTGEAGATCGGATCA
GGTCCCACAATTTACCAACTTCTGTCCGCTTGTGAGAGTTTTAAGGHABATGACGGACT
ATTCAGATCAAAATCTGCAAGAACTGGAGAAATGGTTAAAGAAAGKRBGCATGTICGATTG
GAGCCCAGTTGTGACCTATGTCTGTGATCTTGAAGGAAACCGCGTBBAGAEAAGGAG
GAAAAGCTGCGCCAAGCCGTAAAGCAAGTATTAAAATGTGATGT MUELUTAXCCATTAG
GAGCCGTCCCACTGCCCCCGGCGGATTGTGTATTGTCAACCCTTJGEIAGETTGTCC
TGACTTGCCTACATATTGTCGTGCATTACGCAACTTAGGAAGTTTECCAGSAGGGTTT
CTGGTCATCATGGATaCCTTGAAGCagTCCTACTACATGATTGGGBAASIAGTCAQCOT
TACCTTTGGGCCGTGAAGCCGTAGAAGCGGCCGTAAAGGAGGCGCSETRMN GGTT
CGAGGTTATTTCACAGTCCTACAGCTCCACAATGagcAATAACGABEGOTUGCTGGTT
GCTCGCAAACTGAGTCGTCCTCIOGAGCACCACCACCACCAGKAC
ATGGAGAGTGGATTTACGAGTAAGGACACTTATTTGAGTCATTTTAACGAGTUEBIITAG
AAAAATICTACAAGTTTGGAAGCCGCCATTCAGCAGAATCACAAARRCRGLETTTTAAA
GAACCTGTTTAAAATCTTCTGTTTAGATGGGGTCAAAGGAGATTTGEAGATCGGATCA
GGTCCCACAATTTACCAACTTCTGTCCGCTTGTGAGAGTTTTAAGGRBATGACGGACT
ATTCAGATCAAAATCTGCAAGAACTGGAGAAATGGTTAAAGAAAGRBGCATGTICGATTG
GAGCCCAGTTGTGACCTATGTCTGTGATCTTGAAGGAAACCGCGTBBAGEEAAGGAG
GAAAAGCTGCGCCAAGCCGTAAAGCAAGTATTAAAATGTGATGT MELUTAXCCATTAG
GAGCCGTCCCACTGCCCCCGGCGGATTGTGTATTGTCAACCCTTJGEIAGCTTGTCC
TGACTTGCCTACATATTGTCGTGCATTACGCAACTTAGGAAGTTTECTASSAGGGTTT
CTGGTCATCATGGATGCCTTGAAGCOtTCCTACTACATGATTGGGCGAAIAGTCATCTT
TACCTTTGGGCCGTGAAGCCGTAGAAGCGGCCGTAAAGGAGGCGCCAETON GGTT
CGAGGTTATTTCACAGTCCTggAGCTCCACAATGGCAAATYCCGABEGOUGCTGGTT
GCTCGCAAACTGAGTCGTCCTCIUGAGCACCACCACCACCATGRC
ATGGAGAGTGGATTTACGAGTAAGGACACTTATTTGAGTCATTTTAACGEGEXETI TAG
AAAAATACTACAAGTTTGGAAGCCGCCATTCAGCAGAATCACAAMACAGBTTTTAAA
GAACCTGTTTAAAATCTTCTGTTTAGATGGGGTCAAAGGAGATTTGEAGATCGGATCA
GGTCCCACAATTTACCAACTTCTGTCCGCTTGTGAGAGTTTTAAGGRBATGACGGACT
ATTCAGATCAAAATCTGCAAGAACTGGAGAAATGGTTAAAGAAAGKAGCAGICGATTG
GAGCCCAGTTGTGACCTATGTCTGTGATCTTGAAGGAAACCGCGTBBAGKEAAGGAG
GAAAAGCTGCGCCAAGCCGTAAAGCAAGTATTAAAATGTGATGT RUETITHRCCATTAG
GAGCCGTCCCACTGCCCCCGGCGGATTGTGTATTGTCAACCCTTAGBIAGETTGTCC
TGACTTGCCTACATATTGTCGTGCATTACGCAACTTAGGAAGTTTECTASSAGGGTTT
CTGGTCATCATGGATGCCTTGAAGCcagTCCTACTACATGATTGGGBABTRGICATCTT
TACCTTTGGGCCGTGAAGCCGTAGAAGCGGCCGTAAAGGAGGCGCSETN GGTT
CGAGGTTATTTCACAGTCCTggAGCTCCACAATGGCAAATgCGAGAGTTTGCTGGTT
GCTCGCAAACTGAGTCGTCCTCIOGAGCACCACCACCACCAGKAC



ANHANG

171

v20/
pITB5686

v21/
pITB5687

v22/
plTB5688

v23/
pITB5689

ATGGAGAGTGGATTTACGAGTAAGGACACTTATTTGAGTCATTTTAACGAGTUEBIITAG
AAAAATACTACAAGTTTGGAAGCCGCCATTCAGCAGAATCACAAMACAGBTTTTAAA
GAACCTGTTTAAAATCTTCTGTTTAGATGGGGTCAAAGGAGATTTGEAGATCGGATCA
GGTCCCACAATTTACCAACTTCTGTCCGCTTGTGAGAGTTTTAAGGRBATGACGGACT
ATTCAGATCAAAATCTGCAAGAACTGGAGAAATGGTTAAAGAAAGKRAGCAGTICGATTG
GAGCCCAGTTGTGACCTATGTCTGTGATCTTGAAGGAAACCGCGTBBAGEAAAGGAG
GAAAAGCTGCGCCAAGCCGTAAAGCAAGTATTAAAATGTGATGT RUETITHRCCATTAG
GAGCCGTCCCACTGCCCCCGGCGGATTGTGTATTGTCAACCCTTAGBIAGGTTGTCC
TGACTTGCCTACATATTGTCGTGCATTACGCAACTTAGGAAGTTTECTASSAGGGTTT
CTGGTCATCATGGgTatgTTGAAGYgCgTCCTACTACATGATTGGGGAAGATCTCATCTT
TACCTTTGGGCCGTGAAGCCGTAGAAGCGGCCGTAAAGGAGGCCCAEOON GGTT
CGAGGTTATTTCACAGTCCTtCAGCTCCACAATGGCAAATYCcCGAGGGLIAGCTGGTT
GCTCGCAAACTGAGTCGTCCTCIOGAGCACCACCACCACCAGKAC
ATCGAGAGTGGATTTACGAGTAAGGACACTTATTTGAGTCATTTTAACGECGTEBIITAG
AAAAATICTACAAGTTTGGAAGCCGCCATTCAGCAGAATCACAAARRCREAETTTTAAA
GAACCTGTTTAAAATCTTCTGTTTAGATGGGGTCAAAGGAGATTTGEAGATCGGATCA
GGTCCCACAATTTACCAACTTCTGTCCGCTTGTGAGAGTTTTAAGGHABATGACGGACT
ATTCAGATCAAAATCTGCAAGAACTGGAGAAATGGTTAAAGAAAGKRBGCATGTICGATTG
GAGCCCAGTTGTGACCTATGTCTGTGATCTTGAAGGAAACCGCGTBBAGAEAAGGAG
GAAAAGCTGCGCCAAGCCGTAAAGCAAGTATTAAAATGTGATGT MUELUTAXCCATTAG
GAGCCGTCCCACTGCCCCCGGCGGATTGTGTATTGTCAACCCTTAGBIAGETTGTCC
TGACTTGCCTACATATTGTCGTGCATTACGCAACTTAGGAAGTTTECCAGSAGGGTTT
CTGGTCATCATGGATGCCTTGAAGQgaATCCTACTACATGATTGGGEXATRTI CAgCgT
TACCTTTGGGCCGTGAAGCCGTAGAAGCGGCCGTAAAGGAGGCGCSETAN GGTT
CGAGGTTATTTCACAGTCCTACAGCTCCACAATGGCAAATYCCGASHGBGTTGCTGGTT
GCTCGCAAACTGAGTCGTCCTCIOGAGCACCACCACCACCAGKAC
ATGGAGAGTGGATTTACGAGTAAGGACACTTATTTGAGTCATTTTAACGAGTUEBIITAG
AAAAATACTACAAGTTTGGAAGCCGCCATTCAGCAGAATCACAAMACAGBTTTTAAA
GAACCTGTTTAAAATCTTCTGTTTAGATGGGGTCAAAGGAGATTTGEAGATCGGATCA
GGTCCCACAATTTACCAACTTCTGTCCGCTTGTGAGAGTTTTAAGGRBATGACGGACT
ATTCAGATCAAAATCTGCAAGAACTGGAGAAATGGTTAAAGAAAGRBGCATGTICGATTG
GAGCCCAGTTGTGACCTATGTCTGTGATCTTGAAGGAAACCGCGTBBAGEAAAGGAG
GAAAAGCTGCGCCAAGCCGTAAAGCAAGTATTAAAATGTGATGT MELUTAXCCATTAG
GAGCCGTCCCACTGCCCCCGGCGGATTGTGTATTGTCAACCCTTAGEBTAGETTGTCC
TGACTTGCCTACATATTGTCGTGCATTACGCAACTTAGGAAGTTTECTASSAGGGTTT
CTGGTCATCATGGATGCCTTGAAGQCTCCTACTACATGATTGGGEBHMATAII CAcaTT
TACCTTTGGGCCGTGAAGCCGTAGAAGCGGCCGTAAAGGAGGCGCCAETON GGTT
CGAGGTTATTTCACAGTCCTACAGCTCCACAATGatgAATtgCGAGATGLIMNCGCTGGTT
GCTCGCAAACTGAGTCGTCCTCIUGAGCACCACCACCACCATGRC
ATGGAGAGTGGATTTACGAGTAAGGACACTTATTTGAGTCATTTTAACGECGTEIITAG
AAAAATACTACAAGTTTGGAAGCCGCCATTCAGCAGAATCACAAMACAGBTTTTAAA
GAACCTGTTTAAAATCTTCTGTTTAGATGGGGTCAAAGGAGATTTGEAGATCGGATCA
GGTCCCACAATTTACCAACTTCTGTCCGCTTGTGAGAGTTTTAAGGRBATGACGGACT
ATTCAGATCAAAATCTGCAAGAACTGGAGAAATGGTTAAAGAAAGKAGCAGICGATTG
GAGCCCAGTTGTGACCTATGTCTGTGATCTTGAAGGAAACCGCGTBBAGKEAAGGAG
GAAAAGCTGCGCCAAGCCGTAAAGCAAGTATTAAAATGTGATGT RUETITHRCCATTAG
GAGCCGTCCCACTGCCCCCGGCGGATTGTGTATTGTCAACCCTTAGBIAGGTTGTCC
TGACTTGCCTACATATTGTCGTGCATTACGCAACTTAGGAAGTTTECTASSAGGGTTT
CTGGTCATCATGGgTaCCTTGAAGTCATCCTACTACATGATTGGGSABTRGICAgCOT
TACCTTTGGGCCGTGAAGCCGTAGAAGCGGCCGTAAAGGAGGCGCSETN GGTT
CGAGGTTATTTCACAGTCCTggAGCTCCACAATGGCAAATYcCGABBGOUGCTGGTT
GCTCGCAAACTGAGTCGTCCTCIOGAGCACCACCACCACCAGKAC
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ATGGAGAGTGGATTTACGAGTAAGGACACTTATTTGAGTCATTTTAACGAGTUEBIITAG
AAAAATICTACAAGTTTGGAAGCCGCCATTCAGCAGAATCACAAARRCRELETTTTAAA
GAACCTGTTTAAAATCTTCTGTTTAGATGGGGTCAAAGGAGATTTGEAGATCGGATCA
GGTCCCACAATTTACCAACTTCTGTCCGCTTGTGAGAGTTTTAAGGRBATGACGGACT
ATTCAGATCAAAATCTGCAAGAACTGGAGAAATGGTTAAAGAAAGKRAGCAGTICGATTG
GAGCCCAGTTGTGACCTATGTCTGTGATCTTGAAGGAAACCGCGTBBAGEAAAGGAG
GAAAAGCTGCGCCAAGCCGTAAAGCAAGTATTAAAATGTGATGT RUETITHRCCATTAG
GAGCCGTCCCACTGCCCCCGGCGGATTGTGTATTGTCAACCCTTAGBIAGETTGTCC
TGACTTGCCTACATATTGTCGTGCATTACGCAACTTAGGAAGTTTECTASSAGGGTTT
CTGGTCATCATGGATGCCTTGAAGCcagTCCTACTACATGATTGGGBABTRGICAQCOT
TACCTTTGGGCCGTGAAGCCGTAGAAGCGGCCGTAAAGGAGGCCCAETON GGTT
CGAGGTTATTTCACAGTCCTtCAGCTCCACAATGGCAAATAACGAGGHTCTGCTGGTT
GCTCGCAAACTGAGTCGTCCTCIOGAGCACCACCACCACCAGKAC
ATCGAGAGTGGATTTACGAGTAAGGACACTTATTTGAGTCATTTTAACGECGTEBIITAG
AAAAATICTACAAGTTTGGAAGCCGCCATTCAGCAGAATCACAAARRCREAETTTTAAA
GAACCTGTTTAAAATCTTCTGTTTAGATGGGGTCAAAGGAGATTTGEAGATCGGATCA
GGTCCCACAATTTACCAACTTCTGTCCGCTTGTGAGAGTTTTAAGGHABATGACGGACT
ATTCAGATCAAAATCTGCAAGAACTGGAGAAATGGTTAAAGAAAGKRBGCATGTICGATTG
GAGCCCAGTTGTGACCTATGTCTGTGATCTTGAAGGAAACCGCGTBBAGKEAAGGAG
GAAAAGCTGCGCCAAGCCGTAAAGCAAGTATTAAAATGTGATGT MUELUTAXCCATTAG
GAGCCGTCCCACTGCCCCCGGCGGATTGTGTATTGTCAACCCTTAGBIAGETTGTCC
TGACTTGCCTACATATTGTCGTGCATTACGCAACTTAGGAAGTTTECCAGSAGGGTTT
CTGGTCATCATGGATatgTTGAAGTCATCCTACTACATGATTGGGCGWRENETCAQCT
TACCTTTGGGCCGTGAAGCCGTAGAAGCGGCCGTAAAGGAGGCGCSETAN GGTT
CGAGGTTATTTCACAGTCCTACAGCTCCACAATGGCAAATAACGAGGTGIIGCTGGTT
GCTCGCAAACTGAGTCGTCCTCIOGAGCACCACCACCACCAGKAC
ATGGAGAGTGGATTTACGAGTAAGGACACTTATTTGAGTCATTTTAACGAGTUEBIITAG
AAAAATACTACAAGTTTGGAAGCCGCCATTCAGCAGAATCACAAMACAGBTTTTAAA
GAACCTGTTTAAAATCTTCTGTTTAGATGGGGTCAAAGGAGATTTGEAGATCGGATCA
GGTCCCACAATTTACCAACTTCTGTCCGCTTGTGAGAGTTTTAAGGRBATGACGGACT
ATTCAGATCAAAATCTGCAAGAACTGGAGAAATGGTTAAAGAAAGRBGCATGTICGATTG
GAGCCCAGTTGTGACCTATGTCTGTGATCTTGAAGGAAACCGCGTBBAGEAAAGGAG
GAAAAGCTGCGCCAAGCCGTAAAGCAAGTATTAAAATGTGATGT MELUTAXCCATTAG
GAGCCGTCCCACTGCCCCCGGCGGATTGTGTATTGTCAACCCTTAGEBTAGETTGTCC
TGACTTGCCTACATATTGTCGTGCATTACGCAACTTAGGAAGTTTECTASSAGGGTTT
CTGGTCATCATGGATaCCTTGAAGCagTCCTACTACATGATTGGGAABIAGTCATCTT
TACCTTTGGGCCGTGAAGCCGTAGAAGCGGCCGTAAAGGAGGCGCCAETON GGTT
CGAGGTTATTTCACAGTCCTACAGCTCCACAATGGCAAATAACGAGGTGIIGCTGGTT
GCTCGCAAACTGAGTCGTCCTCIUGAGCACCACCACCACCATGRC
ATGGAGAGTGGATTTACGAGTAAGGACACTTATTTGAGTCATTTTAACGECGTEIITAG
AAAAATACTACAAGTTTGGAAGCCGCCATTCAGCAGAATCACAAMACAGBTTTTAAA
GAACCTGTTTAAAATCTTCTGTTTAGATGGGGTCAAAGGAGATTTGEAGATCGGATCA
GGTCCCACAATTTACCAACTTCTGTCCGCTTGTGAGAGTTTTAAGGRBATGACGGACT
ATTCAGATCAAAATCTGCAAGAACTGGAGAAATGGTTAAAGAAAGKAGCAGICGATTG
GAGCCCAGTTGTGACCTATGTCTGTGATCTTGAAGGAAACCGCGTBBAGKEAAGGAG
GAAAAGCTGCGCCAAGCCGTAAAGCAAGTATTAAAATGTGATGT RUETITHRCCATTAG
GAGCCGTCCCACTGCCCCCGGCGGATTGTGTATTGTCAACCCTTJGEIAGETTGTCC
TGACTTGCCTACATATTGTCGTGCATTACGCAACTTAGGAAGTTTECTASSAGGGTTT
CTGGTCATCATGGATICCTTGAAGTCATCCTACTACATGATTGGGBAGTAGTCAQCOT
TACCTTTGGGCCGTGAAGCCGTAGAAGCGGCCGTAAAGGAGGCGCSETN GGTT
CGAGGTTATTTCACAGTCCTggAGCTCCACAATGGCAAATYcCGABBGOUGCTGGTT
GCTCGCAAACTGAGTCGTCCTCIOGAGCACCACCACCACCAGKAC
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ATGGAGAGTGGATTTACGAGTAAGGACACTTATTTGAGTCATTTTAACGAGTUEBIITAG
AAAAATACTACAAGTTTGGAAGCCGCCATTCAGCAGAATCACAAMACAGBTTTTAAA
GAACCTGTTTAAAATCTTCTGTTTAGATGGGGTCAAAGGAGATTTGEAGATCGGATCA
GGTCCCACAATTTACCAACTTCTGTCCGCTTGTGAGAGTTTTAAGGRBATGACGGACT
ATTCAGATCAAAATCTGCAAGAACTGGAGAAATGGTTAAAGAAAGKRAGCAGTICGATTG
GAGCCCAGTTGTGACCTATGTCTGTGATCTTGAAGGAAACCGCGTBBAGEAAAGGAG
GAAAAGCTGCGCCAAGCCGTAAAGCAAGTATTAAAATGTGATGT RUETITHRCCATTAG
GAGCCGTCCCACTGCCCCCGGCGGATTGTGTATTGTCAACCCTTAGBIAGETTGTCC
TGACTTGCCTACATATTGTCGTGCATTACGCAACTTAGGAAGTTTECTASSAGGGTTT
CTGGTCATCATGGATGCCTTGAAGTYCcTCCTACTACATGATTGGGAABTHGI CAatgT
TACCTTTGGGCCGTGAAGCCGTAGAAGCGGCCGTAAAGGAGGCCCAEOON GGTT
CGAGGTTATTTCACAGTCCTACAGCTCCACAATGGCAAATYCCGASHGTTGCTGGTT
GCTCGCAAACTGAGTCGTCCTCIOGAGCACCACCACCACCAGKAC
ATCGAGAGTGGATTTACGAGTAAGGACACTTATTTGAGTCATTTTAACGECGTEBIITAG
AAAAATACTACAAGTTTGGAAGCCGCCATTCAGCAGAATCACAAANACAGBTTTTAAA
GAACCTGTTTAAAATCTTCTGTTTAGATGGGGTCAAAGGAGATTTGEAGATCGGATCA
GGTCCCACAATTTACCAACTTCTGTCCGCTTGTGAGAGTTTTAAGGHABATGACGGACT
ATTCAGATCAAAATCTGCAAGAACTGGAGAAATGGTTAAAGAAAGKRBGCATGTICGATTG
GAGCCCAGTTGTGACCTATGTCTGTGATCTTGAAGGAAACCGCGTBBAGKEAAGGAG
GAAAAGCTGCGCCAAGCCGTAAAGCAAGTATTAAAATGTGATGT MUELUTAXCCATTAG
GAGCCGTCCCACTGCCCCCGGCGGATTGTGTATTGTCAACCCTTJGEIAGETTGTCC
TGACTTGCCTACATATTGTCGTGCATTACGCAACTTAGGAAGTTTECCAGSAGGGTTT
CTGGTCATCATGGATGCCTTGAAGaCcTCCTACTACATGATTGGGEXATRTI CAgCgT
TACCTTTGGGCCGTGAAGCCGTAGAAGCGGCCGTAAAGGAGGCGCSETAN GGTT
CGAGGTTATTTCACAGTCCTtCAGCTCCACAATGGCAAATYCCGAGGGLTIOGCTGGTT
GCTCGCAAACTGAGTCGTCCTCIOGAGCACCACCACCACCAGKAC
ATGGAGAGTGGATTTACGAGTAAGGACACTTATTTGAGTCATTTTAACGAGTUEBIITAG
AAAAATACTACAAGTTTGGAAGCCGCCATTCAGCAGAATCACAAMACAGBTTTTAAA
GAACCTGTTTAAAATCTTCTGTTTAGATGGGGTCAAAGGAGATTTGEAGATCGGATCA
GGTCCCACAATTTACCAACTTCTGTCCGCTTGTGAGAGTTTTAAGGRBATGACGGACT
ATTCAGATCAAAATCTGCAAGAACTGGAGAAATGGTTAAAGAAAGRBGCATGTICGATTG
GAGCCCAGTTGTGACCTATGTCTGTGATCTTGAAGGAAACCGCGTBBAGEAAAGGAG
GAAAAGCTGCGCCAAGCCGTAAAGCAAGTATTAAAATGTGATGT MELUTAXCCATTAG
GAGCCGTCCCACTGCCCCCGGCGGATTGTGTATTGTCAACCCTTJGEIAGCTTGTCC
TGACTTGCCTACATATTGTCGTGCATTACGCAACTTAGGAAGTTTECTASSAGGGTTT
CTGGTCATCATGGATGCCTTGAAGCagTCCTACTACATGATTGGGBABTAGICATCTT
TACCTTTGGGCCGTGAAGCCGTAGAAGCGGCCGTAAAGGAGGCGCCAETON GGTT
CGAGGTTATTTCACAGTCCTggAGCTCCACAATGGCAAATIcCGAGAGTTTCGCTGGTT
GCTCGCAAACTGAGTCGTCCTCIUGAGCACCACCACCACCATGRC
ATGGAGAGTGGATTTACGAGTAAGGACACTTATTTGAGTCATTTTAACGECGTEIITAG
AAAAATACTACAAGTTTGGAAGCCGCCATTCAGCAGAATCACAAMACAGBTTTTAAA
GAACCTGTTTAAAATCTTCTGTTTAGATGGGGTCAAAGGAGATTTGEAGATCGGATCA
GGTCCCACAATTTACCAACTTCTGTCCGCTTGTGAGAGTTTTAAGGRBATGACGGACT
ATTCAGATCAAAATCTGCAAGAACTGGAGAAATGGTTAAAGAAAGKAGCAGICGATTG
GAGCCCAGTTGTGACCTATGTCTGTGATCTTGAAGGAAACCGCGTBBAGKEAAGGAG
GAAAAGCTGCGCCAAGCCGTAAAGCAAGTATTAAAATGTGATGT RUETITHRCCATTAG
GAGCCGTCCCACTGCCCCCGGCGGATTGTGTATTGTCAACCCTTAGBIAGETTGTCC
TGACTTGCCTACATATTGTCGTGCATTACGCAACTTAGGAAGTTTECTASSAGGGTTT
CTGGTCATCATGGATatgTTGAAGTgCTCCTACTACATGATTGGGGAAGAGCTCATCTT
TACCTTTGGGCCGTGAAGCCGTAGAAGCGGCCGTAAAGGAGGCGCSETN GGTT
CGAGGTTATTTCACAGTCCTtCAGCTCCACAATGGCAAATIcCGAGEQTTTGCTGGTT
GCTCGCAAACTGAGTCGTCCTCIOGAGCACCACCACCACCAGKAC
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ATGGAGAGTGGATTTACGAGTAAGGACACTTATTTGAGTCATTTTAACGEGUEII TAG
AAAAALCTACAAGTTTGGAAGCCGCCATTCAGCAGAATCACAAATARSTSBCTTTTAAA
GAACCTGTTTAAAATCTTCTGTTTAGATGGGGTCAAAGGAGATTTEGAGATCGGATCA
GGTCCCACAATTTACCAACTTCTGTCCGCTTGTGAGAGTTTTAAGGRGBATGACGGACT
ATTCAGATCAAAATCTGCAAGAACTGGAGAAATGGTTAAAGAAAGKBGCATGTCGATTG
GAGCCCAGTTGTGACCTATGTCTGTGATCTTGAAGGAAACCGCGTBBAGEEAAGGAG
GAAAAGCTGCGCCAAGCCGTAAAGCAAGTATTAAAATGTGATG T MEIITRCCATTAG
GAGCCGTCCCACTGCCCCCGGCGGATTGTGTATTGTCAACCCTTAGETAGETTGTCC
TGACTTGCCTACATATTGTCGTGCATTACGCAACTTAGGAAGTTTECTAGSAGGGTTT
CTGGTCATCATGGATGCCTTGAAGCagTCCTACTACATGATTGGGBABTRGTCATCTT
TACCTTTGGGCCGTGAAGCCGTAGAAGCGGCCGTAAAGGAGGCGGETE NN GGTT
CGAGGTTATTTCACAGTCCTACAGCTCCACAATGGCAAATIgCGABGGUTIGCTGGTT
GCTCGCAAACTGAGTCGTCCTCTIGAGCACCACCACCACCATGAC
ATCGGAGAGTGGATTTACGAGTAAGGACACTTATTTGAGTCATTTTAACGEGUSII TAG
AAAAATACTACAAGTTTGGAAGCCGCCATTCAGCAGAATCACAAAMACAGETTTTAAA
GAACCTGTTTAAAATCTTCTGTTTAGATGGGGTCAAAGGAGATTTEGAGATCGGATCA
GGTCCCACAATTTACCAACTTCTGTCCGCTTGTGAGAGTTTTAAGGRGATGACGGACT
ATTCAGATCAAAATCTGCAAGAACTGGAGAAATGGTTAAAGAAAGKBGCAGTCGATTG
GAGCCCAGTTGTGACCTATGTCTGTGATCTTGAAGGAAACCGCGTBBAGSEAAGGAG
GAAAAGCTGCGCCAAGCCGTAAAGCAAGTATTAAAATGTGATG TIEIITRICCATTAG
GAGCCGTCCCACTGCCCCCGGCGGATTGTGTATTGTCAACCCTTYGEIAGETTGTCC
TGACTTGCCTACATATTGTCGTGCATTACGCAACTTAGGAAGTTTEGCTAGSAGGGTTT
CTGGTCATCATGGATatgTTGAAGTgcTCCTACTACATGATTGGGGAAGAECTCATGTT
TACCTTTGGGCCGTGAAGCCGTAGAAGCGGCCGTAAAGGAGGCGGASTENIN GGTT
CGAGGTTATTTCACAGTCCTtCAGCTCCACAATGGCAAATAACGAGSGATTGCTGGTT
GCTCGCAAACTGAGTCGTCCTCTIGAGCACCACCACCACCATGAC
ATCGGAGAGTGGATTTACGAGTAAGGACACTTATTTGAGTCATTTTAACGEGUSIT TAG
AAAAATACTACAAGTTTGGAAGCCGCCATTCAGCAGAATCACAAAMACAGBTTTTAAA
GAACCTGTTTAAAATCTTCTGTTTAGATGGGGTCAAAGGAGATTTEGAGATCGGATCA
GGTCCCACAATTTACCAACTTCTGTCCGCTTGTGAGAGTTTTAAGGRGATGACGGACT
ATTCAGATCAAAATCTGCAAGAACTGGAGAAATGGTTAAAGAAAGKBGCAGTCGATTG
GAGCCCAGTTGTGACCTATGTCTGTGATCTTGAAGGAAACCGCGTBBAGEEAAGGAG
GAAAAGCTGCGCCAAGCCGTAAAGCAAGTATTAAAATGTGATG TIEIITRICCATTAG
GAGCCGTCCCACTGCCCCCGGCGGATTGTGTATTGTCAACCCTTAGETAGETTGTCC
TGACTTGCCTACATATTGTCGTGCATTACGCAACTTAGGAAGTTTECTAGSAGGGTTT
CTGGTCATCATGGATGCCTTGAAGGaATCCTACTACATGATTGGGEXBTAIT CAgCgT
TACCTTTGGGCCGTGAAGCCGTAGAAGCGGCCGTAAAGGAGGCGGESTE NN GGTT
CGAGGTTATTTCACAGTCCTtCAGCTCCACAATGGCAAATtgCGAGEGTTTGCTGGTT
GCTCGCAAACTGAGTCGTCCTCIIGAGCACCACCACCACCATGAC
ATCGGAGAGTGGATTTACGAGTAAGGACACTTATTTGAGTCATTTTAACGEGUSII TAG
AAAAATACTACAAGTTTGGAAGCCGCCATTCAGCAGAATCACAAAMACAGBTTTTAAA
GAACCTGTTTAAAATCTTCTGTTTAGATGGGGTCAAAGGAGATTTEGEAGATCGGATCA
GGTCCCACAATTTACCAACTTCTGTCCGCTTGTGAGAGTTTTAAGGRGATGACGGACT
ATTCAGATCAAAATCTGCAAGAACTGGAGAAATGGTTAAAGAAAGKBGCATGTCGATTG
GAGCCCAGTTGTGACCTATGTCTGTGATCTTGAAGGAAACCGCGTBBAGSEAAGGAG
GAAAAGCTGCGCCAAGCCGTAAAGCAAGTATTAAAATGTGATG T MEIITRCCATTAG
GAGCCGTCCCACTGCCCCCGGCGGATTGTGTATTGTCAACCCTTAGETAGGTTGTCC
TGACTTGCCTACATATTGTCGTGCATTACGCAACTTAGGAAGTTTECTAGSAGGGTTT
CTGGTCATCATGGYTctgTTGAAGYCGTCCTACTACATGATTGGGGAAGAECTCAGCGT
TACCTTTGGGCCGTGAAGCCGTAGAAGCGGCCGTAAAGGAGGCGGASTENIN GGTT
CGAGGTTATTTCACAGTCCTtCAGCTCCACAATGGCAAATAACGAGGATCTGCTGGTT
GCTCGCAAACTGAGTCGTCCTCTIGAGCACCACCACCACCATGAC
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ATGGAGAGTGGATTTACGAGTAAGGACACTTATTTGAGTCATTTTAACGAGTUEBIITAG
AAAAATICTACAAGTTTGGAAGCCGCCATTCAGCAGAATCACAAARRCRELETTTTAAA
GAACCTGTTTAAAATCTTCTGTTTAGATGGGGTCAAAGGAGATTTGEAGATCGGATCA
GGTCCCACAATTTACCAACTTCTGTCCGCTTGTGAGAGTTTTAAGGRBATGACGGACT
ATTCAGATCAAAATCTGCAAGAACTGGAGAAATGGTTAAAGAAAGKRAGCAGTICGATTG
GAGCCCAGTTGTGACCTATGTCTGTGATCTTGAAGGAAACCGCGTBBAGEAAAGGAG
GAAAAGCTGCGCCAAGCCGTAAAGCAAGTATTAAAATGTGATGT RUETITHMRCCATTAG
GAGCCGTCCCACTGCCCCCGGCGGATTGTGTATTGTCAACCCTTJGEIAGETTGTCC
TGACTTGCCTACATATTGTCGTGCATTACGCAACTTAGGAAGTTTECTASSAGGGTTT
CTGGTCATCATGGATaCCTTGAAGTgcTCCTACTACATGATTGGGBASTAGTCAQCOT
TACCTTTGGGCCGTGAAGCCGTAGAAGCGGCCGTAAAGGAGGCCCAEOON GGTT
CGAGGTTATTTCACAGTCCTACAGCTCCACAATGGCAAATAACGAGGGRIGCTGGTT
GCTCGCAAACTGAGTCGTCCTCIOGAGCACCACCACCACCAGKAC
ATCGAGAGTGGATTTACGAGTAAGGACACTTATTTGAGTCATTTTAACGECGTEBIITAG
AAAAATACTACAAGTTTGGAAGCCGCCATTCAGCAGAATCACAAANACAGBTTTTAAA
GAACCTGTTTAAAATCTTCTGTTTAGATGGGGTCAAAGGAGATTTGEAGATCGGATCA
GGTCCCACAATTTACCAACTTCTGTCCGCTTGTGAGAGTTTTAAGGHABATGACGGACT
ATTCAGATCAAAATCTGCAAGAACTGGAGAAATGGTTAAAGAAAGKRBGCATGTICGATTG
GAGCCCAGTTGTGACCTATGTCTGTGATCTTGAAGGAAACCGCGTBBAGAEAAGGAG
GAAAAGCTGCGCCAAGCCGTAAAGCAAGTATTAAAATGTGATGT MUELUTAXCCATTAG
GAGCCGTCCCACTGCCCCCGGCGGATTGTGTATTGTCAACCCTTAGBIAGETTGTCC
TGACTTGCCTACATATTGTCGTGCATTACGCAACTTAGGAAGTTTECCAGSAGGGTTT
CTGGTCATCATGGATaCCTTGAAGQaATCCTACTACATGATTGGGBABGTAGTICAgCgT
TACCTTTGGGCCGTGAAGCCGTAGAAGCGGCCGTAAAGGAGGCGCSETAN GGTT
CGAGGTTATTTCACAGTCCTggAGCTCCACAATGGCAAATAACGASIEHGTTGCTGGTT
GCTCGCAAACTGAGTCGTCCTCIOGAGCACCACCACCACCAGKAC
ATGGAGAGTGGATTTACGAGTAAGGACACTTATTTGAGTCATTTTAACGAGUGTTAG
AAAAATACTACAAGTTTGGAAGCCGCCATTCAGCAGAATCACAAMACAGBTTTTAAA
GAACCTGTTTAAAATCTTCTGTTTAGATGGGGTCAAAGGAGATTTGEAGATCGGATCA
GGTCCCACAATTTACCAACTTCTGTCCGCTTGTGAGAGTTTTAAGGRBATGACGGACT
ATTCAGATCAAAATCTGCAAGAACTGGAGAAATGGTTAAAGAAAGKRBGCATGTICGATTG
GAGCCCAGTTGTGACCTATGTCTGTGATCTTGAAGGAAACCGCGTBBAGEAAAGGAG
GAAAAGCTGCGCCAAGCCGTAAAGCAAGTATTAAAATGTGATGT MELUTAXCCATTAG
GAGCCGTCCCACTGCCCCCGGCGGATTGTGTATTGTCAACCCTTJGEIAGCTTGTCC
TGACTTGCCTACATATTGTCGTGCATTACGCAACTTAGGAAGTTTECTASSAGGGTTT
CTGGTCATCATGGATGCCTTGAAGatgTCCTACTACATGATTGGGAABIAGTCATCTT
TACCTTTGGGCCGTGAAGCCGTAGAAGCGGCCGTAAAGGAGGCGCCAETON GGTT
CGAGGTTATTTCACAGTCCTtCAGCTCCACAATGGCAAATYCCGAGGGLTIOGCTGGTT
GCTCGCAAACTGAGTCGTCCTCIUGAGCACCACCACCACCATGRC
ATGGAGAGTGGATTTACGAGTAAGGACACTTATTTGAGTCATTTTAACGEGUGTTAG
AAAAATACTACAAGTTTGGAAGCCGCCATTCAGCAGAATCACAAMACAGBTTTTAAA
GAACCTGTTTAAAATCTTCTGTTTAGATGGGGTCAAAGGAGATTTGEAGATCGGATCA
GGTCCCACAATTTACCAACTTCTGTCCGCTTGTGAGAGTTTTAAGGRBATGACGGACT
ATTCAGATCAAAATCTGCAAGAACTGGAGAAATGGTTAAAGAAAGKAGCAGICGATTG
GAGCCCAGTTGTGACCTATGTCTGTGATCTTGAAGGAAACCGCGTBBAGKEAAGGAG
GAAAAGCTGCGCCAAGCCGTAAAGCAAGTATTAAAATGTGATGT RUETITHRCCATTAG
GAGCCGTCCCACTGCCCCCGGCGGATTGTGTATTGTCAACCCTTAGBIAGETTGTCC
TGACTTGCCTACATATTGTCGTGCATTACGCAACTTAGGAAGTTTECTASSAGGGTTT
CTGGTCATCATGGATatgTTGAAGTCATCCTACTACATGATTGGGGWERE&TCAgCOT
TACCTTTGGGCCGTGAAGCCGTAGAAGCGGCCGTAAAGGAGGCGCSETN GGTT
CGAGGTTATTTCACAGTCCTACAGCTCCACAATGGCAAATYCCGASIHGTTGCTGGTT
GCTCGCAAACTGAGTCGTCCTCIOGAGCACCACCACCACCAGKAC
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ATGGAGAGTGGATTTACGAGTAAGGACACTTATTTGAGTCATTTTAACGAGTUEBIITAG
AAAAATACTACAAGTTTGGAAGCCGCCATTCAGCAGAATCACAAMACAGBTTTTAAA
GAACCTGTTTAAAATCTTCTGTTTAGATGGGGTCAAAGGAGATTTGEAGATCGGATCA
GGTCCCACAATTTACCAACTTCTGTCCGCTTGTGAGAGTTTTAAGGRBATGACGGACT
ATTCAGATCAAAATCTGCAAGAACTGGAGAAATGGTTAAAGAAAGKRAGCAGTICGATTG
GAGCCCAGTTGTGACCTATGTCTGTGATCTTGAAGGAAACCGCGTBBAGEAAAGGAG
GAAAAGCTGCGCCAAGCCGTAAAGCAAGTATTAAAATGTGATGT RUETITHRCCATTAG
GAGCCGTCCCACTGCCCCCGGCGGATTGTGTATTGTCAACCCTTAGBIAGETTGTCC
TGACTTGCCTACATATTGTCGTGCATTACGCAACTTAGGAAGTTTECTASSAGGGTTT
CTGGTCATCATGGATCctgTTGAAGYCYgTCCTACTACATGATTGGGGAAGRBCTCATQLT
TACCTTTGGGCCGTGAAGCCGTAGAAGCGGCCGTAAAGGAGGCCCAETON GGTT
CGAGGTTATTTCACAGTCCTACAGCTCCACAATGGCAAATIgCGABTGGULIGCTGGTT
GCTCGCAAACTGAGTCGTCCTCIOGAGCACCACCACCACCAGKAC
ATGGAGAGTGGATTTACGAGTAAGGACACTTATTTGAGTCATTTTAACGEGUGTTAG
AAAAATACTACAAGTTTGGAAGCCGCCATTCAGCAGAATCACAAANACAGBTTTTAAA
GAACCTGTTTAAAATCTTCTGTTTAGATGGGGTCAAAGGAGATTTGEAGATCGGATCA
GGTCCCACAATTTACCAACTTCTGTCCGCTTGTGAGAGTTTTAAGGHABATGACGGACT
ATTCAGATCAAAATCTGCAAGAACTGGAGAAATGGTTAAAGAAAGKRBGCATGTICGATTG
GAGCCCAGTTGTGACCTATGTCTGTGATCTTGAAGGAAACCGCGTBBAGAEAAGGAG
GAAAAGCTGCGCCAAGCCGTAAAGCAAGTATTAAAATGTGATGT MUELUTAXCCATTAG
GAGCCGTCCCACTGCCCCCGGCGGATTGTGTATTGTCAACCCTTAGBIAGETTGTCC
TGACTTGCCTACATATTGTCGTGCATTACGCAACTTAGGAAGTTTECCAGSAGGGTTT
CTGGTCATCATGGATGCCTTGAAGCOtTCCTACTACATGATTGGGCGAAIAGTCATCTT
TACCTTTGGGCCGTGAAGCCGTAGAAGCGGCCGTAAAGGAGGCGCSETAN GGTT
CGAGGTTATTTCACAGTCCTggAGCTCCACAATGGCAAATYCCGABEGOUGCTGGTT
GCTCGCAAACTGAGTCGTCCTCIOGAGCACCACCACCACCAGKAC
ATGGAGAGTGGATTTACGAGTAAGGACACTTATTTGAGTCATTTTAACGEACEEITAG
AAAAATACTACAAGTTTGGAAGCCGCCATTCAGCAGAATCACAAMACAGBTTTTAAA
GAACCTGTTTAAAATCTTCTGTTTAGATGGGGTCAAAGGAGATTTGEAGATCGGATCA
GGTCCCACAATTTACCAACTTCTGTCCGCTTGTGAGAGTTTTAAGGRBATGACGGACT
ATTCAGATCAAAATCTGCAAGAACTGGAGAAATGGTTAAAGAAAGRBGCATGTICGATTG
GAGCCCAGTTGTGACCTATGTCTGTGATCTTGAAGGAAACCGCGTBBAGEAAAGGAG
GAAAAGCTGCGCCAAGCCGTAAAGCAAGTATTAAAATGTGATGT MELUTAXCCATTAG
GAGCCGTCCCACTGCCCCCGGCGGATTGTGTATTGTCAACCCTTAGEBTAGETTGTCC
TGACTTGCCTACATATTGTCGTGCATTACGCAACTTAGGAAGTTTECTASSAGGGTTT
CTGGTCATCATGGATatgTTGAAGgCgTCCTACTACATGATTGGGGAMGRICTCATCTT
TACCTTTGGGCCGTGAAGCCGTAGAAGCGGCCGTAAAGGAGGCGCCAETON GGTT
CGAGGTTATTTCACAGTCCTACAGCTCCACAATGGCAAATQCGABTGETLGCTGGTT
GCTCGCAAACTGAGTCGTCCTCIUGAGCACCACCACCACCATGRC
ATGGAGAGTGGATTTACGAGTAAGGACACTTATTTGAGTCATTTTAACGECGTEIITAG
AAAAATACTACAAGTTTGGAAGCCGCCATTCAGCAGAATCACAAMACAGBTTTTAAA
GAACCTGTTTAAAATCTTCTGTTTAGATGGGGTCAAAGGAGATTTGEAGATCGGATCA
GGTCCCACAATTTACCAACTTCTGTCCGCTTGTGAGAGTTTTAAGGRBATGACGGACT
ATTCAGATCAAAATCTGCAAGAACTGGAGAAATGGTTAAAGAAAGKAGCAGICGATTG
GAGCCCAGTTGTGACCTATGTCTGTGATCTTGAAGGAAACCGCGTBBAGKEAAGGAG
GAAAAGCTGCGCCAAGCCGTAAAGCAAGTATTAAAATGTGATGT RUETITHRCCATTAG
GAGCCGTCCCACTGCCCCCGGCGGATTGTGTATTGTCAACCCTTJGEIAGETTGTCC
TGACTTGCCTACATATTGTCGTGCATTACGCAACTTAGGAAGTTTECTASSAGGGTTT
CTGGTCATCATGGATatgTTGAAGaCcTCCTACTACATGATTGGGGAAGRBCTCAaCcT
TACCTTTGGGCCGTGAAGCCGTAGAAGCGGCCGTAAAGGAGGCGCSETN GGTT
CGAGGTTATTTCACAGTCCTACAGCTCCACAATGGCAAATAACGAGGGRIGCTGGTT
GCTCGCAAACTGAGTCGTCCTCIOGAGCACCACCACCACCAGKAC
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va4/
pITB5710

v45/
pITB5711

v46/
pITB5712

va7/
pITB5713

ATGGAGAGTGGATTTACGAGTAAGGACACTTATTTGAGTCATTTTAACGAGTUEBIITAG
AAAAATACTACAAGTTTGGAAGCCGCCATTCAGCAGAATCACAAMACAGBTTTTAAA
GAACCTGTTTAAAATCTTCTGTTTAGATGGGGTCAAAGGAGATTTGEAGATCGGATCA
GGTCCCACAATTTACCAACTTCTGTCCGCTTGTGAGAGTTTTAAGGRBATGACGGACT
ATTCAGATCAAAATCTGCAAGAACTGGAGAAATGGTTAAAGAAAGKRAGCAGTICGATTG
GAGCCCAGTTGTGACCTATGTCTGTGATCTTGAAGGAAACCGCGTBBAGSEAAAGGAG
GAAAAGCTGCGCCAAGCCGTAAAGCAAGTATTAAAATGTGATGT RUETITHRCCATTAG
GAGCCGTCCCACTGCCCCCGGCGGATTGTGTATTGTCAACCCTTAGBIAGETTGTCC
TGACTTGCCTACATATTGTCGTGCATTACGCAACTTAGGAAGTTTECTASSAGGGTTT
CTGGTCATCATGGATatgTTGAAGTYCTCCTACTICATGATTGGGGAMIAT CTCAcaTT
TACCTTTGGGCCGTGAAGCCGTAGAAGCGGCCGTAAAGGAGGCCCAEOON GGTT
CGAGGTTATTTCACAGTCCTACAGCTCCACAATGGCAAATAACGAGGGRIGCTGGTT
GCTCGCAAACTGAGTCGTCCTCIOGAGCACCACCACCACCAGKAC
ATGGAGAGTGGATTTACGAGTAAGGACACTTATTTGAGTCATTTTAACGEGUGTTAG
AAAAATACTACAAGTTTGGAAGCCGCCATTCAGCAGAATCACAAANACAGBTTTTAAA
GAACCTGTTTAAAATCTTCTGTTTAGATGGGGTCAAAGGAGATTTGEAGATCGGATCA
GGTCCCACAATTTACCAACTTCTGTCCGCTTGTGAGAGTTTTAAGGHABATGACGGACT
ATTCAGATCAAAATCTGCAAGAACTGGAGAAATGGTTAAAGAAAGKRBGCATGTICGATTG
GAGCCCAGTTGTGACCTATGTCTGTGATCTTGAAGGAAACCGCGTBBAGAEAAGGAG
GAAAAGCTGCGCCAAGCCGTAAAGCAAGTATTAAAATGTGATGT MUELUTAXCCATTAG
GAGCCGTCCCACTGCCCCCGGCGGATTGTGTATTGTCAACCCTTAGBIAGETTGTCC
TGACTTGCCTACATATTGTCGTGCATTACGCAACTTAGGAAGTTTECCAGSAGGGTTT
CTGGTCATCATGGATatgTTGAAGTCATCCTACTACATGATTGGCGWENETCATCTT
TACCTTTGGGCCGTGAAGCCGTAGAAGCGGCCGTAAAGGAGGCGCSETAN GGTT
CGAGGTTATTTCACAGTCCTtCAGCTCCACAATGGCAAATgCGAGHTGTTTGCTGGTT
GCTCGCAAACTGAGTCGTCCTCIOGAGCACCACCACCACCAGKAC
ATGGAGAGTGGATTTACGAGTAAGGACACTTATTTGAGTCATTTTAACGAGTUEBIITAG
AAAAATACTACAAGTTTGGAAGCCGCCATTCAGCAGAATCACAAMACAGBTTTTAAA
GAACCTGTTTAAAATCTTCTGTTTAGATGGGGTCAAAGGAGATTTGEAGATCGGATCA
GGTCCCACAATTTACCAACTTCTGTCCGCTTGTGAGAGTTTTAAGGRBATGACGGACT
ATTCAGATCAAAATCTGCAAGAACTGGAGAAATGGTTAAAGAAAGRBGCATGTICGATTG
GAGCCCAGTTGTGACCTATGTCTGTGATCTTGAAGGAAACCGCGTBBAGEAAAGGAG
GAAAAGCTGCGCCAAGCCGTAAAGCAAGTATTAAAATGTGATGT MELUTAXCCATTAG
GAGCCGTCCCACTGCCCCCGGCGGATTGTGTATTGTCAACCCTTAGEBTAGGTTGTCC
TGACTTGCCTACATATTGTCGTGCATTACGCAACTTAGGAAGTTTECTASSAGGGTTT
CTGGTCATCATGGgTatgTTGAAGTCATCCTACTACATGATTGGGCGMERIECTCAQCT
TACCTTTGGGCCGTGAAGCCGTAGAAGCGGCCGTAAAGGAGGCGCCAETON GGTT
CGAGGTTATTTCACAGTCCTtCAGCTCCACAATGtgcAATAACGAGAGONMCGCTGGTT
GCTCGCAAACTGAGTCGTCCTCIUGAGCACCACCACCACCATGRC
ATGGAGAGTGGATTTACGAGTAAGGACACTTATTTGAGTCATTTTAACGECGTEIITAG
AAAAATACTACAAGTTTGGAAGCCGCCATTCAGCAGAATCACAAMACAGBTTTTAAA
GAACCTGTTTAAAATCTTCTGTTTAGATGGGGTCAAAGGAGATTTGEAGATCGGATCA
GGTCCCACAATTTACCAACTTCTGTCCGCTTGTGAGAGTTTTAAGGRBATGACGGACT
ATTCAGATCAAAATCTGCAAGAACTGGAGAAATGGTTAAAGAAAGKAGCAGICGATTG
GAGCCCAGTTGTGACCTATGTCTGTGATCTTGAAGGAAACCGCGTBBAGKEAAGGAG
GAAAAGCTGCGCCAAGCCGTAAAGCAAGTATTAAAATGTGATGT RUETITHRCCATTAG
GAGCCGTCCCACTGCCCCCGGCGGATTGTGTATTGTCAACCCTTASZEIAGGI TGTCC
TGACTTGCCTACATATTGTCGTGCATTACGCAACTTAGGAAGTTTECTASSAGGGTTT
CTGGTCATCATGGQTGCCTTGAAGaacTCCTACTACATGATTGGGBAGTAGTCAQCOT
TACCTTTGGGCCGTGAAGCCGTAGAAGCGGCCGTAAAGGAGGCGCSETRMN GGTT
CGAGGTTATTTCACAGTCCTtCAGCTCCACAATGGCAAATAACGAGGHTCTGCTGGTT
GCTCGCAAACTGAGTCGTCCTCIOGAGCACCACCACCACCAGKAC
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v48/
pITB5714

v49/
pITB5715

v50/
pITB5716

ATGGAGAGTGGATTTACGAGTAAGGACACTTATTTGAGTCATTTTAACGAGUGTTAG
AAAAATACTACAAGTTTGGAAGCCGCCATTCAGCAGAATCACAAMACAGBTTTTAAA
GAACCTGTTTAAAATCTTCTGTTTAGATGGGGTCAAAGGAGATTTGEAGATCGGATCA
GGTCCCACAATTTACCAACTTCTGTCCGCTTGTGAGAGTTTTAAGGRBATGACGGACT
ATTCAGATCAAAATCTGCAAGAACTGGAGAAATGGTTAAAGAAAGKRAGCAGTICGATTG
GAGCCCAGTTGTGACCTATGTCTGTGATCTTGAAGGAAACCGCGTBBAGEAAAGGAG
GAAAAGCTGCGCCAAGCCGTAAAGCAAGTATTAAAATGTGATGT RUETITHRCCATTAG
GAGCCGTCCCACTGCCCCCGGCGGATTGTGTATTGTCAACCCTTJGEIAGETTGTCC
TGACTTGCCTACATATTGTCGTGCATTACGCAACTTAGGAAGTTTECTASSAGGGTTT
CTGGTCATCATGGATatgTTGAAGTgCTCCTACTACATGATTGGGGAAGAGCTCATCTT
TACCTTTGGGCCGTGAAGCCGTAGAAGCGGCCGTAAAGGAGGCCCAEOON GGTT
CGAGGTTATTTCACAGTCCTACAGCTCCACAATGGCAAATIgCGABTGGULIGCTGGTT
GCTCGCAAACTGAGTCGTCCTCIOGAGCACCACCACCACCAGKAC
ATCGAGAGTGGATTTACGAGTAAGGACACTTATTTGAGTCATTTTAACGECGTEIITAG
AAAAATACTACAAGTTTGGAAGCCGCCATTCAGCAGAATCACAAANACAGBTTTTAAA
GAACCTGTTTAAAATCTTCTGTTTAGATGGGGTCAAAGGAGATTTGEAGATCGGATCA
GGTCCCACAATTTACCAACTTCTGTCCGCTTGTGAGAGTTTTAAGGHABATGACGGACT
ATTCAGATCAAAATCTGCAAGAACTGGAGAAATGGTTAAAGAAAGKBGCATGTICGATTG
GAGCCCAGTTGTGACCTATGTCTGTGATCTTGAAGGAAACCGCGTBBAGAEAAGGAG
GAAAAGCTGCGCCAAGCCGTAAAGCAAGTATTAAAATGTGATGT MUELUTAXCCATTAG
GAGCCGTCCCACTGCCCCCGGCGGATTGTGTATTGTCAACCCTTJGEIAGETTGTCC
TGACTTGCCTACATATTGTCGTGCATTACGCAACTTAGGAAGTTTECCAGSAGGGTTT
CTGGTCATCATGGATGCCTTGAAGTgcTCCTACTACATGATTGGGAABTRCT CAcaTT
TACCTTTGGGCCGTGAAGCCGTAGAAGCGGCCGTAAAGGAGGCGCSETAN GGTT
CGAGGTTATTTCACAGTCCTggAGCTCCACAATGGCAAATYCCGABEGOUGCTGGTT
GCTCGCAAACTGAGTCGTCCTCIOGAGCACCACCACCACCAGKAC
ATGGAGAGTGGATTTACGAGTAAGGACACTTATTTGAGTCATTTTAACGEACEEITAG
AAAAATICTACAAGTTTGGAAGCCGCCATTCAGCAGAATCACAAARRCRELETTTTAAA
GAACCTGTTTAAAATCTTCTGTTTAGATGGGGTCAAAGGAGATTTGEAGATCGGATCA
GGTCCCACAATTTACCAACTTCTGTCCGCTTGTGAGAGTTTTAAGGRBATGACGGACT
ATTCAGATCAAAATCTGCAAGAACTGGAGAAATGGTTAAAGAAAGRBGCATGTICGATTG
GAGCCCAGTTGTGACCTATGTCTGTGATCTTGAAGGAAACCGCGTBBAGEAAAGGAG
GAAAAGCTGCGCCAAGCCGTAAAGCAAGTATTAAAATGTGATGT MELUTAXCCATTAG
GAGCCGTCCCACTGCCCCCGGCGGATTGTGTATTGTCAACCCTTAGEBTAGETTGTCC
TGACTTGCCTACATATTGTCGTGCATTACGCAACTTAGGAAGTTTECTASSAGGGTTT
CTGGTCATCATGGATGCCTTGAAGCOtTCCTACTACATGATTGGGCGAAIAGTCATCTT
TACCTTTGGGCCGTGAAGCCGTAGAAGCGGCCGTAAAGGAGGCGCCAETON GGTT
CGAGGTTATTTCACAGTCCTACAGCTCCACAATGGCAAATAACGAGGTGIIGCTGGTT
GCTCGCAAACTGAGTCGTCCTCIIUGAGCACCACCACCACCATGRC
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Tabelle 13: Enzymsequenzen der untersuchten HalogeihMethyltransferasen. Die DNA-Sequenzen der
Enzyme sind im FASTA-Format dargestellt. Das Stattm (ATG) ist in griin hervorgehoben, der LE-Linkait
anschlieBendem Hjgag in grau dargestellt und das Stoppcodon (TGA) trmarkiert.

Enzym/
ITB-#

DNA-Sequenz

cthHMT/
pITB5717

athHMT/
pITB5720

aclHMT (NSA-
Synthase)/
pITB5722

ATACTTGGTATGGACGCTGATACGGCAAGTTTTTGGGAGGAGAAATABGBGTGCA
GACTGCCTGGGACCGTGGCGGCGTATCACCGGCTTTGGAACATRGABGEET
CACTGAAGCCCGGCCGTATCTTAATTCCAGGTTGCGGATACGGGXILHAEE
TTGGCACGCCGTGGATTCGAAGTTTGGGGCTTGGACATCGCCCTTAIIGLCG
TTTGCAAGAGAAACTGGCTCAGGCAGGTTTAACAGCCCACGTAGAGSGBAGEC
GCACCTGGCAGCCGGAACAACCTTTTGATGCGGTGTATGAACAARETGGECT
TTGAGTCCAGAAGACTGGCCTCGTTATGAGGCACAATTATGCCGTBIGTIAGG
CGGTCGTCTTTTCGCGCTGTGGATGCAGACCGACCGTCCTGGAGGATCATL
GTGGACTTGAAGCCATGCGCGTACTGTTTGCTTTAGAACGTTGGTCGEABGGC
CCACAACGCACTGTACCCCATCCTACTGGTTTTTTTGAGTATGCTGIRXGMBCG
TCTTGTICTGGAACATCATCACCACCATTAA
ATGGCGGAGGAGCAACAAAATTCCGATCAGTCCAATGGTGGTAATGTSAICCCA
CGAGGAAGTAGCAACCTTCTTGCACAAGACAGTCGAGGAGGGCGBBTBEGGA
GGGAGGAGGAAATTACACCATGGGACCAGGGTCGCGCCACGCCEUARTIG
GTGGATACATCAAGTCTTCCCCTTGGCCGCGCATTGGTGCCAGGEIGEGAHTA
CGATGTCGTAGCCATGGCCTCGCCAGAGCGTTTCGTTGTCGGCTIEESEATA
GTGCGCTTGCGAAGGCAAATGAAACATATGGCAGCTCACCTAAASLCITIEALTG
TTTGTCAAAGAGGATGTCTTTACCTGGCGTCCCACCGAATTGTTTAAUTTGA
CTATGTTTTTTTTTGTGCAATTGAGCCGGAAATGCGTCCTGCGTGCGBIIARGT
ATGAGCTTCTGAAACCAGACGGCGAGTTAATCACCCTGATGTACCCGATCAT
GTAGGTGGCCCCCCATACAAGGTAGATGTTAGCACATTCGAGGAABICOTAT
CGGGTTCAAAGCAGTGAGCGTTGAGGAGAACCCTCACGCAAT CT2AETHEARA
AAGAGAAACTTGGTCGCTGGAAAAAAATCAAEAACATCATCACCACCATTAA
ATGICAACGCCCAGTTTAATTCCATCCGGTGTGCACGAAGTATTAGCANEAC
CGGTAACTATGTCGACGGGTGGGCCGAACTGTGGGATAAATCTAAGEIETAR
CATGGGATCGTGGTTTTCCGAACCCTGCGTTGGAAGATACCCTGAATCGAGAC
ATCATCGGAGGTCCCTTGGGCCAAGACGCTCAGGGCAAGACATAMABGCALA
GGTCCCAGGCTGCGGTCGTGGAGTAGATGTGTTGTTATTGGCATURTEXEE
CTTATGGTTTAGAATACTCTGCAACGGCGGTCGATGTATGCCAAGAGERBBG
AACGGGGATCAATATCCTGTACGCGATGCAGAAATCGGCCAGGRCAAGEATET
TCAAGGTGATTTCTTTGAGGACACGTGGCTTGAAAAGCTTAACCTOARC@I T
TCGACGTTATCTACGACTACACGTTCTTCTGTGCATTGAACCCGATTATTCAG
TGGGCTTTGCGCCATACCCAACTTCTTGCCGACTCTCCGCGCGGNEATTAT
GGAGTTTCCCCGCCATAAAGACCCTTCTGTACAGGGGCCACCATGGGGRIAG
AAGCCTACCGCGCCCATCTGTCACATCCAGGGGAGGAAATTCCAIBRUGXIGT
CAATGCCAGTTTGACAGCAGCAAAGCACCCAGTGCGCAGGGCTTEHBSAZGA
TTGGCAACCAGAGCGCACGCATGAAGTAGGGAAAAACGAGAAAGGREEATT
GCGTATCCATCTGGCAGCGTCCTCCCCAAAGTTCTBERIGACATCATCACCACCAT
CATTAA
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bmaHMT/
pITB5721

bxeHMT/
pITB5719

selHMT/
pITB5718

ATGICTACTGTAGCTAATATCGCTCCCGTATTCACGGGCGACTGCAARKINAT C
GCCCGAAGAGTGCGCTACCTTCTTATACAAGGTCGTCAATTCCGGBAGBAGT
GTTGGGTGGAGGAAGTGATCCCGTGGGATCTTGGAGTGCCTACTBTTATAG
CTTGTAAAGAATAACGCCCTGCCAAACGGTAAAGGTCTTGTACCABETG®GGG
CTATGATGTAGTGGCGATGGCAAACCCGGAGCGTTTCATGGTCGRRGTAGTA
AGAATGCTCTTAAGAAGGCCCGTGAAACTTTCTCGACCATGCCTAORETRATIC
AGCTTCGTCAAGGAGGATGTCTTTACCTGGCGTCCAGAGCAACCHTTAIAT
CGACTACGTTTTCTTTTGCGCTATCGACCCCAAAATGCGTCCGGTARMBGGGA
TGTATGAATTACTGAAGCCTGACGGAGAGTTAATCACGTTGATGTHIKIIAMNAC
CATGAGGGAGGACCTCCATTCTCTGTCAGCGAATCCGAGTACGABMAGTB3CC
CTTGGGGTTTAAACAGCTGTCTTTAGAAGACTACAGTGATCTTGCEGITIEN A
AGGGCAAGGAGAAGTTGGCCCGTTGGAAGAAAATCGANGAACCATCATCACCAC
CATCATAA
ATGICCGACCCGACCCAACCTGCCGTTCCAGATTTCGAAACCCGTGATCCCBAT
TGCCTTCTGGGATGAGCGTTTCGAGCGTCGCTTTACACCTTGGGBGCGAGEDC
CTGCGGCTTTTCAGTCTTTTGCAGCGCGCCATTCAGGCGCTGCTBIBTTGST
TGTGGTTCTGCCTATGAGGCCGTGTGGTTAGCCGGGCAGGGAARGUGILIAT
CGATTTTTCACCTGCTGCTGTAGCGGCAGCACATGAACAGTTAGGGBCGCAC
AGTTAGTGGAGCAAGCTGATTTTTTCACGTATGAACCGCCGTTTACRAEIAT T
TATGAGCGCGCATTTCTGTGTGCATTGCCCTTAGCGCGTCGCGCGGBCABTG
CATGGCAGATCTTCTGCCGGGCGGTGCTTTATTAGCCGGCTTTTTGGIGTIAA
CTCCCAAAGGACCACCGTTTGGAATCGAGCGTGCAGAGCTGGACBABTTGA
TACTTCGACCTTATTGAAGACGAGGCAGTCCACGACTCCATCGCGGTEGIEGACG
TGAGCGCTGGTTGACATGGCGCCGCCGUGEGEACATCATCACCACCATTAA

ATCACTAATGCCGTTAACCAAGCTCAATTTTGGGAGCAGCGTTATCAARAXIEHFGG
TCGTTGGGACCTTGGGCAGGCGGCGCCTGTCTGGCGTTCACTT GAZIBATG
CCCCGGCACCTGGTCGCATTGCAGTATTAGGCTGTGGACGCGGTIAGGATA
TTTGCCGAGCAAGGCTTCGAGGTTGTCGGCTTTGACTTTGCGCCATOEGUEC
AGCACAAGCGTTGGCCCAGGGAACTACAGCGCAGTTTCTTCAGOG TGATASIT
TGCCTCAAGAATTCGCGGGTCAGTTCGACACTGTTCTGGAGCATATRGGGTC
ATTGATCCTGACCGCCGTGCCGAGTATGTTGAGGTTGTGCGCCAMMCTTTGA
GGGGTGCCTTCTTGGCTTGTTTTGGTGTCATGATCGTCCGTCCGCTATIGAT
GTTCTTTAACAGAACTGCGCGATCGTTTCGCTCAGGGCTGGCAAGBATNGAA
TCTGTCACAGAATCCGTGGAGGGTCGCCGTGGTGAGGAATACT TIEEEATEG
TCTGGATTGGAACATCATCACCACCATTAA
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8.3 Chemische Synthese von Produktstandards

Alle Chemischen Produktstandards wurden entsprecdem allgemeinen Protokoll (siehe

Kapitel 8.7) synthetisiert.
1,3-Dimethylpyrazol (1a):

Die Reaktion wurde im 0,12 mmol-Maf3stab durchgdfiimd das Rohprodukt wurde mit
kommerziellen Standards verglichen und fur Sel@kitismessungen verwendet. NMR-Daten
wurden vom kommerziellen Standard abgeleNdR-Daten: *H NMR (500 MHz, CDCY)

7.21 (d,J = 2.3 Hz, 1H), 5.99 (d] = 2.3 Hz, 1H), 3.82 (s, 3H), 2.26 (s, 3HC NMR (126
MHz, CDCk) 148.66, 130.71, 105.12, 38.63, 13.59. HRESIMS 91/9765 (berechnet fur
CsHgN2 97.0760).

1,5-Dimethylpyrazol (1b):

Die Reaktion wurde im 0,12 mmol-Maf3stab durchgdfiimd das Rohprodukt wurde mit
kommerziellen Standards verglichen und fur Sel@kitismessungen verwendet. NMR-Daten
wurden vom kommerziellen Standard abgeletdR-Daten: *H NMR (500 MHz, CDCI3)
7.35 (d, J = 1.8 Hz, 1H), 6.00 (d, J = 1.8 Hz, 1B4y8 (s, 3H), 2.27 (s, 3H}*C NMR (126
MHz, CDCI3) 138.28, 138.12, 105.24, 36.13, 11.23. HRESIMS 91/9768 (berechnet flr
CsHsgN2 97.0760).

1,3,4-Trimethylpyrazole (2a), 1,4,5-Trimethylpyrazde (2b):

Die Reaktion wurde im 1,6 mmol-Mal3stab durchgefibds Produktgemisch wurde durch
Séaulenchromatographie gereinigt (3:1 Ethylacetati@exan). Isolierte Ausbeute: 39,99 mg.
Der Produktstandard ist eine Mischung aus 1,3,44 Q#%,5-Trimethylpyrazol (molares
Verhaltnis: 25,5 : 74,5WMR-Daten: *H NMR (500 MHz, CDCI3) 7.20 (s, 1H), 7.02 (s,
1H), 3.75 (s, 3H), 3.73 (s, 3H), 2.16 (s, 3H), 2(443H), 1.96 (s, 3H + 3H}*C NMR (126
MHz, CDCI3) 147.23, 138.30, 135.53, 129.36, 113.96, 113.3611386.36, 11.56, 9.28,
8.82, 8.37. Das NMR-Spektrum von 1,3,4-Trimethyté2pl entspricht der Literatlf®
HRESIMS m/z 111.0936 (berechnet fligHzoN2 111.0917).
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1-Methyl-3-Cyclopropylpyrazol (3a):

Die Reaktion erfolgte im 0,1 mmol-Maf3stab und dasprodukt wurde mit kommerziellen
Standards verglichen und fur Selektivitatsmessungenendet. Die NMR-Daten wurden vom
kommerziellen Standard abgeleitsfVIR-Daten: *H NMR (500 MHz, CDC4) 7,19 (d,J =

2,4 Hz, 1H), 5,86 (d) = 2,5 Hz, 1H), 3,81 (s, 3H), 1,96 — 1,87 (m, 16{92 — 0,85 (m, 2H),
0,72 - 0,66 (m, 2H)%:3C NMR (126 MHz, CDCJ) 155.34, 130.64, 101.77, 38.71, 9.22, 7.96
(2C). HRESIMS m/z 123.0920 (berechnet fitH@N2 123.0917).

1-Methyl-5-Cyclopropylpyrazol (3b):

Die Reaktion wurde im 0,1 mmol-Mal3stab durchgefiumt das Rohprodukt wurde mit
kommerziellen Standards verglichen und fir Selékiismessungen verwendet. Die NMR-
Daten wurden vom kommerziellen Standard abgelditstR-Daten: 'H NMR (500 MHz,
CDCls) 7,33 (d,J=1,8 Hz, 1H), 5,82 (d] = 1,8 Hz, 1H), 3,89 (s, 3H), 1,75 - 1,66 (m, 1H),
1,00 — 0,92 (m, 2H), 0,68 — 0,61 (m, 2M)C NMR (126 MHz, CDG)) 145.08, 137.97,
102.54, 36.33, 6.84 (2C), 6.23. HRESIMS m/z 12300@#rechnet fir 10N> 123.0917).

1-Ethyl-3-Cyclopropylpyrazol (7a):

Die Reaktion wurde im 4,5 mmol-MaRstab durchgefffftt Das Produkt wurde durch
Saulenchromatographie gereinigt (1:1 Ethylacetati@\exan). Isolierte Ausbeute: 7,53 mg
NMR-Daten: *H NMR (500 MHz, CDCJ) J = 2,2 Hz, 1H), 5,85 (d] = 2,5 Hz, 1H), 4,09 (q,
J=7,4Hz, 2H), 1,99 — 1,89 (m, 1H), 1,46t 7,5 Hz, 3H), 0,92 - 0,88 (m, 2H), 0,71 — 0,68
(m, 2H).13C NMR (126 MHz, CDGJ) 155.04, 128.86, 101.23, 46.77, 15.74, 9.30, 20).(
HRESIMS m/z 137.1079 (berechnet flgHz N2 137.1073).

1-Ethyl-5-Cyclopropylpyrazol (7b):

Die Reaktion wurde im 4,5 mmol-MaRstab durchgefffitt Das Produkt wurde durch
Saulenchromatographie gereinigt (1:1 Ethylacetatt@yexan). Isolierte Ausbeute: 20,05 mg.
NMR-Daten: *H NMR (500 MHz, CDCJ) 7,34 (d,J = 2,1 Hz, 1H), 5,80 (dl = 1,8 Hz, 1H),
4,23 (qJ=7,0Hz, 2H), 1,76 — 1,67 (m, 1H), 1,44)t 7,3 Hz, 3H), 0,98 — 0,92 (m, 2H), 0,67
—0,63 (M, 2H)**C NMR (126 MHz, CDCJ) 144.28, 138.02, 102.32, 44.08, 15.52, 6.96 (2C),
6.14. HRESIMS m/z 137.1073 (berechnet fgHCN2 137.1073). Reinheit 56%:36%:9% 1-
Ethyl-5-Cyclopropylpyrazol:Ethylacetat:Cyclohexan.
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1-Propyl-3-Cyclopropylpyrazol (8a):

Die Reaktion wurde im 4,5 mmol-MaRstab durchgefuliff! Das Produkt wurde durch
Saulenchromatographie gereinigt (1:3 Ethylacetatt@yexan). Isolierte Ausbeute: 270,1 mg.
NMR-Daten: 'H NMR (500 MHz, CDCY) 7,22 (d,J = 2,4 Hz, 1H), 5,84 (d] = 1). 9, 1H),
3,98 (t,J = 7,3 Hz, 2H), 1,92 — 1,88 (m, 1H), 1,87 — 1,81 2H), 0,95 — 0,86 (m, 2H und t,
3H), 0. 70 — 0,68 (m, 2H}*C NMR (126 MHz, CDGJ) 155,05, 129,62, 101,01, 53,74, 23,92,
11,31, 9,33, 8,03 (2C). HRESIMS m/z 151.1232 (Hamet flir GH14N2 151.1230). 1-Propyl-
3-Cyclopropylpyrazol ist mit dem Regioisomer 5-Qymiopyl-1-Propylpyrazol im

Molverhaltnis 73:27 kontaminiert.
1-Propyl-5-Cyclopropylpyrazol:

Die Reaktion wurde im 4,5 mmol-MaRstab durchgefulife! Das Produkt wurde durch
Saulenchromatographie gereinigt (1:3 Ethylacetatit@yexan). Isolierte Ausbeute: 28,2 mg
NMR-Daten: *HNMR (500 MHz, CDC$) J=1,9 Hz, 1H), 5,80 (d1= 1,7, 1H), 4,17 — 4,11
(t,J=7,1, 2H), 1,93 - 1,86 (m, 2H), 1,72 (m, 1H),8:90,85 (m, 2H und t, 3H), 0,67 — 0,64
(m, 2H)."3C NMR (126 MHz, CDGJ) 144.78, 138.01, 102.04, 50.79, 23.70, 11.41, 2CJ,
6.27. HRESIMS m/z 151.1231 (berechnet fgHGN2 151.1230)

1-Methyl-3(2-Furyl)Pyrazol (5a):

Die Reaktion wurde im 0,72 mmol-Mal3stab durchgdfiiidas Produkt wurde durch
Séaulenchromatographie gereinigt (1:9 Ethylacetati@exan). Isolierte Ausbeute: 13,63 mg
NMR-Daten: *H NMR (500 MHz, CDCY) 7,43 (dJ=1,9 Hz, 1H), 7,34 (dl = 2,4 Hz, 1H),
6,62 (d,J = 3,3 Hz, 1H), 6,45 (d] = 2,5 Hz, 1H), 6,44 (ddl = 3,3, 1,9 Hz, 1H), 3,93 (s, 3H).
13C NMR (126 MHz, CDGJ) 149.08, 144.13, 141.73, 131.18, 111.32, 105.39,8H) 39.16.
HRESIMS m/z 149.0719 (berechnet flgHsN2O 149.0709).

1-Methyl-5(2-Furyl)Pyrazol (5b):

Die Reaktion wurde im 0,72 mmol-Mal3stab durchgdfiivas Produkt wurde durch
Saulenchromatographie gereinigt (1:9 Ethylacetat@\exan). Isolierte Ausbeute: 85,5 mg.
NMR-Daten: *H NMR (500 MHz, CDCJ) 7,51 (dJ=1,9 Hz, 1H), 7,45 (dl = 1,9 Hz, 1H),
6,55 (d,J = 3,4 Hz, 1H), 6,50 (ddl = 3,1, 1,8 Hz, 1H), 6,47 (d,= 1,9 Hz, 1H), 4,05 (s, 3H).
13C NMR (126 MHz, CDGJ) 145.13, 142.70, 138.55, 134.15, 111.53, 108.43,11) 38.72.
Die NMR-Daten entsprechen der Literafiifl HRESIMS m/z 149.0715 (berechnet fiir
CsHsN20 149.0709).
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1-Methyl-3(2-Fluorphenyl)pyrazol (5a):

Die Reaktion wurde im 0,6 mmol-Mal3stab durchgefibas Produktgemisch wurde durch
Saulenchromatographie gereinigt (1:9 Ethylacetatt@yexan). Isolierte Ausbeute: 19,95 mg.
NMR-Daten: *H NMR (500 MHz, CDCJ) 7,97 (tdJ=7,7, 1,9 Hz, 1H), 7,40 (d,= 2,5 Hz,
1H), 7,30 — 7,21 (m, 1H), 7,17 @= 7,5 Hz, 1H), 7,11 (dd} = 11,5, 8,2 Hz, 1H), 6,69 (dd,
=4,0, 2,2 Hz, 1H), 3,96 (s, 3HYC NMR (126 MHz, CDCI3) 161.14, 159.15, 146.20, 131.20,
128.95, 128.42, 124.31, 121.55, 121.45, 116.05,580639.21. HRESIMS m/z 177.0823
(berechnet fur @HoF1N2 177.0823).

1-Methyl-5(2-Fluorphenyl)pyrazol (5b):

Die Reaktion wurde im 0,6 mmol-MalR3stab durchgefiibdas Produktgemisch wurde durch
Saulenchromatographie gereinigt (1:9 Ethylacetatt@yexan). Isolierte Ausbeute: 70,92 mg.
Produktstandard ist eine Mischung aus 1-Methyl-8d d-Methyl-5(Fluorphenyl)-Pyrazol
(Molarverhaltnis 76 : 24). HRESIMS m/z 177.0826rdmhnet fir GHoF1N2 177.0823).

1,5-Dimethyl-4-phenylpyrazol (6b):

Die Reaktion wurde im 0,63 mmol-Mal3stab durchgedfulas Produkt wurde durch
Saulenchromatographie gereinigt (1:9 Ethylacetat@\yexan). Isolierte Ausbeute: 6,34 mg.
NMR-Daten: *H NMR (500 MHz, CDC4) 7,56 (s, 1H), 7,44 — 7,33 (m, 4H), 7,30 — 7,22 (m,
1H), 3,85 (s, 3H), 2,38 (s, 3HFC NMR (126 MHz, CDGJ)) 137.37, 135.19, 134.13, 128.77,
127.85, 126.23, 120.95, 36.65, 10.51. HRESIMS n¥3.1073 (berechnet fir 1@412N>
173.1073). Reinheit: Die Probe enthélt 90,8% 1,6&hyl-4-Phenylpyrazol und 9,2% 1,3-
Dimethyl-4-Phenylpyrazol.

1,3-Dimethyl-4-phenylpyrazol (6a):

Die Reaktion wurde auf 0,63 mmol-Maf3stab durchgefiibas Produktgemisch wurde durch
Saulenchromatographie gereinigt (1:9 Ethylacetatt@yexan). Isolierte Ausbeute: 65,37 mg.
Produktstandard ist eine Mischung aus 1,3-Dimethyld 1,5-Dimethyl-4-Phenylpyrazol
(molares Verhaltnis 42 : 58). HRESIMS m/z 173.1(&rechnet fir GH1oN> 173.1073).
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8.4 NMR-Analyse der enzymatischen  Methylierung von  3-
Cyclopropylpyrazol mit lodmethan im praparativen Maf3stab (1,0

mmol)
1-Methyl-5-Cyclopropylpyrazol (3b):?%l

NMR-Daten: *H NMR (500 MHz, CDC4) 7.33 (dJ = 1.8 Hz, 1H), 5.82 (dl = 1.7 Hz, 1H),
3.89 (s, 3H), 1.71 (m, 1H), 0.96 (m, 2H), 0.65 2H). *C NMR (126 MHz, CDGJ) 144.96,
137.84, 102.41, 36.18, 6.71 (2C), 6.10. Die NMRebaentsprechen dem kommerziellen
Standard. Isolierte Ausbeute: 44.0 mg (37.3%).



