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DNA-enkodierte  chemische  Bibliotheken
(DELs) dienen der schnellen und effizienten
|dentifizierung von kleinen Molekulen, die an
biologisch oder pharmazeutisch relevante
Zielproteine binden. Fur den Aufbau von DELs
mussen die beteiligten Reaktionen DNA-kom-
patibel sein, da die Bibliotheken ohne intakten
DNA-Barcode nicht eingesetzt werden kon-
nen. Fur die Bildung von Amiden im DEL-Kon-
text sind die derzeit verwendeten chemischen
Reaktionen in Teilen ineffizient, da sie unter
anderem durch eine schlechte Atomokonomie
und geringe DNA-Ausbeuten gekennzeichnet
sein konnen. Enzymatische Methoden zum
Aufbau von DELs sind aufgrund ihrer gros-
sen Spezifitdt sowie der eingesetzten milden
Reaktionsbedingungen eine vielversprechen-
de Alternative zu den etablierten chemischen
Methoden. Enzyme konnten es ermdglichen,
Amid-Bindungen in Zukunft effizient und ohne
Beschadigung des DNA-Barcodes herzu-
stellen.

In dieser Arbeit wurden Amid-formende Enzy-
me in verschiedenen Kombinationen getes-
tet, um ihr Substrat-Spektrum zu erkunden.
Ein vielversprechendes Enzym wurde fur die
weitere Optimierung via Enzyme Engineering
ausgewahlt, um die Aktivitat fur ein DNA-mar-
kiertes Substratmolekul zu erhdhen.

Durch in silico-Analysen wurden relevante
Aminosauren identifiziert und mittels Satti-
gungsmutagenese modifiziert. Auf diese Wei-
se wurden hunderte verschiedener Enzym-
Varianten molekularbiologisch generiert und
in E. coli exprimiert. Die Aktivitat der Varian-
ten wurde nach in vitro-Biokatalysen mittels
HPLC-MS in geklarten Zell-Lysaten bestimmt.
Die besten Varianten wurden anschliessend
mittels Affinitdtschromatographie aufgereinigt
und die Aktivitat abschliessend bei genau defi-
nierten Enzymkonzentrationen bestimmt.
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Abb. 1: Reaktionsschema zur enzymatischen Herstellung von Amiden





