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phor-Biosynthese als semi-natürliche Kaska-
de einsetzen. Unser Ziel war es, das Poten zial 
von NMOs im Zusammenspiel von Kofaktor-
regeneration und weiteren Enzymen zu erfor-
schen und erste Schritte in Richtung ihrer 
biotechnologischen Nutzung zu gehen. Es 
sollten die Rahmenbedingungen für erfolg-
reiche N-Hydroxylierungen abgesteckt und 
geeignete Systeme für die Substratbereitstel-
lung mittels Aminosäure-Decarboxylasen 
sowie zur Regeneration von Kofaktoren 
gefunden werden.

N-Hydroxylierung: N-Hydroxylase und 
NADPH-Regeneration
NMOs (EC 1.14.13.B10) [4] gehören zu den 
Flavin-abhängigen Enzymen mit einem 
engen Substratspektrum [5]. Sie spielen eine 
Rolle in der Siderophor-Synthese von Bakte-
rien und Pilzen sowie in der Immunantwort 
von Pfl anzen [6]. Traditionell setzen sie Ami-
nosäuren wie Lysin und Ornithin, aber auch 
die Diamine Cadaverin und Putrescin, mit 
Sauerstoff um. Die für die Reaktion benötig-
ten Redoxäquivalente werden durch Niko-
tinamidadenindinukleotide (NAD(P)H) 
bereitgestellt. Mithilfe von NAD(P)H redu-
ziert die NMO Flavinadenindinukleotid 
(FAD), so erzeugtes FADH2 kann zum Umsatz 
des terminalen Amins mit Sauerstoff unter 
Generierung von Wasser verwendet werden. 
Aus vorläufi gen Studien zur Aktivität zweier 
NMOs – TheA aus Thermocrispum agreste [7] 
und GorA aus Gordonia rubripertincta [2] – 
wurde GorA als geeigneter Katalysator für 
die Umwandlung von Putrescin in N-Hydro-
xyputrescin identifi ziert. Das Enzym konnte 
durch rekombinante Expression aus Escheri-
chia coli und Aufreinigung über Nickel-
Affi nitätschromatographie gewonnen werden.

Für biotechnologische Ansätze muss ein 
Regenerationssystem für das NADPH/
NADP+-Redoxpaar eingesetzt werden, das 
mit den anderen Schritten der Kaskade kom-
patibel ist. Formiatdehydrogenase (FDH) ist 
grundsätzlich geeignet für die Bereitstellung 
von reduziertem NADH zur Aktivierung von 
FAD (Abb. 1). In unseren Studien nutzten wir 
nun eine Variante der FDH aus Candida 
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ó Aminosäuren mit einer ω-Aminoseiten-
kette, wie Ornithin (Orn) und Lysin (Lys), 
stellen Rohstoffquellen für funktionalisierte 
aliphatische Diamine dar. Durch Decarboxy-
lierung können die Diamine Putrescin (Put, 
1,4-Butandiamin) aus Ornithin und Cada-
verin (Cad, 1,5-Pentandiamin) aus Lysin 
generiert werden [1]. Aminosäure-Decarb-
oxylasen können hierbei ausgezeichnete Aus-
beuten erwirken. Eine selektive Monofunk-
tionalisierung von nur einer Aminogruppe 
im Anschluss stellt eine weit größere Heraus-
forderung dar. Mit einer N-hydroxylierenden 
Monooxygenase (NMO) ist es z. B. möglich, 

eine der beiden terminalen Aminofunktionen 
zu hydroxylieren [2] und so eine Grundche-
mikalie für weitere Anwendungen, etwa der 
Herstellung von Hydroxytriazenen mit biolo-
gischer Aktivität, zu erhalten [3].

Die hohe Substratselektivität und eine 
geringe Aktivität der genannten Enzyme 
waren bisher Hürden für Anwendungen. 
Actinobakterien setzen NMOs in ihrer Side-
rophor-Biosynthese ein, die eine gewisse 
Promiskuität im Substratspektrum bei ver-
gleichsweise hohen Aktivitäten aufzeigen 
[2]. Diese Enzymklasse wollten wir nutzbar 
machen und erstmals den Teil der Sidero-

Biokatalyse

N-Hydroxydiamine – vielseitige Bausteine 
für Wirkstoffsynthesen

˚ Abb. 1: Enzymkaskade zu Herstellung von N-Hydroxydiaminen. Ornithin und Lysin können mit 
Lysindecarboxylasen (LDCs) und N-hydroxylierenden Monooxygenasen (NMOs) über α,ω-Diamine 
zu N-Hydroxydiaminen umgesetzt werden. Die NMO ist FAD-abhängig, was mithilfe von NADPH 
regeneriert wird. Letzteres wird durch Formiatdehydrogenase (FDH) unter Verbrauch von Formiat 
bereitgestellt.
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ein kolorimetrischer Test mit 2,4,6-Trinitro-
benzolsulfonsäure (TNBS) im 96-Well-Format 
etabliert (Abb. 2C, D, [10, 11]). Dank der 
unterschiedlichen Löslichkeit von TNB-Ami-
nosäure- und TNB-Diamin-Addukten in 
Toluol lassen sich die intensiv gelb gefärbten 
TNB-Diamin-Addukte photometrisch in Tolu-
ol nachweisen, während TNB-Aminosäure-
Addukte wasserlöslich sind.

Basierend auf initialen Produktbildungsra-
ten gegenüber Lysin wurde CadA für die Kas-
kade gewählt, da es unter Standardbedingun-
gen die höchste Umsatzrate (135 U/mg) 
zeigte. Um die Decarboxylierung in der 
Enzymkaskade ablaufen zu lassen, wurde die 
Aktivität von CadA unter verschiedenen 
Reaktionsbedingungen untersucht (Abb. 3C). 
Die Variation von Medium und Salzkonzent-
ration brachte eine Reduzierung der Enzym-
leistung mit sich, trotzdem konnten Aktivi-
täten von 48 U/mg unter Kaskadenbedingun-
gen erreicht werden.

Drei-Enzym-Kaskade: von der 
Aminosäure zum N-Hydroxydiamin
Schließlich wurden erste Reaktionen im Kas-
kadenansatz realisiert (Abb. 3D). Aufgrund 
der vorher für alle Teilschritte gefundenen 
Bedingungen erwies es sich als sinnvoll, die 
zwei enzymatischen Schritte sequenziell zu 
betreiben. Auf diese Weise konnte der für die 
Decarboxylierung nachteilige, für die 

gefunden. Um im GorA/CboFDH-System eine 
möglichst effi ziente Bereitstellung von FADH2 
zu gewährleisten, wird CboFDH im Überschuss 
eingesetzt. Im zeitlichen Verlauf kann so nach 
einer anfänglichen Nettoreduktion von zuge-
fügtem NADPH (Sättigung von GorA mit Sub-
strat) eine graduelle Anreicherung des redu-
zierten Kofaktors erreicht und das kontinuier-
liche Betreiben der Hydroxylierungsreaktion 
sichergestellt werden. Der entsprechende 
charakteristische Verlauf des NADPH-Tests 
wies auf eine intakte Enzymkaskade hin 
(Abb. 2C: typischer Reaktionsverlauf). Weiter-
hin wurde die Bildung von N-Hydroxyputres-
cin mithilfe von Flüssigchromatographie/
Massenspektrometrie(LC/MS)-Analytik nach-
gewiesen.

Decarboxylierung: Diamine durch 
Lysindecarboxylasen
Um Substrate für die N-Hydroxylierung 
bereitzustellen, wurden vier bekannte Lysin-
decarboxylasen (LDCs; EC 4.1.1.18) auf ihre 
Aktivität gegenüber Lysin und Ornithin 
untersucht: DAD_Ps aus Pimelobacter sim-
plex, GorB aus G. rubripertincta CWB2, CadA 
aus Escherichia coli K12 AG1 und LdcC aus 
E. coli BL21(DE3). Alle Enzyme konnten in E. 
coli produziert und nach Nickel-Affi nitäts-
chromatographie erfolgreich isoliert werden.

Für eine einfache und schnelle Bestim-
mung der Decarboxylierungsaktivität wurde 

 boidinii (CboFDH D195Q/Y196H) [8, 9]. Die 
Wildtyp-CboFDH ist inaktiv gegenüber 
NADP+, die hier genutzte Variante kann hin-
gegen beide Nicotinamid-Kofaktoren umset-
zen. Auch wenn die FDH-Variante weniger 
aktiv gegenüber NADP+ als gegenüber NAD+ 
ist (spezifi sche Aktivitäten von 0,64 ± 0,03 
U · mg–1 versus 1,03 ± 0,05 U · mg–1), kann 
hiermit ein hinreichend effi zientes Regenera-
tionssystem für die gewünschte Anwendung 
bereitgestellt werden.

Zur Etablierung der N-Hydroxylierung von 
Putrescin zu N-Hydroxyputrescin wurde ein 
einfach durchzuführendes Testsystem genutzt. 
Initiale Aktivitätsbestimmungen wurden 
durchgeführt, indem die Konzentration von 
NADPH spektrophotometrisch bei 340 Nano-
meter verfolgt wurde: Für die NMO-Teilreak-
tion wurde die Abnahme, für die FDH-Teilre-
aktion die Zunahme an NADPH in der Reak-
tionslösung beobachtet (Abb. 2A–C). Zunächst 
wurden verschiedene Reaktionsbedingungen 
für beide Enzyme unabhängig untersucht. 
Besonderes Augenmerk lag auf der Kompati-
bilität der Bedingungen für GorA und die 
CboFDH-Variante. Hierfür wurde der Einfl uss 
des am pH-Optimum von GorA (pH 8) einge-
setzten Puffers sowie der Zusatz von Salzen als 
Stabilisatoren variiert (Abb. 3A, B). Als geeig-
nete Kaskadenbedingungen wurden 50 mM 
HEPES-Puffer (pH 8,0) mit einem erhöhten 
Salzgehalt (50 mM NaCl und 125 mM Formiat) 

˚ Abb. 2: UV-Vis-basierte Methoden für die Kaskadenentwicklung. A–C, NADPH-Bildung. NADP+ und NADPH haben defi nierte UV-Vis-Spektren (A). 
Die Konzentration von NADPH kann bei 340 nm in operando verfolgt werden (B, C). NMO: N-hydroxylierende Monooxygenase; FDH: Formiatdehydro-
genase. D, E, TNBS-Test. Reaktion der zwei Analyten Aminosäure und Diamin mit 2,4,6-Trinitrobenzolsulfonsäure (TNBS; D) und Verfolgen der Diamin-
bildung in der organischen Phase (E).
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kalien funktionalisiert werden. Erste Versu-
che zur chemischen Kopplung eines Diazoni-
umsalzes führten erfolgreich zu Hydroxytri-
azenen und eröffnen eine weite Bandbreite 
an Möglichkeiten, N-Hydroxydiamine als 
wertvolle Ausgangsstoffe in verschiedenen 
Wertschöpfungsketten zu nutzen, z. B. für 
Komponenten mit antimikrobieller Wirkung.
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Hydroxylierung aber nötige hohe Salzgehalt 
im ersten Teil vermieden und eine effi ziente 
Bereitstellung des Intermediats Putrescin 
gewährleistet werden. Durch Verfolgen des 
NADPH-Gehalts in der Reaktion wurde die 
Enzymaktivität nachgewiesen. Kontrollen 
ohne CadA schlossen ein falsch-positives 
Ergebnis aufgrund von Aminosäurehydroxy-
lierung oder Entkopplung der NADPH-Bil-
dung durch Anwesenheit der Decarboxylase 
aus.

Nächste Schritte zu Feinchemikalien
Die von uns im Enzymkaskadenansatz her-
gestellten hydroxylierten Diamine können in 
weiteren Schritten zu wertvollen Feinchemi-

˚ Abb. 3: Spezifi sche Aktivität der Enzymsysteme. A, Aktivität der N-hydroxylierenden Mono-
oxygenase (NMO): GorA. B, Formiatdehydrogenase(FDH)-Aktivität: CboFDH, beides mit NADPH-
Assay. C, Lysindecarboxylase(LDC)-Aktivität: CadA mit TNBS-Test (TNBS: 2,4,6-Trinitrobenzol-
sulfonsäure). D, Aktivität der Enzyme unter Kaskadenbedingungen (HEPES-Puffer, 50 mM, pH 8; 
50 mM NaCl; 125 mM Formiat; 10 mM Aminosäure). Puffer: Kaliumphosphat (KP), Ammonium-
carbonat (AC) und HEPES, Salze: Natriumformiat (HCOONa) und NaCl.
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