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Bioorganische Chemie an der Heinrich-Heine-Universität 
im Forschungszentrum Jülich

Flavin-abhängige Halogenasen  
zur Derivatisierung von Naturstoffen

Jan Gebauer

Halogene finden sich in rund 8000 Naturstoffen und sind in 40 % der Synthesen von Arznei-
mitteln oder deren Endprodukten vorhanden. Als Bestandteil von Wirkstoffen inhibieren sie  
beispielsweise durch ihre Größe oder Wechselwirkungen Enzymzentren oder blockieren die  
Abbaupositionen des Wirkstoffs bei der Leberoxidation. 

Im Vergleich zur chemischen Halogenierung bietet der enzymatische Halogeneinbau einige  
Vorteile. So kann einerseits durch die Verwendung von handelsüblichem Kochsalz als Quelle  
für Chlorid-Ionen der energieintensive Chloralkali-Prozess umgangen werden. Andererseits  
ermöglicht die Biokatalyse bei der Umsetzung von Aromaten, die häufig mehrere konkurrierende  
Reaktionspositionen aufweisen, eine gezielte, regioselektive Halogenierung und reduziert somit 
die Anzahl von Nebenprodukten. 

Diese Arbeit legt den Fokus vorrangig auf die Gruppe der Flavin-abhängigen Halogenasen  
(Fl-Hal) für die Chlorierung von Pyrrol-Strukturen. Dafür wurden Flavinreduktasen zur Bereitstel-
lung von FADH2 sowie ein Cofaktor-Recycling-System basierend auf der Glucose-Dehydrogenase 
(GDH) eingesetzt. Schwerpunkt der Untersuchungen ist die Charakterisierung der Halogenase 
PrnC aus der Pyrrolnitrin-Biosynthese. Außerdem wurden das gesamte Biosynthese-Cluster von 
Pyrrolnitrin im heterologen Stamm Pseudomonas putida KT2440 sowie die Pyrrol-Halogenase 
PltA aus der Pyoluteorin-Biosynthese untersucht, beide mit dem Ziel der Derivatisierung von 
Prodigininen. Weiterhin wurden putative Halogenasen aus Pseudoalteromonas sp. NC201 und 
Pseudoalteromonas gelatinilytica NH153 anhand von BLAST-Daten identifiziert und ausgewählt. 
Auf Grundlage der Ergebnisse zu PrnC und der putativen Halogenase NH153 wurde das chimäre 
Enzym NHprnC als Strategie zur Enzymoptimierung konzipiert. Ergänzend wurden die in der  
Literatur beschriebenen Halogenasen PrnA für Tryptophan und RadH für Phenol-Strukturen be-
reitgestellt, um das Enzymportfolio zu erweitern und alle drei Substratgruppen Pyrrole, Indole 
und Phenole vollständig abzudecken. 
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Wenn an manchen Tagen alles so erschien, als gäbe es kein Ende und mich fast der Mut 
und das Durchhaltevermögen verließen, dann halfen mir folgende Liedtextzeilen immer 
wieder nicht aufzugeben.

„Don't lose your way

With each passing day

You've come so far

Don't throw it away

Live believing

Dreams are for weaving

Wonders are waiting to start

Live your story

Faith, hope and glory

Hold to the truth in your heart

If we hold on together

I know our dreams will never die

Dreams see us through to forever

Where clouds roll by

For you and I“

„Verlier‘ nicht deinen Weg

Mit jedem Tag, der vergeht

Du bist so weit gekommen

Wirf das nicht weg

Leb‘ den Glauben (daran)

Träume sind zum Weben

Wunder die warten auf dich

Leb‘ deine Geschichte 

Vertrau‘n, Hoffnung und Glorie

Halt‘ fest an der Wahrheit in deinem Herzen 

Wenn wir gemeinsam durchhalten 

weiß ich, uns‘re Träume sterben nie

Träume begleiten uns bis in die Ewigkeit

Wo die Wolken vorbeiziehen 

Für dich und mich“

– Diana Ross (1988)

If We Hold on Together

aus dem Film „The Land Before Time“

Songwriters: James Horner & Will Jennings

Frei übersetzt von Jan Gebauer



IV

Teile dieser Arbeit wurden zuvor in wissenschaftlichen Fachzeitschriften veröffentlicht 
oder auf wissenschaftlichen Konferenzen vorgestellt.
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Institutes of Health R01-GM129325 und dem Office of Cyber Infrastructure and 
Computational Biology, National Institute of Allergy and Infectious Diseases.

Sofern keine Strukturen in der PDB vorhanden waren, erfolgte das Modelling mittels 
Phyre2 (Protein Homology/analogY Recognition Engine V 2.0). Hintergrundinformationen 
finden sich in der Publikation „The Phyre2 web portal for protein modeling, prediction and 
analysis Kelley LA et al. Nature Protocols 10, 845-858 (2015)“.[1]

Die Analyse von Biosynthese-Clustern erfolgte mit antiSMASH. Nähere Informationen 
finden sich in der Publikation “antiSMASH 7.0: new and improved predictions for 
detection, regulation, chemical structures, and visualization Blin et al. Nucleic Acids 
Research (2023)“.[2]

Sequenz-Vergleiche und Alignments wurden mittels Clustal Omega durchgeführt. 
Näheres zum Verfahren findet sich in der Publikation „Search and sequence analysis 
tools services from EMBL-EBI in 2022“.[3]

Die Darstellung der Abbildungen zu PrnF (Abbildung 20) und VirX1 (Abbildung 29)
erfolgte mit Erlaubnis und Lizenz der Journale (Copyright Clearance Center's RightsLink®

Service Lizenz-Nummern: 5736470640813 und 5734091244475).

Für vereinzelte Formulierungen erfolgte die Zuhilfenahme von Online-Programmen. So 
wurden teilweise der Übersetzer der DeepL SE oder künstliche Intelligenz wie ChatGPT
von OpenAI für den besseren Ausdruck verwendet. Die Nutzung dieser Programme hatte 
keinen Einfluss auf den Inhalt und diente nur als ästhetische Korrektur der vorliegenden 
Arbeit.



Abkürzungsverzeichnis

XV

3. ABKÜRZUNGSVERZEICHNIS

Abkürzung deutsch englisch
% (v/v) volume per volume

% (w/v) weight per volume

5’–FDA 5’-Fluor-5’-desoxyadenosin

ACN, MeCN Acetonitril, Methylcyanid

ACN[4] anthranilate catabolism negative

ACP acyl carrier protein

ADP Adenosindiphosphat

αKG alpha-Ketoglutarat

AMP Adenosinmonophosphat

APPA Aminophenylpyrrol-Alkaloide

APS Ammoniumpersulfat

Äq. Äquivalente

Ar Aryl

ATCC American Type Culture Collection

AU absorbance unit

BBE berberine bridge enzyme

BL914[5] Boden der "Texas Blackland Prairies" (Hill County/ "Houston black clay" Williamson 
County)

BLAST Basic Local Alignment Search Tool

BMP bromierte marine Pyrrole/Phenole

bp Basenpaar

BuLi Butyllithium

c concentration

CATH Class Architecture Topology/Fold 
Homologous superfamily

CDW Cell dry weight

CFE Cell-free extract

CoA Coenzym A

combiCLEAs combined cross-linked enzyme aggregates

CPO Chlorperoxidase

CRS Cofaktor-Recycling/Regenerations-
System

CuAAC Kupfer-(I)-katalysierte azide-alkyne (Huisgen) cycloaddition als Variante der Click-
Chemie
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Abkürzung deutsch englisch
C–X Kohlenstoff-Halogen-Bindung

C–Y Kohlenstoff-Heteroatom-Bindung

CYP Cytochrom-P450-Monooxygenase

dest. destilliert, demineralisiert

DMSO Dimethylsulfoxid

dNTP Desoxyribonucleosidtriphosphat

DoE design of experiment

DIPA Diisopropylamin

DTT Dithiothreitol

EC enzyme class

EFSA European Food Safety Authority 

EtOAc, EE Ethylacetat, Essigsäureethylester

F420 Faktor 420

FAD Flavin-Adenin-Dinucleotid

FAS Fettsäuresynthase

Fl-Hal Flavin-abhängie Halogenasen

Fl-MOG (FMO) Flavin-abhängie Monooxygenasen

FlRed/ Fl-R Flavinreduktase

FMN Flavinmononucleotid

FO Faktor O

FP-R Falvoprotein-Reduktase

fw forward

GC-MS Gaschromatographie mit 
Massenspektrometer

GR Glutathionreduktase

GTP Guanosintriphosphat

HB Hydroxybenzoat

HBB Wasserstoffbrückenbindungen 

HOX Hypohalogensäure

HPAH Hydroxyphenylacetat-Hydroxylase 

HPLC high performance liquid chromatography

HPO Haloperoxidasen

IMAC Immobilisierte Metall(ionen/chelat)-
Affinitätschromatographie

IPTG Isopropyl-β-D-thiogalactopyranosid

IS interner Standard
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Abkürzung deutsch englisch
kcat Wechselzahl

KM Michaelis-Konstante

KPi Kalium-Phosphat-Puffer

KSAT Ketosynthase-Acyltransferase

–L Ligand

LB lysogeny broth

LC liquid chromatography

LV Leervektor 

MAO Monoamin-Oxidase

MAP 2-Methyl-3-amylpyrrol 

MBC 4-Methoxy-2,2′-bipyrrol-5-carbaldehyd 

mCPBA meta-Chlorperbenzoesäure 

MD molecular dynamics

MES 2-(N-Morpholino)ethansulfonsäure

MOPS 3-(N-Morpholino)propansulfonsäure

M–R Metall-Kohlenstoff-Bindung

mRNA messenger ribonucleic acid

NAD(P) (phosphoryliertes) Nicotin(säure)amid-
Dinucleotid

NCS– Isothiocyanat

NHFe nicht-Häm-Eisen

NMR nuclear magnetic resonance

NRPS nicht-ribosomale Peptidsynthetase

Nu(H) (protoniertes) Nukleophil

NXS N-halogenierte (X) Succinimide
(B = Brom, C = Chlor, I = Iod)

OD optische Dichte

P450R/CPR Cytochrom-P450-Reduktase

PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese

PAMO Phenylaceton-Monooxygenase

PCMH para-Kresol-Methylhydroxylase

PCP peptidyl carrier protein

PCR polymerase chain reaction

PDB Protein Data Bank

PHBH para-Hydroxybenzoat-Hydroxylase 

Pi inorganic phosphate
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Abkürzung deutsch englisch
PKS Polyketidsynthase

PPi Pyrophosphat

PRN Pyrrolnitrin

–R organischer Rest

R2 Bestimmtheitsmaß, 
Determinationskoeffizient

rcf relative centrifugal force (x g)

Redox Reduktion und Oxidation

rpm revolutions per minute

RT Raumtemperatur

rv reverse

SAM(+) (kationisches) S-Adenosyl-L-Methionin 

SDS sodium dodecylsulfate

SEC size-exclusion chromatography

SiR Sulfit-Reduktase

SMO Styrol-Monooxygenase

SN2 nukleophile Substitution 2. Ordnung 

SNAc N-Acetylcysteamin 

SSN sequence similarity network

TB terrific broth

TBAF Tetrabutylammoniumfluorid

TEMED N,N,N‘,N‘-Tetramethylethylendiamin

THF Tetrahydrofuran

TIM Triosephosphat-Isomerase

TIPS Triisopropylsilyl-Gruppe

TRIS Tris(hydroxymethyl)aminomethan

Trp Tryptophan

VAO Vanillylalkohol-Oxidase

V-HPO Vanadium-abhängige Haloperoxidase

δ Ladungspole, Polarisation entlang einer 
Sigma-Bindung
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4. ZUSAMMENFASSUNG

Das Ziel dieser Arbeit lässt sich prinzipiell nach zwei Gesichtspunkten unterteilen. 
Einerseits die Etablierung von halogenierenden Enzymen und andererseits die 
Perspektive der Derivatisierung von Naturstoffen mit dem Fokus auf Prodigiosin. Doch 
welche Rolle spielen Halogene in chemischen Strukturen und warum ist die
enzymatische Funktionalisierung eine Alternative?
Halogene kommen in etwa 8000 Naturstoffen vor und im Produktionsprozess von 
Medikamenten treten sie mit 40 % entweder in der Synthese oder dem finalen Produkt 
auf. Die Funktion in der finalen Struktur beinhaltet das Blocken von aktiven Zentren in 
Enzymen oder Abbaupositionen der Wirkstoffe bei der Oxidation in der Leber. Der Vorteil 
der enzymatischen Halogenierung liegt in der Verfügbarkeit des Halogensubstrats, der 
Umweltverträglichkeit, sowie der Selektivität. Im Vergleich zur chemischen 
Halogenierung stammen die reaktiven Spezies nicht aus der Bereitstellung von 
molekularem Brom oder Chlor über bspw. dem Chloralkali-Prozess, sondern sind 
natürlichen Ursprungs wie das Speise- bzw. Tafelsalz im Falle der Chlorierung. Die 
direkte Nutzung von Chlorid-Ionen umgeht energieintensive Prozesse und stellt durch 
seine Abundanz eine hohe Verfügbarkeit dar. In der Funktionalisierung von Aromaten als 
sehr elektronenreiche Moleküle gibt es häufig eine Konkurrenz verschiedener 
nukleophiler Positionen. Die Biokatalyse ermöglicht hierfür die stereoselektive 
Halogenierung und reduziert dadurch die Anzahl von Nebenprodukten.

Um all diese Vorteile zu nutzen, erfolgte in dieser Arbeit eine Auswahl von Flavin-
abhängigen Halogenasen (Fl-Hal) für die Chlorierung von Pyrrol-Strukturmotiven. Hierzu 
wurden Flavinreduktasen zur Bereitstellung von reduziertem FADH2 untersucht, sowie 
ein Cofaktor-Recycling-System (CRS) in Form der Glucose-Dehydrogenase (GDH) 
genutzt. Schwerpunkt der Arbeit ist die Halogenase PrnC aus der Biosynthese von 
Pyrrolnitrin (PRN). Zusätzlich wurde das ganze Biosynthese-Cluster im Stamm 
Pseudomonas putida KT2440 bereitgestellt und die Halogenase PltA aus der 
Biosynthese von Pyoluteorin produziert. Für beide Enzyme ist das Ziel die Derivatisierung 
von Prodigininen. In einem weiteren Schritt erfolgte die Untersuchung der putativen
Halogenasen aus den Stämmen Pseudoalteromonas sp. NC201 und 
Pseudoalteromonas gelatinilytica NH153, welche basierend auf einer BLAST search
ausgewählt wurden. Im Zuge der Ergebnisse wurde ein chimäres Enzym durch die Fusion 
des N-terminalen Bereichs von NH153 und der C-terminalen Sequenz von PrnC 
konzipiert und als NHprnC produziert. Die Bereitstellung der literaturbekannten 
Tryptophan-Halogenase PrnA und Phenol-Halogenase RadH erweitern das Portfolio
halogenierender Enzyme. 

Für die Reduktion von FAD wurden die drei am häufigsten mit Fl-Hals in der Literatur 
genutzten Reduktasen untersucht. Während die Produktion der Reduktase Fre nicht 
erfolgreich war, konnte die Reduktase SsuE in Escherichia coli Tuner (DE3) als aktives 
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Enzym im Lysat mit einer volumetrischen Aktivität für FAD und NADH von 
174 ± 34 mU/mL bereitgestellt werden. Eine Reinigung zu aktivem Enzym blieb erfolglos. 
Die Reduktase PrnF aus dem Biosyntheseweg von PRN konnte in E. coli BL21 (DE3) 
löslich und aktiv produziert werden und lieferte etwa 155 mg Protein aus einem Liter 
Kultur. Mit einer volumetrischen Aktivität von 197 ± 21 U/mL bzw. spezifischen Aktivität 
von 71.4 ± 7.7 U/mg ergibt sich eine Wechselzahl kcat von 25 ± 3 s-1. Für die Bereitstellung 
eines Cofaktorrecyclingsystems (CRS) zur Regeneration von NADH wurde die
Glukosedehydrogenase (GDH) aus B. subtilis mit einer volumetrischen Aktivität von 
184.7 ± 4.8 U/mL eingesetzt.

Die Produktion von PrnC erfolgte analog zu anderen Halogenasen bei 15 °C im Stamm 
E. coli ArcticExpress (DE3), da PrnC wie bspw. auch PrnA bei höheren Temperaturen 
zur Bildung von Einschlusskörpern (inclusion bodies) neigt. Mit einer durchschnittlichen 
Proteinausbeute von 15 mg Protein aus einem Liter Kultur ist die Expressions- bzw 
Isolationsrate eher gering. Die Kristallisationsversuche waren nicht erfolgreich. Mit Hilfe
der Synthese des natürlichen Substrats Monodechloraminopyrrolnitrin (MDA) und dem 
Produkt Aminopyrrolnitrin (APRN) wurden die kinetischen Parameter von PrnC bestimmt. 
In der GC-MS-basierten Analyse ergaben sich für die Reaktion bei 30 °C eine 
Michaelis-Konstante (KM) von 14.4 ± 1.2 μM für MDA und, basierend auf der spezifischen 
Aktivität von 25.0 ± 0.3 mU/mg, eine Wechselzahl (kcat) von 1.66 ± 0.02 min-1. Bei der 
Untersuchung der Promiskuität von PrnC konnten wir zeigen, dass die Substitution des 
Aromaten am Pyrrol keinen besonderen Einfluss auf die Reaktivität hat, da alle getesteten 
Surrogate dieser Gruppe, wie 3-ortho-Nitrophenylpyrrol (3-oNPP), 3-meta-
Chlorphenylpyrrol (3-mCPP) und 3-Phenylpyrrol (3-PP) analog zu MDA vollen Umsatz 
zeigten. Auch Heteroaromaten wie Pyridine werden als Aryl-Reste akzeptiert, jedoch 
zeigte PrnC für 3-para-Pyridinylpyrrol (3-pPyP) nur einen unvollständigen Umsatz in der 
betrachteten Zeit. Das Furan-basierte MDA-Analogon Monodechloraminofurylnitrin 
(MDAF) wurde nicht chloriert. Das Fehlen des Aryl-Restes in Kombination mit einer 
Elektronen-ziehenden Gruppe zeigte am Beispiel des Pyrrol-2-Carbaldehyds (2-CaP)
ebenfalls keine Halogenierung. Mit Ausnahme der Doppelchlorierung von 3-PP zeigt 
PrnC eine regioselektive Chlorierung im Vergleich zur chemischen Halogenierung, die 
2 – 5 Produkte lieferte, von denen das APRN nur einen geringen Prozentsatz ausmacht. 
Eine Verwendung der Halogenase PrnC für die Derivatisierung von Prodigininen ist 
anhand der gesammelten Ergebnisse nicht zu bewerten. Einerseits gibt es keine 
verlässliche Analytik für die Halogenierung von Prodigininen, weshalb auch keine 
Umsetzung von Prodigiosin mit PrnC in aussagekräftigen Ergebnissen erfolgt ist. Für die
Produktion von Prodigininen mit Aryl-Substitutenten am ursprünglichen Monopyrrol,
zeigten Kondensationsversuche von PigC, TamQ und TreaP andererseits, dass 
Arylpyrrole am Beispiel von 3-mCPP nicht akzeptiert werden. Eine Kombination von PrnC 
oder gar dem ganzen Biosyntheseweg von PRN mit dem Bipyrrol MBC ist daher solange 
nicht sinnvoll, wie kein kondensierendes Enzym arylierte Monopyrrole akzeptiert. Die 
Biosynthese von PRN selbst scheint erfolgreich gewesen zu sein. Eine Expression von 
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prnA im Shuttle-Vektor pBTBX-2 war deutlich erkennbar und auch die Produktion von 
PrnC und PrnD deutete sich durch eine Überexpression an. Für eine höhere Ausbeute 
und damit verlässliche Analyse müssen hier aber weitere Untersuchungen folgen. 
Gleiches gilt für die Halogenase PltA, welche im Stamm P. putida KT2440 sichtbar 
produziert werden konnte. Eine Verwendung für die Prodiginin-Produktion hat hierbei die 
gleiche Voraussetzung der Akzeptanz, wie es sich im Fall von PrnC zeigte. Nähere 
Untersuchungen müssen sich hier anschließen.

Die Untersuchungen der putativen Halogenasen von kurz genannt NC201 und NH153 
führten zu teilweisen Erfolgen. Während NC201 nicht eindeutig produziert werden 
konnte, war die Produktion und Reinigung von NH153 mit ca. 54 mg pro Liter Kultur 
vergleichsweise hoch. Ähnlich wie für PltA beschrieben, zeigte auch NH153 eine gelbe 
Färbung auf Grund des mutmaßlich stark koordinierten FAD. Die Kristallisation von 
NH153 mit 6.3 mg/mL führte zu initialen Kristallen in der Reservoirlösung (JCSG Core II 
Suite, Bedingung 07). Eine erneute Proteinproduktion und Kristallisation unter 
verfeinerten Bedingungen könnte eine weitere Proteinstruktur für die Fl-Hal liefern. Der 
Transfer der Eigenschaften wie Proteinausbeute, Stabilität und Farbe blieb bei der 
Domänenfusion zur Produktion des chimären Enzyms NHprnC, entgegen der Erwartung,
aus. NHprnC konnte ebenso nicht unter den Bedingungen der Expression von prnC
löslich produziert und gereinigt werden. Eine erneute Fusion des N-terminalen Bereichs 
von NH153 nach der konservierten finalen Helix der „Box“-Domäne, mit der 
entsprechenden Fortsetzung des C-terminalen Bereichs von PrnC könnte die 
Expressionsprobleme beheben, da sich hierdurch die „Box“-Domäne von NH153 in 
Gänze konservieren ließe.

PrnA und RadH wurden in Produktionsstämmen von E. coli bereitgestellt und können für 
Biokatalysen verwendet werden. Eine Analytik wurde etabliert und eine Aktiviität für RadH 
dokumentiert.
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5. ABSTRACT

In principle, the aim of this work can be divided into two aspects. On the one hand, the
establishment of halogenating enzymes and, on the other hand, the perspective of 
derivatizing natural products with a focus on prodigiosin. But what role do halogens play 
in chemical structures and why is enzymatic functionalization an alternative?

Halogens occur in about 8000 natural substances and in the production process of drugs 
they occur with 40% either in the synthesis or the final product. The function in the final 
structure includes the blocking of active sites in enzymes or degradation positions of the 
active ingredients in the oxidation process in the liver. The advantage of enzymatic 
halogenation lies in the availability of the halogen substrate, environmental compatibility 
and selectivity. In contrast to chemical halogenation, the reactive species do not originate 
from the supply of molecular bromine or chlorine via e.g. the chlor-alkali process, but are 
of natural origin, such as table salt in the case of chlorination. The direct use of chloride 
ions avoids energy-intensive processes and represents a high availability due to its 
abundance. In the functionalization of aromatic compounds as very electron-rich 
molecules, there is often competition between different nucleophilic positions. 
Biocatalysis enables stereoselective halogenation and thus reduces the number of 
by-products.

To take advantage of all these benefits, Flavin-dependent halogenases (Fl-Hal) were 
selected for the chlorination of pyrrolic structures. Flavin reductases for the provision of 
reduced FADH2 were analyzed and a cofactor recycling system (CRS) in the form of 
glucose dehydrogenase (GDH) was used. The focus of this thesis is the halogenase PrnC 
from the biosynthesis of pyrrolnitrin (PRN). In addition, the entire biosynthesis cluster was 
provided in the strain Pseudomonas putida KT2440 and the halogenase PltA from the 
biosynthesis of pyoluteorin was produced. The over all aim of both enzymes is the 
derivatization of prodiginines. In a further step, the putative halogenases from the strains 
Pseudoalteromonas sp. NC201 and Pseudoalteromonas gelatinilytica NH153 were 
analyzed, which were selected based on a BLAST search. In the course of the results, a 
chimeric enzyme was designed by fusing the N-terminal region of NH153 to the 
C-terminal sequence of PrnC. The produced Protein was named NHprnC. The 
establishment of the tryptophan-halogenase PrnA and phenol-halogenase RadH, which 
are known to literature, expands the portfolio of halogenating enzymes. 

For the reduction of FAD, the three reductases most frequently used with Fl-Hals in
literature were analyzed. While the production of the reductase Fre was not successful, 
the reductase SsuE could be produced in Escherichia coli Tuner (DE3) as active enzyme 
in lysates with a volumetric activity for FAD and NADH of 174 ± 34 mU/mL. Purification to 
active enzyme was unsuccessful. The reductase PrnF from the biosynthetic pathway of 
PRN could be produced solubly and actively in E. coli BL21 (DE3) and yielded about 
155 mg protein from one liter of culture. With a volumetric activity of 197 ± 21 U/mL and a 
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specific activity of 71.4 ± 7.7 U/mg, the turnover rate (kcat) was determined to be 25 ± 3 s-1.
GDH from B. subtilis with a volumetric activity of 184.7 ± 4.8 U/mL was used to provide a 
CRS for the regeneration of NADH.

As with other halogenases like PrnA, PrnC was produced at 15°C in 
E. coli ArcticExpress (DE3), because these enzymes tend to form inclusion bodies at 
higher temperatures. With an average protein yield of 15 mg protein from one liter of 
culture, the expression and isolation rate was rather low. The crystallization experiments 
were not successful. The kinetic parameters of PrnC were determined by synthesizing 
the natural substrate monodechloraminopyrrolnitrin (MDA) and the product 
aminopyrrolnitrin (APRN). GC-MS-based analysis revealed a Michaelis-constant (KM) of 
14.4 ± 1.2 μM for MDA and, based on the specific activity of 25.0 ± 0.3 mU/mg, a turnover
number (kcat) of 1.66 ± 0.02 min-1 for the reaction at 30°C. When investigating the 
promiscuity of PrnC, we were able to show that the substitution of the aromatic moiety on 
the pyrrole has no particular influence on the reactivity, as all tested surrogates of this 
group, such as 3-ortho-nitrophenylpyrrole (3-oNPP), 3-meta-chlorophenylpyrrole
(3-mCPP) and 3-phenylpyrrole (3-PP), showed full conversion analogous to MDA. 
Heteroaromatic moieties such as pyridines are also accepted as aryl residues, but PrnC 
showed only incomplete conversion for 3-para-pyridinylpyrrole (3-pPyP) in the time under 
consideration. The furan-based MDA-analogue monodechloraminofurylnitrin (MDAF)
was not chlorinated. The absence of the aryl residue in combination with an electron-
withdrawing group also showed no halogenation in the case of 2-pyrrolecarbaldehyde 
(2-CaP). With the exception of the double chlorination of 3-PP, PrnC shows regioselective 
chlorination compared to chemical halogenation, which yielded 2 – 5 products, of which 
the APRN accounts for only a small percentage. The use of the halogenase PrnC for the 
derivatization of prodiginines cannot be evaluated on the basis of the collected results. 
On the one hand, there are no reliable analytical methods for the halogenation of 
prodiginines, which is why no conversion of prodigiosin with PrnC yielded meaningful 
results. For the production of prodiginines with aryl substituents on the former 
monopyrrole, condensation experiments of PigC, TamQ and TreaP on the other hand
showed that aryl pyrroles are not accepted using 3-mCPP as an example. A combination 
of PrnC or even the entire biosynthetic pathway of PRN with the bipyrrole MBC therefore 
makes no sense as long as no condensing enzyme accepts arylated monopyrroles. The 
biosynthesis of PRN itself seems to have been successful. Expression of prnA in the 
shuttle vector pBTBX-2 was clearly recognisable and the production of PrnC and PrnD 
was also indicated by overexpression. However, for a higher yield and thus reliable 
analysis, further investigations must follow. The same applies to the halogenase PltA, 
which was visibly produced in the P. putida KT2440 strain. Use for prodiginin production 
has the same prerequisite of acceptance as was shown in the case of PrnC. Further 
investigations are necessary. The investigations of the putative halogenases, in short, 
NC201 and NH153 led to partial successes. While NC201 could not be produced clearly, 
the production and purification of NH153 was comparatively high at approx. 54 mg per 
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liter of culture. Similar to that described for PltA, NH153 also showed a yellow coloration 
due to the presumably strongly coordinated FAD. Crystallization of NH153 with 6.3 mg/mL

resulted in initial crystals in the reservoir solution (JCSG Core II Suite, condition 07). 
Repeated protein production and crystallization under refined conditions could provide 
another protein structure for the Fl-Hals. Contrary to expectations, the transfer of 
properties such as protein yield, stability and color did not occur during domain fusion for 
the production of the chimeric enzyme NHprnC. NHprnC could also not be solubilized 
and purified under the conditions of prnC expression. A new fusion of the N-terminal 
region of NH153 upstream the conserved final helix of the FAD domain, to the 
corresponding continuation of the C-terminal region of PrnC could solve the expression 
problems, as this would allow the FAD domain of NH153 to be conserved in its entirety.

PrnA and RadH were provided in production strains of E. coli and can be used for 
biocatalysis. An analysis was established and an activity for RadH was documented.
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6. EINLEITUNG

6.1 Motivation 

In Zeiten von weltweiten Krisen, wie der sich beschleunigt anbahnenden Klima-
katastrophe, aber auch der weltweiten Corona-Pandemie, die uns einige Jahre 
beschäftigt hat, sowie der seit Jahren in Deutschland bekannten Gefahr von 
multiresistenten Keimen, spielt die Forschung und deren Vertretende eine 
herausragende Rolle für die Erarbeitung neuer Lösungskonzepte zur Bewältigung dieser 
Herausforderungen. Um dieser Probleme Herr zu werden, sind neue Strategien 
notwendig, aber auch der breitere Einsatz von schon bekannten Konzepten. Dass 
Letzeres erfolgreich sein kann, hat die Bereitstellung von mRNA-Vakzinen gezeigt. Ein 
gut erforschtes Feld wurde in diesem Fall auf eine neue Anwendung übertragen. Die 
Etablierung neuer Strategien zeigen sich beim Erhalt einer stabilen Umwelt mit 
verträglichem Klima durch Schaffung von nachhaltigen Produktionslinien im Sinne einer
Kreislaufwirtschaft. In diesem Zusammenhang ist auch die Energieeffizienz eine 
entscheidende Komponente der biotechnologischen Betrachtung für bspw. den Umstieg 
aus fossilen hin zu erneuerbaren Energien und damit energetischer Unabhängigkeit.
Damit lässt sich auch der Bogen zurück zu pharmazeutischen Aspekten spannen. So 
versucht die weiße Biotechnologie ökologischere Produktionsverfahren als Ergänzung 
oder Ersatz zu klassisch, chemischen Produktionstechniken zu etablieren, um bspw. 
biomimetische Medikamente zu produzieren und dabei auf den Einsatz von toxischen 
Chemikalien oder energieintensiven Produktionsprozessen zu verzichten.

Allein das Land Nordrhein-Westfalen hat über verschiedene Strategie-Projekte wie dem 
Bioeconomy Science Center (BioSC), aber auch dem BioökonomieREVIER im Zuge des 
„Strukturwandels im Rheinischen Revier“ Möglichkeiten geschaffen, genau diesen 
Fragen der Innovation und Translation von universitärer Forschung in die Industrie ein 
finanzielles Gerüst zu geben. Den Aspekt der Energieeffizienz und damit Kostenersparnis 
aufgreifend, soll im Folgenden die Motivation dieser Arbeit zu enzymatischen 
Halogenierungsprozessen im Rahmen des BioSC erläutert werden. Zum einen befinden 
sich Halogenatome und davon abgeleitete funktionelle Gruppen unter anderem in vielen 
Pharmaka und Agrochemikalien und werden zum anderen häufig in Zwischenprodukten 
in der industriellen Chemie zur Weiterverarbeitung und Veränderung – der 
Derivatisierung – über Prozesse wie Kreuzkupplungen verwendet.[6]

Um die Bedeutung der Halogenatome gerade auch in der medizinisch-pharmazeutischen
Anwendung zu veranschaulichen, wird gerne das Beispiel des Vancomycins (3) bemüht. 
So konnte gezeigt werden, dass der Verlust eines oder beider Chlor-Atome Einfluss auf 
die Stabilität und deren Bindeeigenschaften an die Zielstruktur zeigen. Die Konsequenz 
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war eine reduzierte antibiotische Wirkung von 30 % bzw. 50 %.[7] Auch die geringen 
biologischen Abbauraten von halogenierten Verbindungen sind unter 
pharmakokinetischen Gesichtspunkten ein Vorteil, da von dem halogenierten 
Medikament weniger verabreicht werden kann, weil es sich länger im Körper befindet.[8]

Aber was hat das Beispiel Vancomycin mit Bioökonomie und Nachhaltigkeit zu tun? 
Einerseits bringen Enzyme generell häufig die Eigenschaft mit sich regioselektiv zu sein 
und können somit gezielt Reaktionen durchführen, bei denen die klassische Chemie 
durch fehlende Selektivität versagt.[9] Eine Herstellung von Zielprodukten auf rein 
chemischem Wege kann somit also mit einer hohen Zahl von Nebenprodukten 
einhergehen, die einen Prozess ineffizient machen. Doch ein wesentlich wichtigerer
Punkt ist relevant. Egal welche halogenierenden Reagenzien in der chemischen Industrie 
und Forschung betrachtet werden, sie alle sind selbst molekulare Halogene, oder wurden 
aus elementarem Brom oder Chlor generiert.[10, 11] Allerdings hört die retrosynthetische 
Betrachtung dort nicht auf. Im großen Maßstab wird Chlorgas immer noch aus dem 
Chloralkali-Prozess gewonnen.[12, 13] Bei diesem Prozess wird über Elektrolyse 
Natriumchlorid, allgemein besser bekannt als Kochsalz, in elementares Natrium und
toxisches, sowie reaktives Chlor[14] umgewandelt (Abbildung 1). Dieser Prozess ist sehr 
energieintensiv und macht in Deutschland etwa 2 % des Gesamtenergieverbrauchs 
aus.[15] Dabei werden nach Angaben von Euro Chlor (Verband der Betreiber von 
Chloralkali-Anlagen in Europa) pro Jahr etwa 5.4 Mio Tonnen Chlorgas in Deutschland 
produziert, was einen Anteil von fast 50 % der europäischen Produktion ausmacht (Daten 
aus den Jahren 2017/2018 bzw. 2019/2020).[16, 17] Hierbei befinden sich die Kosten für 
eine Tonne Chlorgas zwischen 141 – 505 €, wobei die Elektrizität zwischen 51 – 58 %
ausmacht (Daten aus dem Jahr 2018). 

Natürlich kann die enzymatische Halogenierung die klassische, industrielle Chlor-
Gewinnung nicht ersetzen, aber sie kann in ausgewählten Fällen einen Beitrag zur 
Reduktion der aufwändig hergestellten Reagenzien leisten, indem die entsprechenden 
reaktiven Chlor-Spezies, nämlich hypochlorige Säure, direkt im Enzym aus 
Natriumchlorid hergestellt werden. Ziel kann es daher sein, in der Zukunft zu einem Teil 
der Produktion von Hypochloriger Säure und Chlorgas, sowie halogenierten Produkten 
auf biotechnologischem Wege beizutragen. Dass der vereinzelte Einsatz von Enzymen 
in chemischen Syntheserouten von Pharmaka einen positiven Effekt auf Prozesseffizienz 
und Produktionskosten haben kann, beschreiben Junhua Tao und Jian-He Xu in ihrer 
Publikation zur Rolle der Biokatalyse in pharmazeutischen Prozessen.[18]

Exemplarisch werden auch in dieser Arbeit pharmazeutisch interessante Produkte 
beleuchtet, sowie eine Enzymklasse, die zur biologischen Produktion von 
halogenierenden Komponenten in der Lage ist.
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6.2 Zielsetzung der Arbeit

Das Ziel der Arbeit war die Etablierung einer enzymatischen Halogenierungsplattform mit 
dem Fokus auf Flavin-abhängigen Halogenasen (Fl-Hal). Dafür war zunächst die 
Bereitstellung der Elektronen-Transportkette über Flavinreduktasen essentiell. In diesem 
Zusammenhang sollte die katalytische Kaskade durch ein gekoppeltes enzymbasiertes 
Cofaktorrecyclingsystem (CRS) erweitert werden, um einen hohen Einsatz von NAD(P)H
als Reduktionsäquivalent zu vermeiden. Nach der Bereitstellung dieser Parameter sollten
die verschiedenen Flavin-abhängigen Halogenasen adressiert werden.

Im Gegensatz zu anderen halogenierenden Enzymen, setzen Fl-Hals die reaktive 
Halogenspezies nicht frei, sondern dirigieren sie direkt zum Substrat im aktiven Zentrum, 
was zu einer Halogenierung an nicht begünstigten nukleophilen Positionen führen kann. 
Zudem sind die Substrate dieser Enzymgruppe in der Regel Aromaten, was sich mit der 
Zielstruktur 31a dieser Arbeit deckt. Da es sich bei Prodigiosin (31a) um einen Pyrrol-
basierten Naturstoff handelt, wurden auch Halogenasen ausgewählt, die pyrrolische 
Strukturen adressieren. Entsprechend der Charakterisierung von Halogenasen, die freie, 
oder Carrier-gebundene Substrate umsetzen, wurden initial zwei Enzyme untersucht, die 
jeweils einer dieser Gruppen zugewiesen werden können. Der Großteil dieser Arbeit 
beschäftigt sich daher mit der Charakterisierung der freie Substrate akzeptierenden 
Halogenase PrnC aus dem Biosyntheseweg von Pyrrolnitrin (22a). Dies beinhaltete,
neben der Produktion löslichen Proteins und der Reinigung, die Suche nach optimierten 
Reaktionsbedingungen über den Ansatz des „Design of Experiment“, die Bestimmung 
kinetischer Parameter für die Umsetzung des natürlichen Substrats, sowie die 
Untersuchung der Substratspezifität des Enzyms. Neben diesem biokatalytischen 
Schwerpunkt, wurde auch die Biosynthese von PRN (22a) als Ganzes untersucht. In 
einem vektorbasierten Biosynthese-Cluster sollte das Pyrrolnitrin und dessen 
Intermediate unter die Kontrolle verschiedener Induktoren gestellt werden, um gezielt 
Derivate in ein und demselben Stamm über eine verkürzte Biosynthese produzieren zu 
können. Dies würde nicht nur eine mögliche late-stage Funktionalisierung von 
Prodigininen mittels PrnC ermöglichen, sondern sie auch einer kombinatorischen oder 
Mutasynthese zugänglich machen. Zusätzlich zu den in der Literatur bekannten 
Halogenasen, sollten außerdem weitere Gene putativer Flavin-abhängiger Halogenasen 
untersucht werden. Über einen BLAST-Algorithmus (Basic Local Alignment Search Tool)
sollten so anhand konservierter Motive bekannter Halogenasen uncharakterisierte Gene 
ausfindig gemacht werden. Das Ziel ist hierbei Enzyme zu finden, die entweder ein 
anderes Substratspektrum zeigen, oder bessere Eigenschaften wie Stabilität und hohe 
Expressionslevel aufweisen. Im Erfolgsfall können diese Enzyme dann konventionelle 
Syntheserouten ergänzen oder ersetzen. Als Basis für die Halogenierung der 
verschiedenen Grundgerüste und zum Vergleich von Eigenschaften sollten einige in der 
Literatur gut untersuchten Halogenasen ebenfalls produziert werden. Dazu gehören die 
Tryptophan-Halogenase PrnA, ebenfalls aus dem Biosynthese-Cluster von 
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Pyrrolnitrin (22a), sowie RadH, welches phenolische Strukturen halogeniert.
Abschließend sollte der Versuch unternommen werden, vorteilhafte Eigenschaften von 
Halogenasen zu kombinieren. Neben der Mutagenese der Gene stand vor allem die 
Fusion von Domänen im Vordergrund. Die so kreierten chimären Halogenasen sollten 
dann auf ihre neuen oder verbesserten Eigenschaften untersucht werden.

Die Basis der Arbeit teilt sich also in biosynthetische Betrachtungen und den Aspekt der 
Biokatalyse mit dem Einbeziehen von Proteinstrukturen. Entsprechend findet sich diese 
Zweiteilung im folgenden Schema 1 zur Biosynthese von Pyrrolnitrin (22a),

Schema 1: Übersicht zu den Biosynthesen von Pyrrolnitrin (22a), Pyoluteorin (29a) und Prodigiosin (31a) mit 
angestrebten Anknüpfungspunkten (rote Kästchen), sowie der Katalysezyklus von Halogenasen von NADH über FAD 
der Reduktase zu FAD der Halogenase zum Produkt am Beispiel eines Pyrrols.
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der gegabelten Biosynthese von Prodigiosin (31a) und der Biosynthese von Pyoluteorin 
(29a) auf der einen Seite und die Schritte der Enzymkaskade zur enzymatischen 
Halogenierung auf der anderen Seite. Eine intensivere Betrachtung dieser Aspekte findet 
in den entsprechenden Kapiteln statt.
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7. KENNTNISSTAND

Mit den nun folgenden Kapiteln soll skizziert werden, auf welchen Annahmen die 
durchgeführten Untersuchungen basieren und welche Vielfalt die Natur für die 
Halogenierung von Naturstoffen bereitstellt.

7.1 Halogene in Natur, Pharmazie und Chemie

Für die Entdeckung und Bereitstellung neuer Wirkstoffe untersuchen Synthesechemiker 
in Zusammenarbeit mit Pharmazie und Medizin häufig Naturstoffe, um auf Basis der 
Erkenntnisse Grundstrukturen und Funktionalitäten für den Aufbau von Wirkstoffen
ableiten zu können. Mit etwa 8000 natürlich vorkommenden, halogenierten organischen 
Verbindungen[19] sind halogenierte Naturstoffe in allen Sekundärmetabolit-Gruppen 
vertreten.[20] Während eine Großzahl von halogenierten Naturstoffen marinen Ursprungs
ist, gibt es auch eine beachtliche Zahl an terrestrischen halogenhaltigen Naturstoffen,
bspw. in Pflanzen und Insekten.[19, 21] Die Bedeutung für den Menschen wird deutlich, 
wenn man sich vergegenwärtigt, dass Halogene auf die eine oder andere Weise in 40 %
aller Arzneimittel vorkommen, welche in klinischen Studien getestet werden.[22-24] Neben 
dem Grundgerüst in Natur- und Wirkstoffen mit wichtigen Strukturmotiven, ist also das 
Vorhandensein von Halogenen in vielen Syntheserouten elementar.

Abbildung 1: Arbeitsablauf für die Bereitstellung von Halogenierungsreagenzien aus Alkalisalzen am Beispiel von 
Natriumchlorid. Bei der Elektrolyse im Chloralkali-Prozess entstehen so molekulare Halogene wie Chlorgas (Cl2), sowie 
in weiteren Schritten hypochlorige Säure (1a) und N-Chlorsuccinimid (2a).[10, 15-17] Letztere benötigen bei der 
Herstellung eine Senkung der Temperatur. Prozess abgewandelt von Li et al.[25]
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Bei der Rekapitulation der Energiekosten für die Bereitstellung von halogenierenden 
Reagenzien, wie Hypohalogensäuren 1, oder N-Halogensuccinimiden (NXS) 2, vorallem 
über den Chloralkali-Prozess (Abbildung 1), muss die Frage beantwortet werden, ob 
diese Halogene in den Wirkstoffen nötig sind.

Auch mit Blick auf die Toxizität der Intermediate wie bspw. dem Chlorgas, das bei der 
Herstellung von Hypochlorsäure (1a) und N-Chlorsuccinimid (NCS) (2a) ein Vorläufer ist, 
muss eine überzeugende Argumentation zur Funktion von Chlor-Substituenten dargelegt 
werden. Hierzu soll die Aufmerksamkeit sowohl auf die sterischen, als auch
elektronischen Eigenschaften von Halogenverbindungen gelegt werden. Das 
Vorhandensein eines Halogens (Cl, Br, I) erhöht in der Regel die Größe und damit 
Sperrigkeit einer Verbindung, wodurch es z. B. Taschen im aktiven Zentrum blockiert.
Der Einfluss des sterischen Anspruchs einer funktionellen Gruppe ist aber eine generelle 
Herausforderung in der Biokatalyse.[26] Ein weiterer Effekt der Halogene ist die erhöhte 
Membrandurchlässigkeit von Molekülen.[27] Dies ist unter anderem für die Überwindung
der Blut-Hirn-Schranke[28] und die orale Absorption (auch Resorption genannt)
relevant,[29] kann jedoch nicht mit dem sterischen Anspruch begründet werden, sondern 
mit einer erhöhten Lipophilie. Neben diesen Eigenschaften haben Halogene auch 
Auswirkungen auf die Polarisierung einer Verbindung. Einerseits haben die Halogene der 
oberen Periode eine hohe Elektronegativität (F: 3.98; Cl: 3.16),[30] was zu einer latenten 
Polarisation der Kohlenstoff-Halogen-Bindung im Molekül (Abbildung 2 (I)) führt
(Vergleich: H: 2.20; C: 2.55; O: 3.44). Andererseits erhöht sich die Polarisierbarkeit der 
Halogene mit zunehmender Periode durch einen größeren Atomradius (Br, I), sodass 
insbesondere Wechselwirkungen mit weichen Nukleophilen oder Elektrophilen gefördert 
werden.[31, 32]
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der Elektronenverteilung in Halogenen. I) Latente Polarisation einer 
Kohlenstoff-Halogen-Bindung (R = Kohlenstoff-Kette, X = F, Cl, Br, I). II) Polarisierbarkeit von großen Halogenen (X = 
Br, I), die an ein Kohlenstoff-Atom gebunden sind. Das äußere elektrische Feld, das z. B. durch ein sich näherndes 
Elektrophil oder Nukleophil verursacht wird, führt zur Verzerrung der Elektronendichte. III) Schematische Darstellung 
des "σ-Lochs". Die Elektronendichte wird zur Kohlenstoff-Halogen-Bindung gezogen, wobei die Stärke mit der Größe 
des Halogens allmählich zunimmt (I > Br > Cl >>> F). Diese anisotrope Verteilung der Elektronen in den äußeren 
Orbitalen des Halogens schafft einen Bereich mit höherer Elektronendichte um den Gürtel des Halogens, welcher eine 
Wechselwirkung mit Elektrophilen oder Wasserstoffbindungen ermöglicht. Senkrecht zur Richtung der Bindung, am 
äußeren Ende des Halogens, befindet sich ein Bereich mit Elektronenmangel, wodurch ein teilweise positiv geladener 
Bereich im Halogen entsteht. Dieser, allgemein als "σ-Loch" bezeichnete, Bereich kann durch Nucleophile angegriffen 
werden oder diese koordinieren. Darstellung erfolgte in Anlehnung an Fejzagić et al.[31]

Die latente Polarisation ist in Abbildung 2 (II) zwar als gleichverteilter Gradient dargestellt, 
jedoch entspricht dies nicht vollkommen der Realität. Durch die Form der p-Orbitale
entsteht ein Loch in der Elektronendichte (Abbildung 2 (III)), das dem Bindungspartner 
des Halogens gegenüberliegt („σ-Loch“). 

Durch das Vorhandensein dieses σ-Lochs ergibt sich die Möglichkeit, mit ebenfalls 
elektronegativen Heteroatomen wie Sauerstoff, Stickstoff oder Schwefel (O, N, S) über 
sogenannte Halogenbindungen in äquatoriale Richtung (waagerecht), als auch über 
Wasserstoffbrückenbindungen in axiale Richtung (senkrecht), zu interagieren.[33, 34] Da 
es sich bei dieser besonderen Eigenschaft um eine alternative Wechselwirkung der nicht-
kovalenten Art handelt, waren die Halogenbindung und ihre Interaktionspartner Fokus 
verschiedener pharmakologischer Untersuchungen.[24, 33, 35-38] Unabhängig davon, ob es 
sterische, elektronische oder hydrophobe Wechselwirkungen sind, hat die Präsenz von 
Halogenen einen großen Einfluss auf die biologische Wirkung, wie das zuvor genannte 
Beispiel des Vancomycins (3) verdeutlichte.[7]

Unter anderem aus diesem Grund sind bei der Entdeckung von neuen Arzneimitteln 
regelmäßig Halogensubstituenten in den jeweiligen Kanditatenstrukturen zu finden.
Bezieht man sich bspw. auf die Daten aus dem Jahr 2014, so beinhalteten 35 % der 
potentiellen Medikamente in der Entdeckungsphase Halogenatome. In 36 % der Fälle 
trugen diese in der klinischen Phase II Halogene. Von den Medikamenten, die es durch 
die klinischen Phasen geschafft haben und vertrieben werden, sind es schließlich noch 
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26 %.[37] Dieser Trend zeigt, dass Halogenen bei der Entwicklung und Entdeckung von 
Arzneimitteln eine besondere Rolle zukommt und in der Regel ihren Weg, in das für die 
Behandlung vorgesehene Endprodukt, finden. Das am häufigsten in Wirkstoffe 
eingebrachte Halogen ist Fluor mit 57 %.[23] Die kovalente Fluorbindung ist äußerst stark 
und beträgt etwa 456 kJ/mol für CF4, so dass diese Bindungen im Körper in aller Regel 
nicht gespalten werden können. In einigen Ausnahmen ist dies unter hohem 
energetischen Aufwand möglich.[39] Hinzu kommt, dass Aufgrund der extremen 
Polarisation der C-F-Bindung und der zusätzlich ähnlichen Größe von Fluor-
Substituenten zu Wasserstoff, eine besonders starke Polarisierung auftritt, während sich 
die Gesamtgröße des Moleküls nicht verändert, was bspw. Einfluss auf die Bindung in 
aktiven Zentren von Enzymen und Rezeptoren hat. Außerdem ist Fluor somit ein 
schwacher Halogenbindungs-, dafür aber ein guter Wasserstoffbrückenbindungs-
akzeptor.[40, 41] Hierdurch wird die Halbwertszeit der fluorierten Wirkstoffe in Umwelt und 
menschlichen Körpern vergleichsweise stark erhöht.[42] Von allen halogenierten 
Wirkstoffen ist Ledipasvir (4) (Stand 2016) das weltweit am meisten unter dem Namen 
Harvoni verkaufte halogentragende Medikament (Top 10 Liste halogenierter und nicht 
halogenierter Medikamente: Platz 2).[43] Es wird zur Behandlung von Hepatitis C 
eingesetzt. Ein weiterer wichtiger Wirkstoff ist das einfach fluorierte Medikament
Dacomitinib (5), welches in klinischen Studien zur Behandlung von nicht-kleinzelligen
Lungenkrebserkrankungen getestet wird.[44]

Iod ist das genaue Gegenteil zu Fluor und wird mit 1 % Anwendung am seltensten 
verwendet.[45] Der Nutzen von Iod liegt eher auf der synthetischen Seite. Die Gründe sind 
der wesentlich größere Radius des Atoms und die geringere Elektronegativität. Letzteres 
macht die Bindungen mit Kohlenstoff-Atomen wesentlich labiler, als bspw. die des Broms
und können daher leicht gespalten werden.
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Abbildung 3: Ausgewählte Beispiele für halogenierte Natur- bzw. Wirkstoffe. Neben dem natürlichen Antibiotikum 
Vancomycin (3) aus dem Organismus Streptomyces orientalis[7] und dem Topoisomerase-I-Inhibitor Rebeccamycin (6)
aus Lechevalieria aerocolonigenes,[46] finden sich hier auch synthetische Wirkstoffe wie das antivirale Ledipasvir (4),[47]

der Rezeptorinhibitor Dacomitinib (5), sowie das Insektizid Imidacloprid (7)[48] und Herbizid Atrazin (8).[49]

Bromierte Verbindungen sind in Arzneimitteln ebenfalls nur selten zu finden und machen 
nur etwa 4 % aller halogenierten Verbindungen aus. Auch hier sind die Gründe die 
geringere Polarisierung der Kohlenstoff-Brom-Bindung und der große Radius, weshalb 
auch Brom in der Regel längere und damit labilere Bindungen bildet (272 kJ/mol für 
CBr4)[39], welche für die meisten Arzneimittelkandidaten nicht für eine angemessene 
Hemmung ausreichen.[39] Chlor ist mit 38 % das zweithäufigste Halogen in halogenierten
Arzneimitteln. Aufgrund seines kleineren Radius[50] ist es schon ein mäßig guter 
Halogenbindungsakzeptor und relativ stabil (327 kJ/mol für CCl4).[39] Chlor in einer 
Verbindung verändert dementsprechend das Volumen und die Form, sodass es tiefe 
Hohlräume in Proteinen adressieren kann. Diese Eigenschaften machen Chlor als 
Substituenten zu einer interessanten Option für die Funktionalisierung von Heterocyclen. 
Eine der bekanntesten natürlichen Verbindungen mit integriertem Chlor ist 
Rebeccamycin (6) (Abbildung 3), welches einen schwachen Topoisomerase-I-Inhibitor
darstellt und damit gute Antitumoreigenschaften vermittelt.[51] Halogenatome sind aber 
nicht nur in der Pharmazie relevant, sondern haben auch in der Landwirtschaft ihre 
Anwendung. Zwei Vertreter sind das Insektizid Imidacloprid (7)[48] und das Herbizid 
Atrazin (8)[49].
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Neben der Funktion in den finalen Zielstrukturen, werden Halogene auch zur Herstellung 
von Derivaten von bestehenden Wirkstoffen genutzt. Nicht nur im akademischen Bereich, 
sondern auch in der Industrie, ist das synthetische Werkzeug der
Kreuzkupplungsreaktion eine der häufigsten Methoden zur Bildung von C-C- und C-Y-
Bindungen (Y steht in diesem Fall für N, O, S). Durch den Einsatz verschiedener 
Übergangsmetalle und aktivierten Kohlenstoff-Komponenten lassen sich zahlreiche 
bioaktive Naturstoffe und deren Derivate herstellen. Ein prominentes Beispiel ist die 
Verwendung von Palladium für die selektive Herstellung von Arenen und 
heterocyclischen Gerüsten, mit unterschiedlichen Substitutionsmustern.[52] Aber auch 
weniger edle bis unedle Übergangsmetalle wie Kupfer[53], Nickel[54] und Eisen[55-57] sind 
als geeignete Katalysatoren gängig. Neben der hohen Chemoselektivität ist eine 
ausgeprägte Toleranz gegenüber funktionellen Gruppen ein wesentlicher Vorteil dieser 
Art von Reaktionen. So ist es nicht verwunderlich, dass die Industrie Kreuzkupplungen
zur Herstellung von Pharmazeutika und Feinchemikalien im Multikilogramm-Maßstab 
entwickelt hat.[58, 59] Da der Fokus dieser Arbeit nicht auf der Synthese liegt, soll in der 
folgenden Abbildung 4 nur der generelle Synthesezyklus gezeigt werden. Zu den 
häufigsten Kreuzkupplungsreaktionen in der Herstellung von Medikamenten[60] gehören 
unter anderem die Kumada[61]-, Suzuki-Miyaura[62]-, Stille[63]-, Negishi[64]-, und 
Sonogashira-Hagihara-Kupplung[65]. Außerdem finden oft die Mizoroki-Heck-Reaktion[66, 

67] und die Buchwald-Hartwig-Aminierung[68, 69] ihre Anwendung.

Abbildung 4: Generelle Schritte der Kreuzkupplungsreaktion. Nach der oxidativen Addition der halogenorganischen 
Spezies erfolgt die Transmetallierung. Die Liganden beginnen sich umzuordnen, bevor die reduktive Eliminierung zum 
Endprodukt erfolgt und der Katalysator regeneriert wird.

Mit diesem Portfolio an synthetischen Möglichkeiten können wir Menschen eine Großzahl 
an Strukturen aufbauen. Doch auch Organismen haben Strategien entwickelt, um solche 
Reaktionen durchzuführen. So soll im folgenden Abschnitt ein tieferer Einblick in die 
enzymatische Halogenierung gegeben werden.
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7.2 Flavin-freie halogenierende Enzyme in der Natur

Obwohl halogenierte Naturstoffe nur im Rahmen des Sekundärstoffwechsels 
vorkommen[70], haben sich mindestens sechs Arten von halogenierenden Enzymen 
entwickelt, viele von ihnen aus Monooxygenasen.

So vielfältig die Ursprünge der halogenierenden Enzyme sind, so unterschiedlich ist auch 
ihre Klassifizierung. Ein Überblick über die verschiedenen Gruppen der halogenierenden 
Enzyme findet sich in Abbildung 5. Obwohl sie oft synonym verwendet werden, kann 
zwischen Haloperoxidasen und Halogenasen eindeutig unterschieden werden.

Abbildung 5: Überblick über die verschiedenen Klassen von halogenierenden Enzymen (schwarz) aufgeteilt nach 
Mechanismus (grau), Cofaktor und Substrat-Voraussetzungen.[71, 72]

Erstere bilden aus dem jeweiligen Halogenanion X– und Wasserstoffperoxid (H2O2) über 
Häm-Eisen-, Vanadium-Coenzyme oder auch ganz ohne Coenzym eine hypohalogene
Säure (HOX) 1. Bei den meisten Enzymen wird die Hypohalogensäure ins 
Reaktionsmedium freigesetzt und die eigentliche Reaktion findet außerhalb des Enzyms
statt. Dies bedeutet, dass die Regioselektivität nur durch die sterischen und 
elektronischen Eigenschaften des Substrats bestimmt werden. Im Gegensatz dazu 
verwenden die Halogenasen enzymgebundene Halonium-Spezies X+ für die 
Halogenierung, welche mittels Sauerstoff (O2) über den Zwischenschritt der
Hypohalogensäure 1 entstehen.
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Allerdings findet die Halogenierung der Zielstruktur im Enzym statt. Zudem können 
zusätzliche Elektronen-Transferproteine dafür nötig sein. Neben dieser Einteilung der 
halogenierenden Enzyme (Abbildung 5) gibt es auch die Klassifizierung nach 
Reaktionstyp, bei dem die Fluorinasen in einem nukleophilen Mechanismus das 
Halogenid X– nutzen, Haloperoxidasen und Flavin-abhängige Halogenasen electrophile 
Halonium-Spezies X+ verwenden und die α-Ketoglutarat-abhängigen Enzyme radikale 
Halogenyle X• produzieren.[73] Was die verschiedenen Haloperoxidasen ausmacht und 
wie ihr katalytischer Zyklus mechanistisch abläuft, soll im Folgenden aufgeschlüsselt 
werden. 

7.2.1 Häm-abhängige Haloperoxidasen (HPOs)

Die Häm-basierten Haloperoxidasen, kurz HPOs, waren die ersten untersuchten 
Haloperoxidasen und auch generell der halogenierenden Enzyme.[31] Dieser Tatsache 
geschuldet handelt es sich hierbei auch um die am besten untersuchten 
Haloperoxidasen. Ähnlich wie im späteren Kapitel 7.4.1 für die Flavin-abhängigen 
Halogenasen, zeigt sich auch bei dieser Enzymgruppe eine direkte Linie der Evolution,
unter anderem zu den Monooxygenasen. Häm-abhängige Haloperoxidasen tragen 
entsprechend der P450-Monooxygenasen eine Häm-Funktionalität als prostethische 
Gruppe an einem distalen Cystein.[74] Da diese Enzyme aber keinen Sauerstoff 
übertragen und daher eher den Peroxidasen ähneln, ergibt sich folglich ihr Name. Für die 
Entdeckung dieser Enzyme spielen das Caldariomycin (9) und der produzierende Pilz 
Caldariomyces fumago tragenden Rollen. Als an 2-Position dichloriertes Derivat 
(Abbildung 6) des 1,3-Cyclopentadions (10) legte 9 den Grundstein für die Suche nach 
Enzymen dieser Reaktivität.[75]

Abbildung 6: Strukturen von 1,3-Cyclclopentadion (10) und dem darauf basierenden Naturstoff (1S,3S)-2,2-
Dichlorcyclopentan-1,3-diol, besser bekannt als Caldariomycin (9).

Genomische Untersuchungen von Caldariomyces fumago legten offen, dass für diese 
Reaktion zwei Genprodukte mit hoher sequenzieller Übereinstimmung verantwortlich 
sind. Für die Namensgebung der Enzyme ist unter anderem ausschlaggebend, welche 
Halogene adressiert werden können. Hierbei gilt die sogenannte Regel der höchsten 
Elektronegativität bzw. Priorität.[76]
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Ist ein halogenierendes Enzym in der Lage Chlor-Atome einzubauen, so kann es 
prinzipiell auch Brom und Iod, wenn auch mit geringerer Affinität, in der Katalyse 
verwenden. Die zuvor genannten Enzyme aus C. fumago sind daher Chloroperoxidasen
(CPOs).[77] Anhand dieser Cf-CPO ist im Folgenden der katalytische Zyklus dargestellt
(Abbildung 7).[78] Ob die Hypochlorsäure (1a) tatsächlich freigesetzt wird und mit dem 
Substrat reagiert, ein Lysin eine dirigierende „Chloronium-Spezies“ ausbildet, oder das 
Substrat mit der Eisenoxychlorid-Spezies reagiert, ist nicht vollständig geklärt.[79]

Abbildung 7: Beschriebener katalytischer Zyklus von Häm-abhängigen Haloperoxidasen am Beispiel der CPO aus C. 
fumago.[78] Das im Ruhezustand koordinierte Wasser wird durch Wasserstoffperoxid ersetzt. Nach Protonierung des 
Komplexes und hieraus folgender Wasserfreisetzung kann die aktive Spezies – der Fe-(IV)-Oxo-Komplex – entstehen.
Nach Angriff des Chlorids entsteht eine Eisenoxychlorid-Spezies, welche unter Regeneration des Häms 
Hypochlorsäure (1a) freisetzt. Als Entkopplungsreaktion kann hierbei auch durch das Cosubstrat Wasserstoffperoxid 
unter Disproportionierung des Komplexes molekularer Sauerstoff freigesetzt werden, wobei das Chlorid unproduktiv 
regeneriert wird.
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7.2.2 Vanadium-abhängige Haloperoxidasen (V-HPOs)

Entgegen der langjährigen Annahme, es gäbe nur Häm-abhängige Haloperoxidasen,
wurde schließlich eine weitere Gruppe von Haloperoxidasen entdeckt. In den Genomen 
des saprophytischen Pilzes Curvularia inaequalis, sowie der Rotalge Korallenmoos
(Corallina officinalis) und der Braunalge Knotentang (Ascophyllum nodosum) wurden fast 
zeitgleich Gene für Vanadium-abhängige Enzyme[80] gefunden, die zur Halogenierung 
elektronenreicher Substrate fähig sind.[81-83] Der Vorteil dieser Enzymgruppe, im 
Gegensatz zu Häm-abhängigen Haloperoxidasen, ist die höhere Toleranz gegenüber 
Wasserstoffperoxid, höhere Umsatzraten, sowie keine oxidative Inaktivierung durch 
Änderung des Oxidationszustandes im Metall.[84] Allerdings führt die Freisetzung der 
HOX (1) ins Medium, durch das ortho-Vanadat, zur Reaktion mit dem Enzym selbst. Das 
kann eine Inaktivierung hervorrufen, sodass auch diese Enzymgruppe mit einer gewissen 
Instabiliät behaftet ist. Analog zu den Häm- werden auch die Vanadium-abhängigen 
Haloperoxidasen nach der Elektronegativität bzw. Priorität[50] der Halogenide klassifiziert,
die sie oxidieren können.[85] Trotz anderer prosthetischer Gruppe lassen sich im 
katalytischen Mechanismus Ähnlichkeiten zu den Häm-abhängigen Haloperoxidasen 
finden. Der katalytische Zyklus (Abbildung 8) zeigt dies im Folgenden:[86-88]

Abbildung 8: Beschriebener katalytischer Zyklus von Vanadium-abhängigen Haloperoxidasen[86-88] am Beispiel einer 
Bromoperoxidase. Das im Ruhezustand befindliche Vanadat (Vanadium koordiniert vier Sauerstoff-Atome) wird durch 
ein Histidin an der freien Koordinationsstelle besetzt. Nach Ersetzen einer Hydroxygruppe durch Wasserstoffperoxid 
und der Eliminierung eines Hydroxids bildet sich eine Zykloperoxo-Spezies (VV-Peroxo-Komplex). Nach Angriff des 
Bromids unter Öffnung der Zykloperoxo-Gruppe entsteht eine Bromo-Vanadat-Spezies, welche unter Regeneration 
des Vanadats mittels Wasser Hypobromige Säure (1b) freisetzt. Als Entkopplungsreaktion kann hierbei auch durch 
das Cosubstrat Wasserstoffperoxid unter Disproportionierung des Komplexes molekularer Sauerstoff freigesetzt 
werden, wobei das Bromid unproduktiv regeneriert wird.
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Für die Entscheidung, welche der beiden Enzymgruppen für eine Anwendung geeignet
ist, sei vorangestellt, dass die gekoppelten Aktivitäts-Assays, die teilweise auch in 
unserem Institut entwickelt wurden, hypohalogene Säure für beide Enzymgruppen in der 
Reaktionslösung nachweisen.[89, 90] Deshalb sollten eher Parameter, wie die 
Expressionsbedingungen betrachtet werden. Während sich die heterologe Expression 
von Häm-abhängigen Haloperoxidasen als herausfordernd darstellte, zeigten Vanadium-
abhängige Haloperoxidasen bessere Ausbeuten und Flexibilität. Auch die Umsatzraten 
sind für letztere Gruppe höher.[31] Für die Verwendung in der Biokatalyse sind zudem die 
hohe Temperaturstabilität und Lösemitteltoleranz der V-HPOs von Vorteil.[82]

7.2.3 Metall-freie Haloperoxidasen

Zusätzlich stellt die Natur eine weitere Enzymgruppe der HPOs bereit. Die metallfreien 
– auch Perhydrolasen genannten – Haloperoxidasen zeichnen sich durch eine starke 
Ähnlichkeit zu Lipasen aus. Wegen dieser Abstammung wurden bekannte Lipasen auf 
halogenierende Aktivität untersucht.[91] Als Cosubstrat findet auch hier 
Wasserstoffperoxid seine Anwendung und bildet mit Halid-Ionen und einer katalytischen 
Menge Carbonsäure über eine katalytische Triade aus Aspartat, Histidin und Serin eine 
Peroxycarbonsäure, welche die reaktive Spezies der O-halogenierten Carbonsäure
(Acylhypohalid) ausbildet (Abbildung 9).[92]

Abbildung 9: Katalytischer Zyklus von metallfreien Haloperoxidasen[92] am Beispiel der Bereitstellung von 
hypochloriger Säure (1a).
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Chemisch gesehen entspricht der Mechanismus[31, 93] der Halogenierung, wie sie bspw. 
mit meta-Chlorperbenzoesäure (mCPBA) durchgeführt wird.[94] Diese Perhydrolasen 
besitzen die Fähigkeit zur Halogenierung allerdings nur als Nebenaktivität, weshalb auch 
die Umsatzraten sehr gering sind.

7.2.4 α-Ketoglutarat-abhängige Halogenasen

Während die vorangegangenen drei Gruppen der Haloperoxidasen alle HOX (1) als 
aktives Halogenierungsreagenz generieren, zeigen die Eisen-(II)-α-Ketoglutarat-
abhängigen Halogenasen [(Fe/αKG)-Halogenasen] eine direkte Halogenierung des 
Substrats am Eisenzentrum (Abbildung 10).

Abbildung 10: Katalytischer Zyklus von α-Ketoglutarat-abhängigen Halogenasen[95, 96] am Beispiel von Chlorid und 
dem Substrat (R-CH3). Dargestellt ist die konstruktive Katalyse (schwarz) mit Halogenierung zum Produkt (R-CH2-Cl). 
Im Schritt des radikalen Angriffs mit Chlor könnte auch die Hydroxylgruppe reagieren und unter Freisetzung des 
eingesetzten Chlorids in einer kompetitiven Katalyse einen Alkohol bilden (grau).
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Über einen Radikalmechanismus können so nicht nur nukleophile Substrate mit 
entsprechend elektronenreichen Doppelbindungen adressiert werden, sondern auch 
aliphatische Kohlenwasserstoff-Bindungen, die eine sp3-Hybridisierung aufweisen.[95, 96]

Die erste (Fe/αKG)-Halogenase, die beschrieben wurde, war die SyrB2 (Syringomycin 
Biosynthese Enzym 2) aus dem Organismus Pseudomonas syringae pv. 
Syringae B301D. Hierbei handelt es sich um ein Nicht-Häm-Eisen 
[non-heme iron (NHFe)] Enzym aus dem Nicht-Ribosomalen-Peptidsynthese-Cluster 
(NRPS) des Syringomycins. Dieses ist verantwortlich für die Chlorierung von L-Threonin 
zum 4-Cl-L-Threonin.[97] Während zuvor Wasserstoffperoxid als Cosubstrat fungierte, 
wird das Eisen bei diesen Enzymen durch die Reaktion mit molekularem Sauerstoff
aktiviert. Das eingesetzte α-Ketoglutarat (αKG) wird im Laufe des katalytischen Zyklus zu 
Succinat und CO2 umgesetzt.[95, 97, 98] Als häufigstes Nebenprodukt dieser Reaktion 
entsteht durch Konkurrenz zwischen gebundenem Halogen und Hydroxyl-Gruppe auch 
immer der analoge Alkohol unter Freisetzung des zuvor eingesetzten Halogenids.

Während sich die zuvor genannten halogenierenden Enzyme prinzipiell durch den Einbau 
von Iod, Brom oder Chlor auszeichneten, soll auch der enzymatische Einbau von Fluor 
betrachtet werden.

7.2.5 SAM-abhängige Fluorinase

Da diese Enzymgruppe unabhängig von Sauerstoff fungiert entstehen zwar keine 
unerwünschten Nebenprodukte, allerdings ist das Substratspektrum mit dem 
kationischen S-Adenosyl-L-Methionin (SAM+) als einzigem Substrat stark limitiert. Ähnlich 
wie αKG als Cosubstrat bei den (Fe/αKG)-Halogenasen, wird das SAM bei den 
Fluorinasen als Aminosäure-basiertes Substrat verbraucht. Im Zuge einer nukleophilen 
Substitution 2. Ordnung (SN2) wird L-Methionin entfernt und 5‘-Fluor-5’-Desoxyadenosin 
(5‘-FDA) (11) freigesetzt (Abbildung 11). Letzteres kann in sukzessiven Schritten zu 
Fluoracetat oder 4-Fluorthreonin weiter umgesetzt werden. Die erste gefundene 
Fluorinase (FlA) aus dem Organismus Streptomyces cattleya wird auch als 5‘-FDA-
Synthase (EC 2.5.1.63) bezeichnet.[99, 100]

Auf der Suche nach weiteren Fluorid-übertragenden Halogenasen fanden sich bis dato
nur Homologe in anderen Organismen, womit die Fluorinase FlA bis heute einzigartig 
bleibt.[101, 102] Neue Erkenntnisse soll ein aktueller Fund, die Chlorinase SalL, liefern., die 
den gleichen Mechanismus verwendet, allerdings kein Fluorid akzeptiert. Mutagenese-
Experimente lassen auf Gründe wie Distanz (Größe des aktiven Zentrums) und 
unterschiedliche energetische Barrieren der Übergangszustände schließen.[103]
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Abbildung 11: Katalytischer Mechanismus der nukleophilen Substitution 2. Ordnung (SN2) für die Fluorinase aus 
Streptomyces cattleya.[99, 100] Das zuvor mit Wasser gefüllte aktive Zentrum (schwarz) zeigt initial eine Bindung von 
Fluorid (rot) und dem kationischen S-Adenosyl-L-Methionin (SAM+). Nach Angriff des Fluorids und dem heterolytischen
Bindungsbruch im SAM+ entstehen das L-Methionin (lila) und das in hellblau gezeigte 5’-Fluor-5’Desoxyadenosin (11).
Die gestrichelten Linien zeigen Wasserstoffbrückenbindungen (HBB) an.

Bevor nun die letzte Klasse von Halogenasen – die der Flavin-abhängigen 
Halogenasen – betrachtet wird, sollen zunächst die Grundlagen zum entsprechenden 
Cofaktor gelegt werden.
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7.3 Riboflavin – Vitamin in Farbe

7.3.1 Riboflavin und Derivate in der Lebensmittelindustrie

Flavine 12 sind gelb gefärbte Naturstoffe, die ein Isoalloxazin-Gerüst als reaktive Gruppe 
tragen (Abbildung 12).[104] Dabei ist Riboflavin (12a), chemisch formuliert auch als
7,8-Dimethyl-10-[(2S,3S,4R)-2,3,4,5-tetrahydroxypentyl]benzo[g]pteridin-2,4-dion
bezeichnet, die Vorstufe für alle weiteren Flavine.[105] Es sind die wissenschaftlichen 
Bezeichnungen für das Vitamin B2[106] (früher auch Vitamin G) und es kommt als Farbstoff 
E101 (auch das Monophosphat-Natriumsalz (12b)) in diversen Lebensmitteln vor. Vor 
knapp 10 Jahren fand daher durch die Europäische Behörde für Lebensmittelsicherheit
(European Food Safety Authority (EFSA), Parma, Italien) eine erneute Reevaluierung des 
Einsatzes von Verbindung 12a statt. [107] Obgleich die Metabolisierung von Verbindungen 
12 nicht Fokus dieser Arbeit ist, so können diese Aspekte wie Stabilität,[108] aber auch 
Informationen über industrielle Produktionsprozesse und häufige Degradations-
produkte[109, 110] relevant für die Nutzung von Flavin-Cofaktoren in der Biokatalyse sein
und werden in den folgenden beiden Abschnitten beleuchtet.

Bei der Befragung der EFSA verschiedener Produzenten (bspw.: saqual GmbH, 
Reinach, Schweiz) zur Herstellung von Flavinen 12, wurde zwar die state of the art
Syntheseroute erwähnt, jedoch wurde sie schon zu dem damaligen Zeitpunkt nicht mehr 
genutzt. Stattdessen erfolgte die Produktion rein biologisch und nur die finalen 
Phosphorylierung zu 12b erfolgte noch chemisch als semisynthetischer Schritt.[111]

Ähnlich wie auch bei anderen relevanten biologischen Produkten – so unter anderem bei 
dem Beispiel Insulin[112] – wird heute eine mikrobielle Produktion eingesetzt.[113]

In Fermentationsprozessen und den anschließenden Filteranlagen werden dabei durch
einen genetisch optimierten Bacillus subtilis Stamm große Mengen Vitamin B2 (12a)
bereitgestellt. Ein alternativer Produktionsstamm ist hierbei der Pilz Ashbya gossypii.
Erwähnt sei aus dem Bericht außerdem, dass Riboflavin (12a) und dessen Derivate,
Riboflavin-5‘-monophosphat (12b) und Flavin-Adenin-Dinucleotid (12c), zwar hitzestabil 
sind, allerdings sehr anfällig für die Degradation bei Licht und Feuchtigkeit. Wird 
Vitamin B2 unter Lichteinfluss Sauerstoff ausgesetzt, so bilden sich schnell 
Abbauprodukte. Je nach pH-Wert bildet sich bspw. unter alkalischen Bedingungen das
Lumiflavin (12d) oder in neutralen bis sauren Milleus Lumichrom (12e) (Abbildung 12).
Weiteres Abbauprodukt kann das 8-Hydroxymethylriboflavin (12f) unter Freisetzung von 
2,3-Butandion sein.[109, 110, 114] Eine lichtgeschützte und vor allem trockene Lagerung ist 
daher dringend geboten.[107]
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Abbildung 12: Strukturen von Vitamin B2 (12a) und den davon abgeleiteten Cofaktoren Riboflavin-5‘-Monophosphat
(12b) (rot) und Flavin-Adenin-Mononucleotid (12c) (blau), sowie drei Degradationsprodukte[109, 110, 114]: Lumiflavin (12d), 
Lumichrom (12e) und 8-Hydroxymethyl-Riboflavin (12f).

7.3.1 Flavine als Organokatalysatoren

Begonnen hat alles mit der Entdeckung der Flavine 12 im Jahr 1879 und des ersten 
Flavin-abhängigen Proteins im Jahr 1930 durch Otto Warburg.[115] Mit der im selben Jahr 
erfolgten Charakterisierung wurde der Grundstein für die Flavin-Forschung gelegt. Durch 
das Potential drei Redoxstufen zu stabilisieren – oxidiert, reduziert und radikalisch –
sowie der Möglichkeit durch Licht-Anregung und dem Zusatz von Sauerstoff ein 
C4a-(Hydro)peroxyflavin zu generieren, war die Voraussetzung für organokatalytische 
Anwendungen geschaffen. Erstes Interesse erlangten die bakteriell produzierten Flavin-
Derivate (Abbildung 13) Roseoflavin (8-Dimethylamino-8-demethyl-D-riboflavin)[116]

(12g), sowie die Deazaflavine Faktor 420 (12h) (F420, 7,8-Didemethyl-8-hydroxy-5-
deazaflavin)[117] und dessen Biosynthese-Intermediat Faktor FO (12i) (FO, 8-Hydroxy-7-
demethyl-5-deaza-riboflavin)[118].
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Abbildung 13: Darstellung dreier Analoga des Riboflavins (12a). Das rosa bis rote Roseoflavin (12g) aus Streptomyces 
davawensis ist das einzig bekannte Flavin-Derivat mit antibiotischer Wirkung.[116] Das vorrangig in Bakterien und 
Archaeen vorkommende Deazaflavin Faktor F420 (12h) trägt seinen Namen durch eine starke Lichtabsorption bei der 
Wellenlänge 420 nm, was ihm eine gold-gelbene Farbe verleiht.[117] Bei Faktor FO (12i) handelt es sich um eine Vorstufe 
in der Biosynthese von F420 (12h).[118]

Für die Oxidation mit solchen Analoga erfolgt die Reduktion in einem ersten Schritt mittels 
Wasserstoffperoxid. Anschließend wird durch die Anlagerung von molekularem 
Sauerstoff die Bildung des C4a-Hydroperoxyflavin (Abbildung 17 B) ermöglicht, um einen 
atomaren Sauerstoff-Transfer (Oxygenierung) unter Wasserabspaltung durchzuführen 
und den Katalysator zu regenerieren.[119] Da die Flavine 12 und deren Derivate jedoch 
keinerlei Regioselektivität mit sich bringen, stellt die Biokatalyse eine attraktive 
Alternative für den Einsatz von Flavinen dar.

7.3.2 Flavine als Cofaktoren in der Natur

Die Biosynthese von Riboflavin (12a) erfolgt sowohl in Bakterien und Pilzen, als auch 
Archaeen und Pflanzen. Der Einfachheit halber soll im Folgenden die prokaryotische 
Biosynthese in Kürze skizziert werden (Abbildung 14). Startmolekül für die Biosynthese 
ist Guanosintriphosphat (GTP) (13). Im Zuge des ersten Schrittes erfolgt die Insertion von 
Sauerstoff am formalen Imidazolring durch die GTP-Cyclohydrolase II, was die Öffnung 
des Ringsystems zur Folge hat. Das so gebildete 2-Amino-5-formamid-6-ribosylamino-
4(3H)-pyrimidinon-5´-triphosphat (14) wird unter Freisetzung von Formiat und 
Pyrophosphat zum 2,5-Diamino-6-ribosylamino-4(3H)-pyrimidinon-5´-phosphat (15). Es 
folgt eine oxidative Desaminierung unter Ammoniak-Freisetzung zum 5-Amino-6-
ribosylamino-2,4(1H,3H)-pyrimidindion-5´-phosphat (16) – alternativ 5-Amino-6-(5-
phospho-D-ribosylamino)uracil genannt – durch die Diamino-hydroxyphosphoribosyl-
aminopyrimidin-Desaminase.[120, 121]
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Abbildung 14: Darstellung der Biosynthese von Riboflavin (12a) am Beispiel von Bacillus subtilis. In zwei sukzessiven 
Hydrolyseschritten wird unter Freisezung von Pyrophosphat und Formiat aus Guanosintriphosphat (GTP) (13) 2,5-
Diamino-6-ribosylamino-4(3H)-pyrimidinon-5´-phosphat (15) gebildet. Es folgt eine oxidative Desaminierung unter 
Ammoniak-Freisetzung zum 5-Amino-6-ribosylamino-2,4(1H,3H)-pyrimidindion-5´-phosphat (16). Nach Ringöffnung 
des Pyranosids zur Ribityl-Kette entsteht das noch phosphorylierte 5 Amino-6-(5-D-ribitylamino)uracil (17). Eine 
Phosphatase setzt die terminale Hydroxygruppe frei und ermöglicht die Fusion mit 1-Desoxy-L-glycero-tetrulose-4-
phosphat (18). Letzteres entsteht aus der Formiat-Abspaltung von Ribulose-5-phosphat (19).[122] Schließlich bildet sich 
das Vitamin B2 (12a) aus dem zuvor entstandenen 6,7-Dimethyl-8-ribityllum-azin (20). Hierbei werden zwei Moleküle
20 zu einem Riboflavin (12a) und einem 5-Amino-6-(5-D-ribitylamino)uracil (17) umgelagert.[120, 121]

Nach Ringöffnung des Pyranosids zur Ribitoyl-Kette durch die 5-Amino-6-
(5-phosphoribosylamino)-uracil-Reduktase entsteht in einer Reduktion das noch 
phosphorylierte 5-Amino-6-(5-D-ribitylamino)uracil (17). Die dazugehörige Phosphatase 
setzt die terminale Hydroxygruppe frei und ermöglicht über die 6,7-Dimethyl-8-ribityllum-
azin-Synthase die Fusion mit 1-Desoxy-L-glycero-tetrulose-4-phosphat (18). Letzteres 
entsteht aus der Formiat-Abspaltung von Ribulose-5-phosphat (19) durch die 
3,4-Dihydroxy-2-butanon-4-phosphat-Synthase.[122]
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Zum Schluss bildet die Riboflavin-Synthase das Vitamin B2 (12a) aus dem zuvor 
entstandenen 6,7-Dimethyl-8-ribityllum-azin (20). Hierbei werden zwei dieser Moleküle 
zu einem Riboflavin (12a) und einem 5-Amino-6-(5-D-ribitylamino)uracil (17) umgelagert. 
Optional kann dann noch die Riboflavin-Kinase die terminale Phosphorylierung zum 
FMN (12b) durchführen und die FMN-Adenylyltransferase bildet das FAD (12c).[120, 121]

Nachdem nun exemplarisch skizziert wurde, wie sich 12a in den Organismen darstellt, 
soll nun die biologische Bedeutung und damit die Funktion im Kontext verschiedener 
Protein-Klassen beleuchtet werden. Die chemischen Eigenschaften der Flavine 12
spiegeln sich auch in der Biokatalyse wider, denn mehr als 90 % der Flavin-abhängigen 
Enzyme katalysieren Redox-Reaktionen und werden daher der Enzymklasse EC1 
– Oxidoreduktasen – zugeordnet.[123] Die generelle Häufigkeit kann hierbei zwischen den 
verschiedenen Organismen wie Bakterien, Pflanzen, Pilzen, Protozoen und Archaeen
unterschiedlich sein. Die restlichen Enzyme, welche Flavine 12 als Cofaktoren nutzen, 
sind Transferasen mit 4.3 %, Lyasen mit 2.9 %, Isomerasen mit 1.4 %, sowie die Ligasen 
mit 0.4 % (Abbildung 15).[124] Der Großteil dieser Enzyme (75 %) bindet dabei FAD als 
Cofaktor und nur 25 % nutzen FMN. Ebenfalls zu erwähnen sei, dass nur etwa 10 %
dieser Enzyme die Flavine 12 kovalent binden.

Abbildung 15: Prozentuale Verteilung von Flavin-anhängigen Enzymen auf die verschiedenen Enzymklassen.[124]

Durch die große Anzahl an hochauflösenden Kristallstrukturen für Flavoproteine, lässt 
sich auch die Verteilung über Tertiärstrukturen bewerten.[124] So kann für FAD-abhängige
Enzyme eine Präferenz für die Rossmann-Falte (~50 %) festgestellt werden, wohingegen 
FMN-bindende Enzyme typischer Weise eine (βα)8-(TIM)-barrel-like oder flavodoxin-like
Faltung der Domäne bevorzugen (Abbildung 16).



Kenntnisstand

26

A B

C

Abbildung 16: Darstellung der drei häufigsten Strukturmotive (grau) für Flavin-abhängige Enzyme mit dem Flavin-
Cofaktor (gelb mit Farben nach Heteroatomen). A) Gebundenes FAD (10c) mit dem typischen β-Faltblatt (orange) der 
Rossmann-Falte[125] mit den begleitenden α-Helices (hellorange) in der Glutathionreduktase (PDB: 3GRS).[126] B)
Stabilisierung des Phosphats des FMN (10b) durch den Dipol einer der α-Helces (hellorange) mit parallel liegendem 
β-Faltblatt (orange) im Flavodoxin[127] (PDB: 1CZN).[128] C) Das (βα)8-(TIM)-barrel[129] der Flavin-abhängigen NADH-
Chinon-Oxidoreduktase (PDB: 6E2A)[130] mit alternierenden α-Helices (hellorange) und β-Strängen (orange). Zusätzlich 
gezeigt ist das NADH (19a) (violett mit Farben nach Heteroatomen).

Typische Reaktionen, die von diesen Oxidoreduktasen durchgeführt werden, sind unter 
anderem Monooxygenierungen, Halogenierungen und Dehydrogenierungen über Ein-
und Zwei-Elektronen-Transfers, meistens durch Aktivierung von molekularem Sauerstoff. 
In einigen Fällen ist dafür der Einsatz von zusätzlichen, redoxaktiven Cofaktoren wie
Eisen-Schwefel-Clustern, Häm-Gruppen, Molybdopterinen oder Thiamin-Diphosphat
nötig.[124] Neben diesen Biokatalysen sei kurz auch die Flavin-Lagerung erwähnt, wofür 
Dodecin als Riboflavin-Bindeprotein (PDB: 4B2H) aus Halobacterium salinarum ein 
bekanntes Beispiel ist. Es findet bspw. in der Medizin in photo-regulierten „release 
approaches“ eine Anwendung, bei dem durch Lichtimpulse gezielt die gebundenen zwölf 
Flavine freigesetzt werden, welche pharmakologisch wirksame Substanzen gebunden 
haben.[131]
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7.4 Flavin-abhängige Halogenasen – Evolution und 
Charakteristika

Für ein besseres Verständnis der Flavin-abhängigen Halogenasen (Fl-Hal) soll es im 
Folgenden zunächst um die Herkunft dieser Enzymgruppe gehen. Um alle 
Voraussetzungen für die Komplexität dieser Enzyme zu schaffen, wird als Überbrückung 
ein Einblick in Flavinreduktasen und das Cofaktorrecycling gegeben.

7.4.1 Flavin-abhängige Monooxygenasen

Eine Gruppe dieser Oxidoreduktasen, welche noch heute das Interesse von 
pharmazeutischen Industriezweigen und Produzenten von Feinchemikalien wecken, sind 
die Flavin-abhängigen Monooxygenasen (Fl-MOG). Ausschlaggebend sind die Chemo-,
Regio- und in manchen Fällen auch Enantioselektivität in ihren 
Oxygenierungsreaktionen.[132, 133] Häufige Anwendungen dieser Enzyme sind im 
Katabolismus – also dem abbauenden Stoffwechsel – zu finden, sowie in der 
Detoxifikation von Xenobiotika.[134] Während der Fokus hierbei auf der Degradation im 
Metabolismus liegt, sind auch dekorative Funktionalisierungen, bspw. zur Biosynthese 
von Sekundärmetaboliten, weit verbreitet. Unterteilt werden Fl-MOG in acht verschiedene 
Untergruppen. Die Unterscheidung basiert hierbei sowohl auf der Ebene der 
Proteinfaltung, als auch auf ihrer biologischen Funktion. Während die Gruppen A und B
(EC 1.14.13) obligatorisch auf Nicotinamid-Nucleotide (21), als Reduktionsäquivalente,
angewiesen sind, handelt es sich bei den vier Gruppen C-F (EC 1.14.14) um Zwei-
Komponenten-Systeme. Entsprechend ist für die biokatalytische Funktion ein zweites 
Enzym – die Flavinreduktase (Fl-Red)[135] – für die Bereitstellung von Elektronen nötig. 
Die letzten beiden Gruppen G und H (EC 1.13.12) zeichnen sich durch ihre 
Unabhängigkeit von externen Reduktionsäquivalenten aus und verwenden bei der 
Katalyse nur Sauerstoff, da die benötigten Elektronen vom Substrat selbst bereitgestellt 
werden.[134]

Der Katalyse-Zyklus ist für alle Flavin-abhängigen Oxidoreduktasen prinzipiell ähnlich. 
Zunächst erfolgt die Reduktion des Isoalloxazin-Rings der Flavine (12) mit 
Reduktionsäquivalenten. Diese sind das reduzierte Nicotinsäureamid-Adenin-Dinucleotid
(NADH) (21a) bzw. die an Kohlenstoff C-2‘ Phosphat-tragende Variante NADPH (21b)
(Abbildung 17 A). Anschließend wird molekularer Sauerstoff an den Kohlenstoff „C4a“ 
gebunden. Durch eine formale Reprotonierung bildet sich das 12-C4a-(Hydro)peroxid. 
Unter Freisetzung von Wasser wird im letzten Schritt ein Sauerstoff-Atom in das 
entsprechende Substrat inseriert und das Flavin (12) regeneriert (Abbildung 17 B).[134]
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Abbildung 17: A) Chemischer Aufbau von NADH (21a), sowie die Hervorhebung der Phosyphorylierungsstelle C-2‘-
OH (orange) für das Analogon NADPH (21b). Außerdem ist die Hydrid-Übertragung vom oxidierten Cofaktor NAD+

zum reduzierten Dinucleotid NADH (21a) gezeigt. B) Katalytischer Zyklus von Flavin-Cofaktoren 12 am Beispiel von 
FMN (12b) in einer Monooxygenierungsreaktion. Nach der Reduktion von FMN zu FMNH2 erfolgt die Sauerstoff-
Anlagerung am Kohlenstoff C4a (orange) zum (Hydro)peroxy-12b. Im Zuge der Monooxygenierungsreaktion bildet sich 
Hydroxy-12b, bevor unter Abspalung von Wasser FMN regeneriert wird.

An dieser Stelle sei hinzugefügt, dass kürzlich auch ein neuer Mechanismus für einige 
Flavoproteine[123] beschrieben wurde, der den Sauerstoff nicht über das C4a-Atom bindet, 
sondern über eines der Stickstoff-Atome, sodass sich eine Flavin-N5-Peroxid-Spezies 
bildet. Ein Beispiel ist das Enzym EncM (PDB: 4XLO), ein berberine bridge enzyme
(BBE)-like Enzym der Vanillylalkohol-Oxidase/p-Kresol-methylhydroxylase-
(VAO/PCMH) Flavoprotein-Familie.[136, 137] Typische Reaktionen, die von Fl-MOG
durchgeführt werden, sind die Hydroxylierung und Sulfoxidation, die Baeyer-Villiger-
Oxidation und Heteroatom-Oxygenierung, N-Hydroxylierung und oxidative 
Decarboxylierung, Epoxidierung, die oxidative Denitrierung und die Halogenierung.
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Bei der Dehalogenierung handelt es sich, als formale Hydroxylierungsreaktion, um einen 
Sonderfall.[137] Die folgende Tabelle 1 zeigt die verschiedenen Gruppen von Fl-MOG, den 
genutzten Cofaktor, das Proteinfaltungsmotiv des Enzyms, Donatoren der Elektronen, 
sowie Beispielreaktionen der verschiedenen Gruppen.[134]

Tabelle 1: Darstellung der verschiedenen Flavin-abhängigen Monooxygenasen und ihrer Cofaktoren (10b – c), 
Elektronendonatoren (19a – b), sowie Proteinfaltungen. Die Faltungen werden anhand von Beispielen eingeordnet. 
Hierzu zählen GR für die Glutathionreduktase; FMO für Flavin-tragende Monooxygenase; sowie MAO für
Monoaminoxidase. Aufgelistet sind zudem die katalysierten Reaktionen.

Gruppe Cofaktor Faltung Elektronendonor Reaktionen

A FAD Rossmann (GR-2) NAD(P)H Hydroxylierung, Sulfoxidation

B FAD Rossmann (FMO) NAD(P)H
Baeyer-Villiger Oxidation, Oxigenierung von 
Heteroatomen, N-Hydroxylierung, oxidative 

Decarboxylierung

C FMN TIM-barrel (luciferase) FMNH2

Licht-Emission, Baeyer-Villiger Oxidation, 
Epoxidierung, Desulfurierung, Sulfoxidation, 

Hydroxylierung

D FAD/FMN Acyl-CoA-Dehydrogenase FADH2/FMNH2 (N-) Hydroxylierung

E FAD Rossmann (GR-2) FADH2 Epoxidierung

F FAD Rossmann (GR-2) FADH2 Halogenierung

G FAD Rossmann (MAO) Substrat oxidative Decarboxylierung

H FMN Tim-barrel (Glycolat-Oxidase) Substrat oxidative Decarboxylierung/Denitrierung

Während es sich bei der Gruppe A mit der para-Hydroxybenzoat-Hydroxylase 
(PHBH; EC 1.14.13.2) als Vertreter und der Gruppe B mit Phenylaceton-Monooxygenase 
(PAMO; EC 1.14.13.92) als Beispiel um Ein-Komponenten-Systeme handelt, also 
Monooxygenasen, die sowohl die Insertion des Sauerstoffs als auch die Reduktion des 
Flavins mittels NAD(P)H durchführen, benötigen die Gruppe C Alkanesulfonat-
Monooxygenase (SsuD; EC 1.14.14.5), Gruppe D 4-Hydroxyphenylacetat-3-Hydroxylase 
(HPAH; EC 1.14.14.3), Gruppe E Styrol-Monooxygenase (SMO; EC 1.14.14.11) und 
Gruppe F der Halogenasen ein weiteres Enzym zur Bereitstellung der Elektronen.
Folglich spricht man von Zwei-Komponenten-Systemen, wobei Gruppe C als einzige nur 
FMN akzeptiert, während Gruppen D, E und F auch oder nur FAD zur Sauerstoff-
Aktivierung verwenden können. Da Gruppe G und Gruppe H Elektronen aus den 
Substraten beziehen, sollen sie bei dieser Betrachtung keine Rolle spielen.[134, 138]
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Im Falle von Ein-Komponenten-Systemen gibt es im aktiven Zentrum des Enzyms zwei 
Bindetaschen. Während eine Bindetasche den Flavin-Cofaktor bindet, zeigt die zweite 
Tasche eine größere Flexibilität, da sie – am Beispiel der Flavin-abhängigen 
Monooxygenase (Fl-MOG) aus Schizosaccharomyces pombe – sowohl das 
Reduktionsmittel NADPH, als auch das Substrat bindet.[139] Reguliert wird die Bindung
über die Konformation des Enzyms mit „in“ (auch “closed“ genannt), „out“ und „open“ als 
Stadien. Während die Konformation „open“ den Zugang von Substrat und Produkt zum 
Lösemittel ermöglicht, kann in der Konformation „closed“ Sauerstoff das aktive Zentrum 
erreichen, um die Hydroxylierung zu gewährleisten. Voraussetzung die die 
vorangegangene Änderung der Konformation zu „out“, bei der das gebundene FAD 
Zugang zum Lösemittel bekommt, um die Reduktionsäquivalente des NAD(P)H 
aufzunehmen. Mechanistisch unterscheidet man daher bei den Konformationen „out“ und 
„closed“ zwischen der reduktiven und oxidativen Halbreaktion.[140]

Als erster Vertreter der Zwei-Komponenten-Systeme ist die bakterielle Luciferase zu 
nennen, welche aus zwei Untereinheiten α und β einen Heterodimer bildet (luxA und 
luxB). Die FMNH– bereitstellende Reduktase wird durch das Gen luxG codiert. Luciferase 
und Reduktase zeigten keine Komplexbildung, sodass von einer freien Diffusion des 
reduzierten Flavins als sogenanntem Elektronen-Mediator von Reduktase zu Luciferase 
ausgegangen wird.[141] Es gibt allerdings auch Ausnahmen, bei denen von einer 
Mischung aus freier Diffusion und Komplexbildung ausgegangen wird, so bspw. bei der 
Hydroxylierung von 4-Hydroxyphenylacetat mittels HpaC (Reduktase) und HpaA 
(Hydroxylase) aus Pseudomonas aeuruginosa.[142] Für den häufigsten Fall der freien 
Diffusion, tritt jedoch ein Problem auf. Wie wird verhindert, dass das reduzierte Flavin bei 
der Diffusion von der Reduktase zur Monooxygenase nicht mit Sauerstoff autoxidiert? 
Untersuchungen zu Dissoziationskonstanten und Kinetiken zeigten, dass Reduktasen 
eine höhere Bindungsaffinität zu der oxidierten Form des Flavins haben, während die 
Oxygenasen das reduzierte Flavin bevorzugen. Unterstützt wird dies auch durch in der 
Regel wesentlich größere Konstanten der Bindungsraten von reduziertem Flavin an den 
Oxygenasen als Dissoziationsraten der Reduktasen.[143]

7.4.2 Flavinreduktasen als Teil der Elektronen-Transportkette

Wie zuvor beschrieben, benötigen Fl-MOG der Zwei-Komponenten-Systeme eine 
separate Reduktase zum Transfer von Elektronen. Prinzipiell wird zwischen Flavoprotein-
Reduktasen (FP-R) und Flavinreduktasen (Fl-R) unterschieden. Während erstere 
zusätzlich selbst ein Flavin fest als Cofaktor gebunden haben, reduzieren
Flavinreduktasen Flavine als Substrat, können allerdings andere Cofaktoren tragen.[144]
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7.4.2.1 Flavoprotein-Reduktasen

Flavoprotein-(Oxido)reduktasen (FP-R) finden häufig ihre Anwendung in der sukzessiven 
Ein-Elektron-Übertragung, bei der das prosthetische Flavin 12 der Reduktase zunächst 
mit zwei Elektronen durch Nicotinamid-Nucleotide (21) reduziert wird, diese dann aber 
nacheinander an bis zu zwei Substrate oder Folgeproteine übertragen werden. Dafür sind
Protein-Protein-Interaktionen die Regel. Auf diese Weise werden z.B. Ferredoxine durch 
Ferredoxinreduktasen reduziert.[145, 146] Ein weiteres Beispiel ist das Zusammenspiel mit 
Cytochrom-P450-Monooxygenasen (CYPs), bei denen Cytochrom-P450-Reduktasen 
(P450R/CPR) als Mediatoren dienen. Diese gehören zur Gruppe der Diflavin-
Reduktasen, da sie sowohl FMN, als auch FAD als prosthetische Gruppe tragen.[147] Ein 
weiteres Beispiel für Diflavin-Reduktasen ist die oktamere Flavoprotein-Untereinheit der 
bakteriellen Sulfit-Reduktase (SiR), abgekürzt SiR-FP. Diese transferiert sechs 
Elektronen von drei NADPH sequentiell auf das Häm der SiR über Riboflavin, FMN oder 
FAD als Substrat.[147, 148] SiR-FP konnte auch als P450R/CPR für die Cytochrom-
P450c17 wirken, allerdings sind hier ebenfalls Proteininteraktionen nötig. Auf Grund des 
N-terminalen Ursprungs von SiR-FP ist diese Interaktion der von Ferrodoxinen sehr 
ähnlich.[149]

Für eine breite Anwendung reduzierter Flavine, können diese Interaktionen von Proteinen
aber hinderlich sein, weshalb die Natur eine Alternative bietet.

7.4.2.2 Flavinreduktasen

NAD(P)H:Flavinoxidoreductase aus E. coli

Ein Beispiel für Flavinreduktasen aus den 1980er Jahren ist die 
NAD(P)H:Flavinoxidoreduktase aus E. coli. Die Reduktion eines Eisen(III)-Cofaktors
(„ferric iron“) der dazugehörigen Ribonukleotid-Reduktase-Untereinheit (Protein B2) zu 
Fe2+ ermöglicht die Bildung eines aktiven Tyrosyl-Radikals (Tyr-122.) des Proteins. Für 
dieses Enzym wurde die Reduktion von Riboflavin und FMN durch NADH und NADPH, 
sowie von FAD mittels NADH beobachtet.[150] Die Struktur (Abbildung 18 A) wurde im 
Jahr 1999 veröffentlicht und das 26 kDa Enzym Flavinreduktase Fre benannt.[144] Dabei
wurde eine starke strukturelle Ähnlichkeit zu den Flavoprotein-Reduktasen, wie der 
Flavodoxin-Reduktase[151] (Abbildung 18 B), festgestellt, allerdings kaum 
Sequenzähnlichkeit, was die Ursache für das Fehlen des Cofaktors sein kann. Die 
Bindung erfolgt hierbei größtenteils über hydrophobe Wechselwirkungen mit dem 
Isoalloxazin-Ring. Der Mechanismus dieser monomeren Fl-R wurde zuvor bestimmt[152]

und eine Inhibition durch das bevorzugte FAD festgestellt, da die ADP-Gruppe durch 
konformelle Änderungen zusätzliche Wasserstoffbrückenbindungen (HBB) ausbildet und 
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mit der ADP-Gruppe des NAD(P)H konkurriert. Daher besitzt Fre hohe KM-Werte für 
NAD(P)H bei Nutzung von FAD.[153] Anwendung fand Fre unter anderem häufiger mit 
Tryptophan-Halogenasen, wie RebH, PrnA und PyrH.[154, 155]

A B

Abbildung 18: Kristallstrukturen der A) Flavin-Reduktase Fre[144] (PDB: 1QFJ) und B) Flavodoxin-Reduktase[151] (PDB: 
1FDR) aus E. coli. In gelb und grau dargestellt sind die beiden Domänen der Proteine. In orange hervorgehoben sind 
die Bereiche, die die Flavin-Bindetasche flankieren. In der gelben Stäbchendarstellung mit Heteroatom-Farben ist Für 
B) das FAD (12c) zu sehen.

FMN-Reduktase SsuE aus E. coli

Eine weitere Flavinreduktase ist die NAD(P)H-abhängige FMN-Reduktase SsuE aus dem 
Zwei-Komponenten-System der Alkansulfonat-Monooxygenase SsuD. Im Gegensatz zu 
der Fre, bildet diese 21 kDa Reduktase in Lösung mindestens ein Homodimer (58 kDa)
aus.[156, 157] Bei der Aufklärung der Struktur (Abbildung 19) von SsuE wurde sogar ein 
Tetramer bei Abwesenheit von Flavin postuliert. Auffällig waren dort die vorhandenen
zwei Bindestellen für Flavine, sodass ein prosthetisches FMN diskutiert wurde, was eher 
für Flavoprotein-Reduktasen typisch ist.[158] Trotz der Bevorzugung von FMN über FAD
und NADPH über NADH, wurde SsuE in der Literatur mit Halogenasen verwendet, wie 
bspw. mit PltA aus dem Pyoluteorin-Biosyntheseweg[159-161] oder VhaA der Vancomycin-
Biosynthese.[162] Die Verwendung von SsuE fand in diesen Fällen immer mit 
Rohextrakten und NADH, sowie FAD statt.[163]

Abbildung 19: Kristallstruktur der NAD(P)H-abhängigen FMN-Reduktase SsuE[158] (PDB: 4PTZ) aus E. coli. In grau 
dargestellt ist die monomere Proteinstruktur. Das FMN (12b) ist als gelbe Stäbchendarstellung mit Heteroatom-
Farben zu sehen.
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Flavin:NADH-Reduktase PrnF aus P. fluorescens Pf-5

Da die Bevorzugung von NADH nicht häufig ist, zählt PrnF zu den Ausnahmen. Diese 
Reduktase des Zwei-Komponenten-Systems der Arylamin-N-Oxygenase PrnD stammt 
aus der Biosynthese des Arylpyrrols 22 mit dem Namen Pyrrolnitrin (22a)[164] Das 
Monomer PrnF stellt FADH2 im Zuge der Reaktion für die Rieske-Oxygenase bereit, 
welche dann die Anilinyl-Gruppe des Aminopyrrolnitrins (22b) bzw. 
Monodechlorraminopyrrolnitrins (22c) in eine Nitrobenzyl-Gruppe umwandelt.
Mechanistisch bindet zunächst das NADH, während FADH2 als erstes Produkt das 
Enzym verlässt. Das entspricht einem Bi-Bi-Mechanismus. Als Basis dienten Homologie-
Modelle (Abbildung 20), da keine Struktur für das 25 kDa Protein vorhanden ist.[165]

Abbildung 20: 3D-Struktur von PrnF basierend auf einem Homologie-Modell mittels MODELER in Discovery studio 
(DS) 3.1 (Accelrys Software Inc., San Diego, CA) (Abbildung S3) aus der Publikation von Tiwari et al.[165] Als Basis 
dient die Struktur von PheA2 (PDB: 1RZ0) mit 34.1 % Sequenzidentität. A) Bindestelle von FAD (12c) in PrnF mit re-
facialer Exposition des Isoalloxazin-Ringes zum Lösemittel. B) Potenzielles HBB zwischen PrnF und FAD (12c) (grün 
gestrichelte Linien) mit Distanz in Angström [Å]. Das Stäbchenmodell zeigt FAD (12c) in blau und Aminosäuren in 
gelben Kohlenstoff-Atomen. Information zur Lizenz finden sich unter Kapitel 2 Verwendete Software und 
Bildrechtedeklaration.

In der Literatur wurde PrnF bereits mit anderen Enzymen als PrnD verwendet. So wurden 
Chlorierungen am Indol-Ring 23 von Tryptophan (23a) durch RebH mit Hilfe von PrnF[166]

durchgeführt. Ansätze zur Bromierung von (23a) mittels combiCLEAs („combined cross-
linked enzyme aggregates“ aus Alkoholdehydrogense (ADH), PrnF und RebH) wurden 
sogar im Grammmaßstab realisiert.[167]
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Abschließend soll die folgende Tabelle 2 einen Überblick über die kinetischen Parameter 
der in diesem Kapitel genannten Reduktasen geben. Dort finden sich hervorgehoben 
auch die Präferenzen für NAD(P)H, FMN und FAD der jeweiligen Enzyme. Dazu 
abweichende Zahlen publizierten Menon et al. bei definierter Temperatur von 30 °C.[168]

Tabelle 2: Kinetische Parameter der Reduktasen Fre[152], SsuE[156] und PrnF[164], sowie die daraus bestimmte 
katalytische Effizienz. Die günstigsten Bedingungen bzw. Kombinationen von Flavinen 12 und Reduktionsäquivalenten
21 sind leicht gelb hervorgehoben. Die Michaelis-Konstante KM bezieht sich auf das Substrat 1.

Enzym Substrat 1 Substrat 2 KM kcat Kcat/KM

Fre

Riboflavin NADPH 2.5 μM 3144 min-1 1257 x 106 min-1 M-1

Riboflavin NADH 1.3 μM 1834 min-1 1410 x 106 min-1 M-1

FMN NADPH 2.2 μM 161 min-1 73 x 106 min-1 M-1

FMN NADH 1.5 μM 681 min-1 454 x 106 min-1 M-1

FAD NADPH -

FAD NADH 1.5 μM 681 min-1 454 x 106 min-1 M-1

SsuE

FMN NADH 0.054 μM 0.54 U mg-1 474.1 min-1 μM-1

FAD NADH 2.7 μM 0.96 U mg-1 16.9 min-1 μM-1

NADPH FMN 46.0 μM 32.4 U mg-1 33.4 min-1 μM-1

NADH FMN 555.5 μM 1.3 U mg-1 0.1 min-1 μM-1

PrnF

FAD NADH 3.2 ± 0.6 μM 65.0 ± 8.2 s-1 20.3 ± 3.45 s-1 μM-1

FMN NADH 28.6 ± 3.6 μM 72.4 ± 9.0 s-1 2.53 ± 0.27 s-1 μM-1

Riboflavin NADH 38.3 ± 5.4 μM 68.2 ± 7.7 s-1 1.78 ± 0.25 s-1 μM-1

NADH FAD 43.1 ± 5.7 μM 62.6 ± 7.6 s-1 1.45 ± 0.19 s-1 μM-1

NADPH FAD - - -

Im Zuge des katalytischen Zyklus der Flavin-Oxidoreduktion bleiben FMN oder FAD als 
aktive Spezies vorhanden, da die Änderung des Redox-Zustandes durch die Cosubstrate 
NAD(P)H gewährleistet wird. Dies macht die Flavine zu katalytischen Teilnehmern der 
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Reaktion, die nicht „verbraucht“ werden – zu sogenannten Coenzymen. Die Nikotinamid-
Dinukleotide 21 hingegen werden verbraucht und müssen neu bereitgestellt werden. 
Dieser Prozess ist in Organismen energieintensiv.[169] In der industriellen Anwendung ist 
die Bereitstellung stöchiometrischer Mengen an NAD(P)H für Scale-Ups aus dem 
gleichen Grund sehr teuer. Daher wurden verschiedene Strategien etabliert, um die 
Nicotinamid-Dinucleotide 21 auch in situ zu regenerieren, was die Einführung einer
weiteren Komponente zur Folge hat. Dieser „sacrificial donor“ wird dann im Zuge der 
Reaktion verbraucht und ist für NADH in vielen Fällen Isopropanol und für NADPH häufig 
Glukose.[170] Die Einführung dieser neuen Cosubstrate über meist weitere Enzyme nennt 
man Cofaktor-Regenerations/Recycling-Systeme (CRS). Diese und weitere Strategien 
sollen im Folgenden näher beleuchtet werden.
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7.4.3 Regenerationsstrategien von Cofaktoren

Damit ein Biokatalyse-Prozess auch in einem größeren Maßstab rentabel ist, muss das 
CRS wiederholt über einen längeren Zeitraum funktionieren und stabil sein. Erst bei 
einem Umsatz von mehr als 90 % spricht man von einem effizienten CRS. Die 
Vorausetzung ist, dass die Zielreaktion nicht durch die Kinetik des CRS limitiert ist.[171]

Auf diese einzelnen Strategien (Abbildung 21) soll nun detaillierter eingegangen werden.

Abbildung 21: Cofaktor-Recycling-Strategien für die Biokatalyse. Grafik basiert auf Bachosz et al.[171] und wurde 
weiterentwickelt. Da sich die beiden enzymatischen Methoden sehr ähneln und es auch Mischformen gibt, spricht ihnen 
die Grafik eine besondere Nähe zu. Die Bereitstellung von Cofaktor-Analoga ist im engeren Sinne keine Regeneration, 
weshalb der Überlapp gering gewählt wurde. Hervorgehoben ist das genutzte Enzym-gekoppelte Recycling dieser 
Arbeit.

7.4.3.1 Chemisches Cofaktor-Recycling

Bei der chemischen Cofaktor-Regeneration wird mindestens eine chemische 
Komponente dem System hinzugefügt, von der eine für die initiale Elektronen-
Übertragung verantwortlich ist. Dabei müssen eine homogene Lösung und minimale 
Diffusionslimitationen gewährleistet sein und teilweise Chemokatalysatoren eingesetzt 
werden.[171]

Beispielweise konnten verschiedene Ruthenium-(II)-Komplexe NAD+ durch Oxidation 
von Formiat zu CO2 unter aeroben Bedingungen in Wasser reduzieren.[172] Eine andere 
Möglichkeit ist die Reduktion zu NADH mit chemischen Reduktionsmitteln wie 
Natriumdithionit (Na2S2O4), allerdings sind die Umsätze gering und die Enzyme meistens 
instabil gegenüber hohen Konzentrationen.[173, 174]
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7.4.3.2 Physikochemisches Cofaktor-Recycling

Für die elektrochemischen Prozesse der physikalischen Cofaktor-Regeneration ist keine 
weitere Komponente nötig, dafür werden aber externe Energiequellen wie Strom genutzt. 
Einerseits können Elektroden die entsprechenden Elektronen bereitstellen, bei denen die 
Metall-Katalysatoren (bspw. Rhodium-Komplexe) als Mikropartikel immobilisiert sind.[175]

Weniger invasiv ist aber die Nutzung von Licht, das mit einer Wellenlänge von 455 nm 
direkt Flavine mittels EDTA reduzieren kann. Dies wurde für Fl-Hal durchgeführt und 
ermöglichte die Vermeidung des zweiten Enzyms der Fl-R.[176]

7.4.3.3 Enzymatisches Cofaktor-Recycling

Bei der enzymatischen Cofaktor-Regeneration, die in dieser Arbeit verwendet wurde,
unterscheidet man prinzipiell zwei Kategorien, das Enzym- und das Substrat-gekoppelte
Recycling. Eine dritte Kategorie ist hierbei nur eine Sonderform der anderen.[177]

Abbildung 22: Beispiele der drei Kategorien des enzymatischen Cofaktor-Recyclings. Der gestrichelte Kasten betont 
das in dieser Arbeit verwendete Recycling.
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Für die enzymgekoppelten Regenerationen wird ein weiteres Enzym eingeführt, das den 
gleichen Cofaktor nutzt wie das Zielenzym. Soll das Ziel-Enzym eine Reduktion 
durchführen, so wird das „CRS-Enzym“ in einer Oxidation eingesetzt. Ein Beispiel dafür 
sind Oxidationen von Alkoholen zu Aldehyden oder Ketonen, bei denen vice versa CRS-
„Substrate“ (Aldehyde/Ketone) zu Alkoholen reduziert werden (Abbildung 22 A).

Beim substratgekoppelten Recycling kann das Zielenzym zwei verschiedene Substrate 
nutzen und sowohl Hin- wie auch Rückreaktion katalysieren. Die Steuerung zum 
Zielprodukt erfolgt bspw. durch das Verlassen des Systems von einem der 
Reaktionsteilnehmer. Dies beeinflusst das Gleichgewicht und führt zu einer 
asymmetrischen Keton-Reduktion. Wie in Abbildung 22 B dargestellt, können so die 
Reduktion des einen Ketons (Substrat 1) und die Oxidation des Isopropanols (Substrat 2)
mittels des gleichen Enzyms durchgeführt werden. Die Fähigkeit zur Evaporation von 
Aceton verschiebt hierbei das Gleichgewicht. Für eine moderate Reaktionszeit muss 
hierfür das Co-Substrat Isopropanol im Überschuss eingesetzt werden.[178]

Wichtig für beide gekoppelten Regenerationen ist eine Irreversibilität der 
Regenerationsreaktion.[171] Dies kann anstelle der Entfernung des CRS-Produkts auch 
durch das natürliche Gleichgewicht bzw. der unterschiedlichen Reaktivitäten von Co-
Substrat und -Produkt erfolgen. Die Oxidation von D-Glucose zu D-(+)-Glucono-1,5-lacton 
ist dafür ein Beispiel.[179] Die erwähnte Sonderform besteht, wenn das Produkt der ersten 
Teilreaktion gleichzeitig das Substrat der zweiten Teilreaktion und damit ein Intermediat 
darstellt (Abbildung 22 C). Dann spricht man von einer geschlossenen Cofaktor 
Regeneration (closed loop).[177]

7.4.3.4 Cofaktor-Analoga

Eignen sich die vorherigen Strategien nicht, so kann ein promiskuitives Enzym ein 
NAD(P)H-ähnliches Molekül umsetzen, das ebenfalls Nicotinamid (21c) als funktionelle 
Gruppe trägt (NADH mimics). Eines dieser Analoga ist 1-Benzyl-1,4-dihydronicotinamid 
(BNAH) (Dihydro-21d), welches in einer Zwei-Schritt-Synthese ohne 
säulenchromatografische Reinigung und daher kostengünstig dargestellt werden kann
(Abbildung 23).[180] Durch Reaktion von Nicotinamid (21c) mit Benzylbromid (24) entsteht 
zunächst die oxidierte Form 1-Benzylnicotinamid (BNA) (21d). Durch anschließende 
Reduktion unter Lichtausschluss wird BNAH gebildet. In einer enzymatischen 
Chlorierung von Tryptophan (23a) zu 7-Chlortryptophan (23b) mittels RebH, konnte 
BNAH (Dihydro-21d) das NAD(P)H und die Reduktase ersetzen, musste allerdings mit 
zehn Äquivalenten eingesetzt werden.[181]
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Abbildung 23: A) Synthese des NADH-Mimics für die FADH2-Regeneration (oberer Kasten). In einer Zwei-Schritt-
Synthese wird zunächst das N-Benzylnicotinamid (BNA) (21d) aus Nicotinamid (21c) und Benzylbromid (24)
synthetisiert, das folglich zu 1 Benzyl-1,4-dihydronicotinamid (BNAH) (Dihydro-21c) reduziert wird. B) Außerdem ist 
die FAD-Reduktion mit BNAH (Dihydro-21c) in einer enzymatischen Halogenierungsreaktion von Tryptophan (23a) zu 
7-Chlortryptophan (23b) durch RebH dargestellt.

Mit der Bereitstellung einer gesicherten Elektronen-Transportkette, die für die Funktion 
der zuvor betrachteten Zwei-Komponenten-Systeme von Fl-MOG essentiell ist, soll nun 
auf den Schwerpunkt der Arbeit – die Flavin-abhängigen Halogenasen – geblickt 
werden.
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7.4.4 Flavin-abhängige Halogenasen

Wie zu Beginn des Kapitels 7.4 beschrieben, handelt es sich bei den Flavin-abhängigen 
Monooxygenasen (Fl-MOG) der Gruppe F um die Halogenasen, mit denen sich diese 
Arbeit hauptsächlich beschäftigt. Strukturelle Vergleiche mithilfe der CATH (Class 
Architecture Topology/Fold Homologous superfamily) Datenbank zeigten eine klare Nähe 
der Gruppen A und F. Beide Gruppen stammen mutmaßlich von einem gemeinsamen 
Vorfahren ab.[182] Hierbei haben die Gruppe-F-Enzyme jedoch die Fähigkeit verloren, 
NAD(P)H in der Substratbindetasche zu koordinieren, weshalb sie ein weiteres Enzym 
benötigen und daher als Zwei-Komponenten-Systeme gelten.

Mechanismus:

Prinzipiell gilt für alle Fl-Hal der gleiche Mechanismus (Abbildung 24) und ist unabhängig 
vom Substrat. Mit der Kristallisation der ersten Halogenase dieser Art, der Tryptophan-7-
Halogenase PrnA aus dem Pyrrolnitrin-Biosyntheseweg von unter anderem 
Pseudomonas fluorescens konnte so die Hypothese widerlegt werden, dass die 
(Hydro)peroxyflavin-Spezies der Fl-Hals analog zu den Fl-MOG direkt mit dem Substrat 
interagiert.[183] Nach diesem Mechanismus hätte das Halid-Ion erst in einem Folgeschritt 
die Halogenierung durchgeführt. Jedoch zeigte die Proteinstruktur eine räumliche 
Trennung von Substratbindedomäne und Cofaktorbindedomäne. Ein etwa 10 Å langer 
Tunnel verhindert eine Interaktion durch ein konserviertes Muster von
Aminosäuren – WxWxIP.[183, 184] Als Grund für diese Trennung wird angenommen, dass 
durch die Distanz eine Nebenaktivität zur Monooxygenierung verhindert wird.

Anschließende mechanistische Studien zeigten basierend auf den Erkenntnissen der 
Struktur, dass sich die Hydroperoxyflavin-Spezies auch in Abwesenheit von Substrat 
bildet und sich im Laufe des katalytischen Zyklus eine langlebige Enzym-Chlor-Spezies 
ausbildet, welche das Chlor an einer konservierten Lysin-Seitenkette trägt 
(Chloramin).[185] Ob diese Bindung tatsächlich kovalent ist, oder das Hypohalid (1) nur 
über eine Wasserstoffbrückenbindung (HBB) koordiniert wird, ist nicht abschließend 
entschieden.[154, 186] MD- (molecular dynamics) Simulationen und DFT- (density functional 
theory) Berechnungen beider Mechanismen am Beispiel von PrnA deuten aber auf einen
HBB-stabilisierten Transfer des HOCl hin, da die Barrieren der freien Energie zur
Protonierung (Übergangszustand 1) signifikant unterschiedlich zu Gunsten der nicht 
kovalenten Bindung sind.[187]

Diese elektrophile Chlorspezies wird letztlich vom nukleophilen Substrat angegriffen und 
bildet unter Deprotonierung – vermutlich durch ein konserviertes Glutamat – die neue 
Halogen-Kohlenstoff-Bindung aus. Neben dem spezifischen Motiv des Transfer-Tunnels 
ist auch die Flavinbindedomäne GxGxxG in der Rossmannfalte konserviert.[6, 182]
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Abbildung 24: Mechanismus von Flavin-abhängigen Halogenasen am Beispiel der Cofaktoren NADH (21a), FAD
(12c), der Halogenquelle Chlorid und verschiedenen protonierten Nucleophilen (NuH) als Substraten. Nach 
Generierung des (Hydro)peroxy-12 erfolgt der nuclephile Angriff des Chlorids und bildet die Hypochlorsäure 1a. Das 
konservierte Lysin koordiniert 1a und leitet es zum Substrat weiter, welches unter Deprotonierung durch ein mutmaßlich 
konserviertes Glutamat aktiviert wird. Der Transfertunnel separiert dabei das Substrat vom Flavin-Cofaktor. [183, 184]

Struktur:

Neben dem Modell-Enzym PrnA wurde zeitnah auch die Halogenase RebH aus dem 
Biosyntheseweg von Rebeccamycin (6) sowohl kinetisch, als auch strukturell 
charakterisiert. Unterteilen lassen sich die Proteinstrukturen dieser Tryptophan-
Halogenasen in zwei Unterdomänen, welche als „Box“ und „Pyramiden“-Domäne
bezeichnet werden (Abbildung 25).

Hierbei trägt die „Box“-Domäne mit dem konservierten GxGxxG-Motiv das FAD (12c) und 
die nur schwach strukturell konservierte „pyramid“-Domäne kontrolliert die Substrat-
Spezifität, da das Tryptophan zwischen beiden Domänen gebunden wird.
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Dies ist für alle bekannten Strukturen der Tryptophan-Halogenasen gleich, unabhängig 
davon, ob eine Bindung von Verbindung 12c und Substrat vorliegt oder nicht. Allerdings 
gibt es zwei Loops, die durch ihre Flexibilität eine wichtige Funktion in der FAD- und 
Substrat-Bindung einnehmen. Hierbei stellt der Loop der Substrat-Bindedomäne eine Art 
Deckel dar, um nach Bindung von Tryptophan das aktive Zentrum zu verschließen.[188]

A B

Abbildung 25: Strukturen der Tryptophan-Halogenasen A) PrnA (PDB: 2AQJ) und B) RebH (PDB:D 2OA1) in
Anlehnung an Dachwitz et al.[189]Gezeigt sind für beide Halogenasen die beiden Unterdomänen „Box“ (rot) und 
„Pyramide“ (blau), sowie in Stäbchen FAD (12c) (Farbe nach Heteroatom, sowie Kohlenstoff gelb), Chlor als Kugel
(grün) und das Substrat L-Tryptophan (23a) (Farbe nach Element, sowie Kohlenstoff grau). In der Struktur 
hervorgehoben sind außerdem der FAD-Loop (gelb) auf der rechten Seite und der Substrat-Loop (lila) in der Mitte.

Ähnlich erfolgt die Konformationsänderung für den FAD-Loop, denn bis auf eine 
Ausnahme (CmlS) erhalten alle Fl-Hals das reduzierte Flavin von einer Reduktase und 
haben selbst kein eigenes Flavin als festen Cofaktor gebunden. Teilweise kann auch der 
oligomere Zustand einen Einfluss auf die Substratbindung haben, wobei im Gegensatz 
zu den beiden genannten Dimeren die meisten Halogenasen als Monomer vorliegen und 
es sich daher um Ausnahmen handelt. VirX1 als einzig bekanntes Trimer[189] wird später 
noch einmal unter dem Punkt Gruppierung aufgegriffen.

Auch andere Halogenasen wie bspw. PltM und PltA, sowie CndH zeigen die 
Konservierung der „Box“-Domäne, aber Flexibilität in der „Pyramid“-Domäne, die bei 
letzteren beiden nur noch eine Helix ausmacht, was mit der Carrier-Abhängigkeit 
zusammenhängen kann.[189] Schematisch lässt sich diese Strukturinformation wie folgt 
darstellen (Abbildung 26).
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Abbildung 26: Schematische Darstellung der verschiedenen Bereiche, bzw. Domänen von Flavin-abhängigen 
Halogenasen. Die Pfeile A und B deuten verschiedene Einfuhrwege für FAD und Substrat an. Gezeigt sind außerdem 
die konservierten Motive für die FAD-Bindung (gelb), den Transfertunnel (orange) und das katalytische Lysin (grün),
sowie konservierte Aminosäuresequenzen (schwarz) am Ende der Box-Domäne (rot), sowie der Anfang der Pyramid-
Domände (blau). Der Bereich zwischen Lysin und Tunnel (weißblau) ist ein Teil der Pyramid-Domäne. Als 
Beispielsubstrat wurde Indol (21) gewählt.

Auf PrnA bezogen soll dieses angewandte Schema noch einmal in der Struktur gezeigt 
werden (Abbildung 27).

Abbildung 27: Ausschnitt der Struktur der Tryptophan-Halogenasen PrnA (PDB: 2AQJ) basierend auf der 
schematischen Darstellung der Abbildung 26. Hervorgehoben sind die Sequenzbereiche aa 1-349 (rot), die Flavin-
Bindedomäne GxGxxG (aa 12-17 in gelb), der Transfertunnel WxWxIP (aa 272-277 in orange), das konservierte Lysin 
K-79 (grün). Auch gezeigt ist der Bereich um die Bindetasche des Tryptophans (21) FxxPxxSxG (aa 341-349) und der 
Bereich nach der letzten Helix der „Box“-Domäne (aa 413-418) in schwarz, sowie der N-terminale Bereich aa 419-517 
(blau).



Kenntnisstand

44

Doch wie schon erwähnt, akzeptiert diese Gruppe von Enzymen nicht nur Tryptophan
(23a). Welche Substrate noch akzeptiert werden und wie man die Enzyme aufteilt, soll 
unter dem Punkt Gruppierung erläutert werden. Auch die Erweiterung des Motivs 
WxWxIP auf WxWxI(P/R/G) spielt dabei eine Rolle.

Gruppierung:

Bei der Gruppierung wird vor allem auf die natürlichen Substrate, sofern bekannt, 
abgezielt, sowie auf den Ursprungsorganismus (bakteriell, pilzlich, etc.). Hierbei sei 
zunächst festgestellt, dass unter Einbezug aller bekannten Fl-Hals Chlorid als Halid 
bevorzugt wird. Dies mag darauf zurückzuführen sein, dass chlorierte in terrestrischen 
und bromierte Naturstoffe in marinen Organismen ihren Ursprung haben.[6] Außerdem
zeigten Sequence-Similarity Network (SSN) Analysen, basierend auf RebH, die 
Aufteilung in vorrangig drei große Subnetzwerke im sogenannten „Level 1“. Die Analyse 
beinhaltet mehr als 90 % aller bekannten Fl-Hal. Die Netzwerke sind einerseits das Indol
bzw. Tryptophan-Subnetzwerk, sowie die Subnetzwerke für Phenole 25 und Pyrrole 26
(Abbildung 28).[190]

Abbildung 28: Einteilung der Flavin-abhängigen Halogenasen nach Zielstrukturen in die drei größten Subnetzwerke 
A, B und C auf Ebene des Level 1. Eine weitere Unterteilung erfolgt dann für A Indole (23) in die 4 Subnetzwerke A5
für Tryptophan-5-Halogenasen, A7 für Tryptophan-7-Halogenasen, AX für das bis dato keine ausreichende 
Charakterisierung erfolgt ist, aber BrvH als Vertreter gilt, sowie 2PYX, welches nach dem PDB-Eintrag eines
uncharakterisierten, aber kristallisierten Enzyms benannt wurde. Die Subnetzwerke für Phenole (25) (B) und Pyrrole
(26) (C) unterteilen sich in die Varianten A und B, wobei Variante A für frei-diffundierbare Substrate steht und Variante 
B für Carrier-gebundene Substrate. Ebenso die Tryptophan-6-Halogenasen, da diese sich auf der Sequenz-Ebene 
etwa gleichverteilen auf die Subnetzwerke A5 und A7.[190]

Das größte Subnetzwerk A mit 2270 Sequenzen besteht aus Fl-Hal die entweder 
Tryptophan als natürliches Substrat ausweisen, oder in der Literatur fähig waren 
Indole 23 zu halogenieren. Das zweitgrößte Subnetzwerk B mit 438 Sequenzen aus 
Bakterien und Pilzen halogenieren Phenole. Das dritte Subnetzwerk C mit 
212 Sequenzen adressiert chlorierte Pyrrol-Naturstoffe. 
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Die Unterteilung wird dann auf „Level 2“ vertieft, in der bspw. Regioselektivitäten[190] oder 
Voraussetzungen des Substrats wie Carrier-Abhängigkeit einbezogen werden. Wenn 
kein freies Substrat (Variante A) akzeptiert wird, dann bezeichnet man die Carrier-
Abhängigen Halogenasen auch als Variante B.[191, 192]

Zusätzlich gibt es noch eine kleine Gruppe von Enzymen, die auch aliphatische, 
sp3-hybridisierte Kohlenstoffe adressieren (Kapitel 7.4.4.3). Häufig sind hier aber 
Strukturen des Level 1 die Basis, oder es gibt eine Kombination mit einer anderen 
katalytischen Aktivität.[6] Teilweise kann aber auch keine Zuordnung zu einem 
bestimmten Substrat erfolgen, wie bei den Brominasen BrvH[193] und Xcc4156[194] (zwei 
weitere entdeckt),[195] oder der viralen Iodinase VirX1,[196, 197] um nur einige Beispiele zu 
nennen. Eine Übersicht über gewählte Fl-Halogenasen zeigt die folgende Abbildung 29.
[mit Erlaubnis entnommen aus Gkotsi et al. (2019)].[196]

Abbildung 29: Phylogenetischer Stammbaum bekannter Flavin-abhängiger Halogenasen und anderen 
Flavoenzymen. Gezeigt sind die funktionellen Beziehungen, bekannte Substrate, sowie der Verzweigungsgrad
innerhalb und zwischen den verschiedenen Gruppen. Abbildung mit Erlaubnis aus Gkotsi et al. (2019).[196]

Informationen zur Lizenz unter Kapitel 2 Verwendete Software und Bildrechtedeklaration.
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7.4.4.1 Tryptophan-Halogenasen

Weil der traditionelle Name Typtophan-Halogenase (Trp-Halogenase) ein sehr enges
Substrat-Spektrum vermuten lässt, findet man in der aktuellen Literatur daher häufiger 
den Namen Indol-Halogenase. Alle bekannten Tryptophan-Halogenasen 
(Subnetzwerk A) befinden sich in zwei Unternetzwerken des Levels 2, welche sich in der 
Regioselektivität unterscheiden (Abbildung 30).

Abbildung 30: Indolgerüst (23) mit einer Auswahl von Fl-Hal[166, 183, 198-204] der verschiedenen Positionen, die 
halogeniert werden können. R und R‘ sind unterschiedliche Substituenten oder Wasserstoff. Das Asterisk (*) bedeutet, 
dass SpH1[205] nur bevorzugt Position 2 halogeniert, wenn Position 3 blockiert ist. Die Raute (#) soll darauf aufmerksam 
machen, dass CmdE[206] keine freien Substrate akzeptiert. Für Position C-4 ist nach unserem Wissen bis dato keine 
Fl-Hal bekannt.

Das Subnetzwerk A5 beinhaltet alle Trp-5-Halogenasen wie PyrH[198] (PDB: 2WET) und 
Subnetzwerk A7 beinhaltet alle Trp-7-Halogenasen wie PrnA[183] (PDB: 2AQJ) und 
RebH[166] (PDB: 2OA1). 6-Halogenasen wie SttH[199] (PDB: 5HY5), Thal[200-202]

(PDB: 6SLT) und KtzR[203, 204], sowie BorH[207] (PDB: 8TTJ) werden keinem weiteren 
Subnetzwerk zugeordnet, da sie sequenziell nach SSN nahezu gleichverteilt in den 
anderen beiden Netzwerken vorkommen. Das größte Subnetzwerk AX beinhaltet die 
Halogenase BrvH, bei der das natürliche Substrat nicht bekannt ist, aber – wie zuvor 
erwähnt – teilweise eine Bromierung bevorzugt wird. Das zweitgrößte Subnetzwerk 2PYX
basiert auf dem uncharakterisierten, aber kristallisierten Protein YP_750003.1 (PDB: 
2PYX).[190, 208] Für alle diese Enzyme gilt, dass sie frei-diffundierbare Substrate 
akzeptieren, weshalb sie auch als Variante A-Enzyme bezeichnet werden.

Auch die Positionen 2 und 3 (Abbildung 30) können mittels Indol-Halogenasen adressiert 
werden. Als Beispiele gelten unter anderem die BrvH-ähnliche terrestrische Brominase 
SpH1[205] aus Botryococcus braunii und die Carrier-abhängige Chlorinase CmdE[206] der 
Biosynthese von Chondramid aus Chondromyces crocatus Cm c5. CmdE ist Teil des
Subnetzwerks von Variante B-Enzymen, also Tryptophan-Halogenasen, die Peptidyl-
Tryptophan in nicht-ribosomalen Peptidsynthese-Systemen (NRPS) und Polyketid-
synthese-Clustern (PKS) halogenieren. Dazu gehören bspw. auch MibH 
(PDB: 5UAO)[209] und KrmI.[210]
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Für die Bewertung einiger bekannter Variante A Halogenasen sollen folgend 
exemplarisch die kinetischen Parameter gezeigt werden (Tabelle 3). Diese wurden zum 
Vergleich bei der Charakterisierung der thermostabilen Th-Hal (PDB: 5LV9) unter 
gleichen Bedingungen bestimmt.[168] Es zeigt sich, dass die Michaelis-Menten-
Konstanten (KM) alle im selben Bereich liegen, während sich die Wechselzahlen (kcat)
teilweise um den Faktor 10 unterscheiden.

Tabelle 3: Vergleich kinetischer Parameter der thermophilen Th-Hal und anderen Tryptophan-Halogenasen zur 
Chlorierung von Tryptophan bei 30°C. Assay-Bedingungen: 2.5 μM Halogenase, 1 μM Fre, 1 μM FAD (12c), 2.5 mM
NADH (21a), 10 mM MgCl2, 0.5 mM Trp (23a) in 10 mM KPi pH = 7.4. Reaktion wurde für 30 min unter Schütteln 
durchgeführt und anschließend durch Hitzedeaktivierung (5 min bei 95 °C) gestoppt.[168]

Enzym Position der Halogenierung KM kcat kcat/KM

PyrH Trp-5-Halogenase 15.2 ± 4.2 μM 2.4 ± 0.4 min-1 0.16 ± 0.050 μM-1 min-1

PrnA Trp-7-Halogenase 20.7 ± 0.1 μM 1.1 ± 0.1 min-1 0.05 ± 0.005 μM-1 min-1

RebH Trp-7-Halogenase 28.7 ± 1.3 μM 0.6 ± 0.1 min-1 0.02 ± 0.004 μM-1 min-1

SttH Trp-6-Halogenase 25.3 ± 3.2 μM 1.7 ± 0.1 min-1 0.07 ± 0.010 μM-1 min-1

KtzR Trp-6-Halogenase für 7-Cl-Trp 34.1 ± 2.1 μM 0.4 ± 0.1 min-1 0.01 ± 0.003 μM-1 min-1

Th-Hal Trp-6-Halogenase 12.2 ± 1.8 μM 4.3 ± 0.5 min-1 0.35 ± 0.070 μM-1 min-1

Wie Tabelle 3 zeigt, hat die thermostabile Halogenase Th-Hal mit Abstand die beste 
katalytische Effizienz. Entsprechend gibt es viele Strategien, um die bereits bekannten 
und untersuchten Tryptophan-Halogenasen zu optimieren. Hierzu zählen die Erhöhung 
von Thermostabilität und Lösemittel-Toleranz[211], aber auch die Untersuchung der 
Promiskuität[212], Änderung der Substratspezifität und Regioselektivität[213-216] durch 
gerichtete Evolution (directed evolution) oder rationalem Design.

Nach der intensiven Charakterisierung und Analyse von Trp-Halogenasen gab es die 
Bestrebung, diese Enzyme in eine breite Anwendung zu bringen. So gab es viele 
erfolgreiche Ansätze zum Up-Scaling dieser Halogenierung durch entweder mit 
Reduktase kombinierte cross-linked enzyme aggregates (combiCLEAs)[167], oder 
Fusionierungen mit Reduktasen zum artifiziellen Ein-Komponenten-System.[217] Auch 
Fermentationen mit einem für die Produktion von Tryptophan optimierten Stamm des
Corynebacterium glutamicum zeigten Erfolg.[218] Für den Aufbau größerer Strukturen 
konnten Eintopf-Kreuzkupplungen[219] durchgeführt werden und darauf basierend 
Spätphasen-Modifizierungen ermöglicht[220] bzw. Aktivitäts-Assays für die einfachere 
Suche nach neuen Halogenasen etabliert werden.[221]
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7.4.4.2 Phenol-Halogenasen

Für das zweitgrößte Subnetzwerk B, der Halogenasen zur Umsetzung von phenolischen 
Strukturen 25 sind wesentlich weniger Enzyme charakterisiert. Im Gegensatz zu den 
Trp-Halogenasen wird bei den Phenol-Halogenasen nicht nach Regioselektivität 
unterschieden, sondern direkt in Halogenasen, welche freie Substrate akzeptieren 
(Variante A) und Carrier-abhängige Enzyme (Variante B) eingeteilt.[190] Andere 
Literaturquellen bezeichnen diese als Klasse A und Klasse B, da dort noch eine weitere
Klasse C eingeführt wird, in der Enzyme neben der Halogenierung noch weitere 
Reaktionen durchführen.[6]

Variante A-Enzyme zeichnen sich außerdem dadurch aus, dass sie alle eukaryotischen 
Ursprungs sind, während die Enzyme der Variante B aus Bakterien stammen.[190] Zur 
Variante A gehören die erste entdeckte pilzliche Fl-Hal Rdc2[222] aus Pochonia 
chlamydosporia, sowie deren Homolog RadH[223] (PDB: 8GU0) aus Chaetonium chiversi,
welche beide aus dem Radicicol (25a)-Biosyntheseweg kommen. Sie gelten als post-
PKS-Enzyme.[6] Ein weiteres Homolog, die GsfI[224] aus Penicillium aethiopicum
adressiert eine andere Struktur (Abbildung 31) und ist Teil der Griseofulvin (25b)-
Biosynthese. Neben der Halogenierung des Monocillin II (25c)-Gerüsts (Position wie bei 
Verbindung 25a), zeigten Rdc2 und RadH bereits ein breiteres Substratspektrum durch 
die Chlorierung von bicyclischen Heteroaromaten, wie Hydroxycoumarinen (25d) und 
Hydroxyisochinolinen (25e).[225]

Abbildung 31: Naturstoffe, sowie deren Gerüste und Surrogatsubstrate der phenolischen Fl-Hals.[222-229]
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Zwei weitere Enzyme sind BaaB und PltM. Während BaaB mutmaßlich an den Shikimat-
Weg anschließt und 4-Hydroxybenzoat (4-HB) zum 3,5-Dibrom-4-HB (25f)
halogeniert[226], chloriert PltM 1,3,5-Trihydroxybenzol.[230] Ähnlich erfolgt die Chlorierung 
mit ChlA, der Halogenase aus Dictyostelium discoideum bei Herstellung des 
„differentiation-inducing factor 1“ (DIF-1) (25g).[227] Weitere Phenol-Halogenasen sind 
das Ein-Komponenten-System (Reduktase und Halogenase) VemK aus der Biosynthese 
von Venemycin (25h)[228], sowie das aus der Xantholipin (25i)-Biosynthese stammende 
XanH (GenBank: ADE22292.1) von Streptomyces flavogriseus.[229] Bei der Anwendung 
des Domänenschemas aus Abbildung 26 ergibt sich am Beispiel von RadH folgendes 
Farbmuster in der Struktur (Abbildung 32).

Abbildung 32: Alphafold-vorhergesagte Struktur der phenolischen Halogenase RadH[223] (PDB: 8GU0), basierend auf 
der schematischen Darstellung der Abbildung 26. Hervorgehoben sind die die Sequenzbereiche aa 1-406 (rot), die
Flavin-Bindedomäne GxGxxG (aa 13-18 in gelb), der Transfertunnel WxWxIP (aa 234-239 in gold) und das 
konservierte Lysin K-74 (grün). Auch gezeigt ist der Bereich FxxPxxxxSG (aa 407-416) in schwarz im Vergleich zu den 
Trp-Halogenasen. Die Pyramiden-Domäne ist nicht dargestellt, da dieser Bereich nicht kristallisiert ist. Ansätze könnte 
die Helix-Region (aa 388-440 in weißblau) darstellen.

Variante B-Enzyme (Klasse B) sind in aller Regel NRPS- oder PKS-abhängig und 
halogenieren daher Tyrosyl-Gruppen in Carrier-gebundenen Peptiden oder Aromaten an 
Polyketid-Carriern.[31] Dazu gehören bspw. die Vancomycin-Halogenase VhaA[162], sowie 
die Chondrochloren-Halogenase CndH.[231] Beispiele dieser strukturell kleineren
Naturstoffe sind das Hierridin B und C[232], sowie Xanthomonadin[233], für das XanJ die 
Halogenierung durchführt.

Zur Klasse C gehören Enzyme wie die decarboxylierende Brominase Bmp5 aus 
Pseudoalteromonas luteoviolacea.[6, 234] Ähnlich wie BaaB bromiert dieses Enzym 4-HB, 
jedoch besitzt es zusätzlich noch die Funktion der Decarboxylierung und bromiert ein
zweites Mal an der decarboxylierten Stelle.
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7.4.4.3 Aliphatische Halogenasen

Basierend auf phenolischen Strukturen, hat sich eine weitere Gruppe von Flavin-
abhängigen Halogenasen gebildet. Eine dieser Halogenasen ist CmlS aus Streptomyces 
venezuelae, welches für die Chlorierung des Antibiotikums Chloramphenicol (27)
verantwortlich ist (Abbildung 33).[235] Dieses Enzym weist einige Besonderheiten auf, 
denn es trägt ein kovalent gebundenes FAD (12c) und besitzt eine einzigartige 
C-terminale Domäne mit einem Tunnel in T-Form, welcher zum aktiven Zentrum führt.[236]

Aufgrund der unpolaren Oberfläche von CmlS scheint ein Aktivator CmlK oder Carrier-
gebundenes Substrat nötig, ähnlich wie bei CndH.[231] CmlK zeigt Ähnlichkeit zu Acyl-
CoA-Synthetasen, daher ist noch in der Untersuchung, ob das Substrat wirklich Carrier-
gebunden sein muss oder freie Substrate akzeptiert werden und die Aktivierung auf 
andere Weise erfolgt.[6]

Auch die Methyltransferase-Halogenase AoiQ[237] aus Aspergillus oryzae RIB40 hat, wie 
der Name andeutet, zwei Funktionen. In der Biosynthese der Diaporthine (28) methyliert 
es die freie Hydroxygruppe am Grundgerüst des Orthosporin (28a)[238] und chloriert
zusätzlich terminal die Isopropanol-Gruppe. Dabei entsteht das Derivat des dichlorierten
Diaporthins (28b), mutmaßlich über eine Enolat-Bildung.

Abbildung 33: Halogenierte Naturstoffe und Substrate der aliphatischen Fl-Hals CmlS[235] und AoiQ[231. Gezeigt sind 
das Antibiotikum Chloramphenicol (27), sowie Diaporthin (28), das demethylierte Diaporthin - Orthosporin[238] (28a) und
das halogenierte Dichlor-Diaporthin (28c).

7.4.4.4 Pyrrol-Halogenasen

Ähnlich wie die Phenol-Halogenasen unterteilen sich die Pyrrol-Halogenasen des 
Subnetzwerkes C in Enzyme der Variante A und B. Für Variante A sind insgesamt sechs
Halogenasen bekannt, die alle im Durchschnitt paarweise 87 % Homologie zu der 
Pyrrolnitrin-Halogenase PrnC[5, 239-241] aus Pseudomonas sp. aufweisen. Da PrnC damit 
nach unserem Wissen die einzige Pyrrol-Halogenase ist, die frei diffundierbare 
(freistehende) Pyrrole 26 als natürliches Substrat aufweist, soll ihr auch im Folgenden ein 
gesonderter Abschnitt gewidmet werden.
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An dieser Stelle sei die Halogenase HalB aus Actinoplanes sp. ATCC 33002 erwähnt, 
welche auch freistehende Arylpyrrole 22 chloriert. In Rohextrakt-Experimenten konnte 
über Massenspektrometrie die Chlorierung von 2-(3,5-Dibromphenyl)pyrrol (22d) als 
Derivat des Pentachlorpseudilins (22e) detektiert werden, jedoch weder die Position, 
noch das natürliche Substrat bestimmt werden. Die Sequenzidentität von 44 % mit PrnC 
und 51 % mit der Phenol-Halogenase Cts4 aus dem Tetracyclin-Biosyntheseweg[242]

lassen hierbei keine eindeutige Zuordnung zu einer der beiden Gruppen zu.

Folglich gehören die anderen Enzyme dieses Netzwerks C der Variante B an. In der 
Literatur gilt hierfür als Modell die Pyrrol-Dichlorinase PltA[159] (PDB: 5DBJ)[243]. PltA und 
seine Homologen führen Dichlorierungen zur Biosynthese von Benzoylpyrrolen 29 durch, 
wie in der Struktur des Antimykotikums Pyoluteorin (29a)[244] ersichtlich wird. Es handelt 
sich hierbei um den Typ II nicht-ribosomaler Peptid Synthetase Systeme (NRPS II),
welche als eigenständige Enzym-Maschinerie häufig in hybriden Biosynthesewegen mit 
Fettsäuresynthasen (FAS), sowie Polyketidsynthasen (PKS) interagieren.[190] Hierbei 
sind zwei konservierte Domänen bekannt, die einerseits für die Aktivierung des Substrats 
über eine Adenylierung zuständig sind und andererseits die Substratbeladung mithilfe 
eines Peptidyl-Carrier-Proteins (PCP) für NRPS und Acyl-Carrier-Proteins (ACP) für FAS
und PKS durchführen (Abbildung 34 A).

Abbildung 34: A) Schematische Biosynthese von halogenierten Pyrrol-basierten Naturstoffen auf Basis von 
Pyoluteorin[244] (28a), sowie B) weitere Vertreter halogenierter Arylpyrrole (22) und Benzoylpyrrole (29).[234, 242, 245, 246]
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Neben der Untersuchung zur Regulation über Signalmoleküle,[230, 244] Verwendung 
seltener Codons[247] und protein-basierten Transkriptionsregulatoren[159], wurden auch 
Homologe zu PltA in anderen Organismen gefunden. Außer Pseudomonaden
produzieren auch Streptomyceten Pyoluteorin-Derivate (Abbildung 34 B). Mpy16 
(PDB: 5BUK)[234], als Enzym der Biosynthese von Marinopyrrol A (29b) des Stammes 
Streptomyces sp. CNQ-418, ist einer dieser Homologen. Bei der Herstellung der gegen 
Methicillin-resistente Staphylococcus aureus (MRSA)[248] wirkenden Marinopyrrole[249],
zeigte sich eine ähnliche Abfolge in der Biosynthese[250], was auf einen generellen Ablauf 
zur Herstellung von Pyrrol-basierten Naturstoffen schließen ließ.[251] Dabei wird L-Prolin
(30) zunächst adenyliert (30a) und auf das Phosphopantetheinthiol des PCP übertragen. 
Das Pyrrolidin-Gerüst wird anschließend zum Pyrrol oxidiert und der PCP-gebundene 
Pyrrol-2-Carboxythioester (30b) erfährt die Dichlorierung am Pyrrolring (30c). Es folgt 
eine Elongation der ursprünglichen Carboxy-Gruppe entsprechend der Polyketid-
synthese bis zur finalen Kettenlänge (30d), mit Reduktionen, Ringschluss und Hydrolyse 
des Thioesters (Abbildung 34 A). Ein weiteres Homolog ist Arm21 aus der Biosynthese 
von Armeniaspirol C (29c) aus Streptomyces armeniacus. In dieser Biosynthese wird 
jedoch von dem Muster der 4,5-Dichlorierung im finalen Naturstoff abgewichen.[245] Auch 
marine Naturstoffe folgen dieser Biosynthese, wie Beispiele der bromierten, marinen 
Pyrrol-Phenole (BMP) zeigen[252], die strukturell dem Arylpyrrol 22d teilweise sehr ähnlich 
sind.[234] Auch Erweiterungen des Pyoluteorin-Clusters sind in der Natur zu finden und 
bestehen in diesen Fällen aus Pyrrol- und Phenol-halogenasen, wie das Beispiel 
Pyrrolomycin J (29d) aus Actinosporangium vitaminophilum ATCC 31673 oder
Streptomyces sp. UC 11065 zeigt.[246] Während die Enzyme HalA (dox16/pyr16) und 
HalB (dox17/pyr17) mutmaßlich die Phenol-Struktur adressieren, ist Pyr29 das Homolog 
zu PltA.

Für die breitere Anwendung von PCP-abhängigen Halogenasen (Variante B) wurden 
einige Strategien entwickelt, die unter anderem im Kapitel 7.6 beschrieben werden. Trotz 
dieser Fortschritte bleibt die Biokatalyse mit Carrier-unabhängigen Enzymen die 
bevorzugte Variante, da so unter anderem viel weniger Enzyme in der Reaktionslösung 
benötigt werden. Deshalb soll es nun im Speziellen um PrnC als das Modell der 
Variante A-Enzyme für Pyrrole gehen.

.



Kenntnisstand

53

7.5 PrnC als Halogenase der Pyrrolnitrin-Biosynthese

Pyrrolnitrin (22a) ist ein mikrobieller Pyrrol-basierter Halo-Metabolit, der sowohl für die 
Landwirtschaft, als auch Pharmazie und Industrie von Bedeutung ist.[253] Isoliert wurde 
PRN (22a) aus verschiedenen Spezies wie rhizosphärischen Pseudomonaden, Serratia-,
sowie Burkholderia-Stämmen und spielt im Pflanzenschutz gegen boden- und 
samenbürtige phytopathogene Pilze eine wichtige Rolle. Mit seinem potentiell breiten
Wirkspektrum hat sich 22a zum Leitmolekül industrieller Bedeutung entwickelt und 
deshalb zur kostengünstigen Entwicklung von Fermentationsprozessen geführt.[253]

Gleiches gilt für die Vorstufe Aminopyrrolnitrin (22b), welches eine starke antimykotische
und antiparasitäre Wirkung hat.[254] Fluoreszierende Pseudomonaden, die Gene für die 
Produktion von Antibiotika tragen, zeigen sich mit mehr als 1000 Isolaten als besonders 
reichhaltig. Einer dieser Vertreter ist Pseudomonas protegens[255], welcher das 
Gencluster zur Biosynthese von Pyrrolnitrin (PRN) trägt (Abbildung 35).

Abbildung 35: Biosynthese von Pyrrolnitrin (22a) ausgehend von L-Tryptophan (23a). Halogenierende Enzyme sind 
in grün dargestellt sowie die Verwendung von FADH2 durch PrnA, PrnC und PrnD. Bereitgestellt wird das 
Rduktionsäquivalent von der Reduktase PrnF. Intermediate vom Tryptophan (23a) bis zum Pyrrolnitrin (22a) sind das 
7-Chlortryptophan (23b), sowie das Monodechloraminopyrrolnitrin (22c) und das Aminopyrrolnitrin (22b). Abbildung ist 
der eigenen Publikation nachempfunden.[256]

Im Folgenden soll ein historischer Abriss der Entdeckung von 22a und seinem 
Biosynthese-Cluster skizziert werden. Schon im Jahre 1964 wurde PRN (22a) durch 
Arima et al. das erste Mal (aus einem Pseudomonas-Stamm) isoliert und benannt.[257]

1970 publizierten Hamill et al. die Umsetzung von D-Tryptophan (23a‘) zu PRN in 
Pseudomonas aureofaciens. [258]
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1981 zeigten Chang et al. über Isotopen-Experimente, dass die Nitro-Gruppe des PRN 
aus dem Indol-Strickstoff resultiert[259] und van Pée et al. veröffentlichten eine Synthese-
Route zum 7-Chlortryptophan (23b).

Ziel war hierbei zu untersuchen, ob die L-Tryptophan-2,3-dioxygenase auch das Chlor-
Derivat akzeptiert.[260] Dieses Enzym soll später als PrnB (PDB: 2X66) bezeichnet 
werden.[261] Zwei Jahre später konnte gezeigt werden, dass auch bromierte Derivate von 
Pyrrolnitrin durch den mutierten Stamm Pseudomonas aureofaciens ATCC 15926 ACN 
produziert werden, wenn entsprechende Vorläufer von PRN gefüttert werden.[262] 1994 
transferierten Hill et al. die Genregion von PRN aus dem Organismus Pseudomonas 
fluorescens (BL915) nach Deletionsexperimenten in die zwei Stämme BL914 und BL922, 
die selbst nicht zur Biosynthese von 22a fähig sind. Nach dem Transfer konnte 22a aus 
diesen Stämmen isoliert werden.[5] Dies führte 1997 zur Erkenntnis, dass die 
halogenierenden Enzyme des PRN-Biosynthesewegs keine Haloperoxidasen sind, 
sondern NADH als Cosubstrat benötigen.[241, 263] Im gleichen Jahr legten Hammer et al.
die Annotationen der vier Gene prnA, prnB, prnC und prnD fest, die zu dieser Zeit als 
gesamtes Pyrrolnitrin-Cluster angesehen wurden.[264] 1998 erfolgten die 
Funktionsbeschreibungen der vier Gene durch Kirner et al.[240] Die erste Plasmid-basierte 
homologe Produktion und Reinigung des Proteins PrnA wurde kurz darauf im Jahr 2000 
durch Keller et al. gezeigt[265] und die Charakterisierung von PrnD als 
Rieske-N-Oxygenase erfolgte im Jahre 2005.[266] Das vollständige Gen-Cluster war erst 
mit der Charakterisierung der Reduktase PrnF im Jahr 2007 annotiert.[164]

Während PrnA eine intensive Charakterisierung erfahren hat, wurden für die Halogenase 
PrnC nach unserem Wissen keine detaillierten Untersuchungen publiziert. Hinweise auf 
die Inhibierung von PrnC durch Chlorid-Ionen und ein angenommenes pH-Optimum um 
pH = 7 finden sich aber in einem niederländischen Buchauszug von Altmann et al. aus 
dem Jahre 1997.[239]
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7.6 Konvergente Biosynthese von Naturstoffen

Aufgreifend was in der Betrachtung der PCP-abhängigen Pyrrol-Halogenasen 
(Variante B) erwähnt wurde, sollen nun artifizielle Varianten der natürlichen Biosynthesen
betrachtet werden. Kombinierte Biosynthesen sind generell nicht ungewöhnlich,[267] wie 
die Beschreibungen von Naturstoffen aus Teils NRPS und PKS gezeigt haben.[268] Doch 
auch die Kombination aus verschiedenen Cluster-unabhängigen Naturstoff-Biosynthesen 
ist möglich, sowie die chemische Abwandlung durch Muta-, Semisynthesen und
Fütterungsexperimente (Abbildung 36).[269-271]

Abbildung 36: Biosynthetische Konzepte. Farbige Kreise stellen Substrat, Produkt, Intermediate, chemisch 
synthetisierte Vorläufer und chemisch abgewandelte Produkte dar und sind mit Großbuchstaben versehen. 
Kleinbuchstaben auf den Pfeilen stehen für Enzyme. Abgewandelt und ergänzt nach Kirschning et al.[269, 270]
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Als Beispiel sind im Zuge von fortgeschrittenen Strategien des „Metabolic Engineering“
chemisch synthetisierte Thioester in Mutasynthese-Ansätzen (Abbildung 36 C) eingesetzt
worden. Hierfür werden die aktivierten Carboxy-Gruppen der natürlichen Substrate, 
bspw. über Säurechloride, oder über Katalysatoren, auf N-Acetylcysteamin (SNAc) 
übertragen. Dieser SNAc-Thioester kann dann in einer Umesterung mit dem PCP-Thiol
eines NRPS reagieren (Abbildung 37 A).[269, 272]

Abbildung 37: A) Hypothetisches Beispiel einer Mutasynthese im Biosyntheseweg von Benzoylpyrrolen (29),
basierend auf Anderle et al. zur Clorobiocin-Biosynthese.[272] In grau angedeutet ist die Biosynthese ausgehend von 
Prolin (30). Alternativ ist hier eine chemische Synthese-Route eines Pyrrol-Derivats gezeigt, bei der die Umwandlung 
der Carboxy-Gruppe zum Säurechlorid erfolgt, sowie die Übertragung von N-Acetylcysteamin (SNAc, lila) zum 
Thioester.[273] Final erfolgt die Umesterung des Carboxy-Pyrrol-SNAc-Thioesters zum Carrier-Pantethein-Carboxy-
Pyrrol-Thioester (blau). B) Dargestellt ist die nukleophile Öffnung des N-aktivierten β-Lactams (lila) durch das Thiol des 
Carrier-gebundenen Pantetheins (blau) über eine Stunde bei Raumtemperatur. Eine anschließende Click-Reaktion am 
Alkin der Propagylalkohol-Gruppe mit einem Rhodamin-Azid generiert einen Carrier-gebundenen Fluorophor.[274]

Andere Aktivierungsstrategien adressieren zunächst nicht das Substrat und deren 
Derivate, sondern das ACP von PKS-Cluster. Dafür wurden funktionelle Gruppen, wie 
bspw. Alkine von Propagylakohol, durch Öffnung N-aktivierter β-Lactam-Linker, an die 
ACP-Thiolgruppe geknüpft (Abbildung 37 B).[274] Über Click-Chemie (CuAAC) konnte 
dadurch ein Azid-tragender Rhodamin-Fluorophor gekoppelt werden. Das Ziel war hier 
zwar die Untersuchung des Substratspektrums von Ketosynthase-Acyltransferase-
Didomänen (KSAT), durch wiederum SNAc-verknüpfte Carbonsäure-Thioester[275], es 
zeigt aber das Interesse an der Verknüpfung von artifiziellen Substraten durch 
verschiedene funktionelle Gruppen mit Carrier-Proteinen. Letztlich soll so die Produktion 
neuer Wirkstoffe, sowohl aus PKS-, als auch NRPS-Cluster, biologisch zugänglich sein.
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Zwei Beispiele für den potentiellen Ansatz der kombinatorischen Biosynthesen
(Abbildung 36 D) sind zum einen die Darstellung der sogenannten bakteriellen 
Aminophenylpyrrol-basierten Alkaloide (APPAs: „aminophenyl pyrrole-derived alkaloids“) 
am Beispiel des Marinochinolin A (22f) (marinoquinoline A[276]).[277] Hierbei stellt MarC ein 
Homolog zu PrnB dar und katalysiert die Umstrukturierung des Indols von 23a zu einem 
Arylpyrrol. In Anwesenheit eines Aldehyds kann das 3-(ortho-Aminophenyl)-1H-pyrrol 
(22g) über eine spontane Pictet-Spengler-Zyklisierung das Chinolin (auch
1-Azanaphthalin oder Benzo[b]pyridin genannt) bilden (Abbildung 38). Weitere 
Modifikationen bspw. durch N-Methylierung sind mittels MarB möglich.[277] So lassen sich
die Biosynthese-Cluster von 22a und 22f kombinieren und bei Bedarf auch durch das 
Enzym Pictet-Spenglerase[278] erweitern.

Abbildung 38: Übersicht der biologischen Herstellung von Marinochinolinen[277] am Beispiel von Marinochinolin A[276]

(22f) ausgehend von L-Tryptophan (23a). Das 3-(ortho-Aminophenyl)-1H-pyrrol (22g) ist dafür das zentrale Intermediat, 
welches in einer spontanen Picet-Spengler-Reaktion mit einem Aldehyd zum zyklischen Chinolin führt. Alternativ kann 
vor der Zyklsisierung eine N-Methylierung der Anilinyl-Gruppe stattfinden und das N-Methyl-3-oAPP (N-Methyl-22g)
entstehen lassen. Als weiteres Beispiel ist das Pyonitrin C (22h) dargestellt

Einen analogen Ansatz zeigten Shingare et al. in der Totalsynthese von unter anderem 
Pyonitrin C (22h).[279] Zum anderen stellen die Prodiginine 31 als Pyrrol-basierte 
Naturstoffe[280-283] eine Biosynthese mit natürlicher Bifurkation dar. 
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In Vorarbeiten wurden sowohl das Bipyrrol 4-Methoxy-2,2′-bipyrrol-5-carbaldehyd (MBC)
(32), als auch das Monopyrrol 2-Methyl-3-amylpyrrol (MAP) (33) derivatisiert. Zhao et al.
gingen noch einen Schritt weiter und ersetzten das Monopyrrol MAP (33) durch die 
Biosynthese von Tetramsäure (34). Durch Deprotonierung der aziden Protonen am 
Kohlenstoff von 34 wird eine Kondensation mithilfe von RedH zum Hybrubin 35
ermöglicht (Abbildung 39).[284]

Abbildung 39: Darstellung weiterer Pyrrol-basierter Naturstoffe, deren Intermediate und Derivate. Hervorgehoben sind 
die Strukturmotive des Monopyrrols (blau) und der Tetramsäure (lila) sowie Chlor- in grün und Fluorsubstituenten in
rot.

Dass Derivatisierungen natürlicher Biosynthese-Produkte sinnvoll sind, zeigen die 
Pseudohalogenid-tragenden (CN-, N3-, NCS-, etc.) Alternativen zu PRN (22a). So wurden 
(und werden teilweise noch heute) die Fungizide Fludioxonil (36)[285, 286] oder Fenpiclonil 
(37)[287] in der Landwirtschaft eingesetzt.

Voraussetzung für die in diesem Kapitel beschriebenen Variationen von Naturstoff-
Biosynthesen ist eine ausgiebige Grundlagenforschung. Biosynthesen und deren 
Enzyme müssen verstanden werden, um auch davon isolierte Biokatalysen effektiv
durchzuführen. Einen Beitrag soll diese Arbeit im Folgenden leisten.
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8. ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Wie in Kapitel 6.2 als Zielsetzung beschrieben, sollte eine Klasse von halogenierenden 
Enzymen etabliert werden, um pyrrolische Strukturen zu derivatisieren. Eine dieser 
Strukturen ist das tripyrrolische Gerüst der Prodiginine 31. Entsprechend dieser Intention 
fiel die Wahl auf die Flavin-abhängigen Halogenasen (Fl-Hal) (Kapitel 7.4.4) der 
Biosynthesewege von Pyrrolnitrin (22a) und Pyoluteorin (29a) (Abbildung 40). Für eine 
Charakterisierung und Anwendung dieser isolierten Pyrrol-Halogenasen, die als Zwei-
Komponenten-Systeme gelten, war die Bereitstellung von Flavin-Reduktasen (Fl-R)
(Kapitel 7.4.2) eine obligatorische Vorbedingung. Für den Ansatz einer kombinatorischen 
Biosynthese (Kapitel 7.6) von Verbindung 31 war zusätzlich die Etablierung der 
Biosynthese-Cluster oder deren einzelne Enzyme im Produktionsstamm P. putida
KT2440 notwendig. Neben diesen bekannten Fl-Hals wurden über konservierte 
Sequenzen zwei putative Halogenasen (NC201 und NH153) ausgewählt und sollten in 
Ansätzen charakterisiert werden. Mit der Strategie der Genfusion aus Teilen des Enzyms
NH153 und der Pyrrol-Halogenase PrnC aus der Pyrrrolnitrin-Biosynthese, sollten die 
positiven Eigenschaften von NH153 auf PrnC übertragen werden. Dieses chimäre Enzym 
bekam den Namen NHprnC. Um auch andere Strukturmotive zu adressieren, wurden 
auch RadH als phenolische und PrnA als Tryptophan-Halogenase bereitgestellt. Diese 
sollen über Verbindung 31 hinaus auch Indolalkaloide wie Violacein[288] (48),
Physostigmin[289] (49) oder Aurachine[290, 291] 51 in Folgeprojekten derivatisieren.

Abbildung 40: Übersicht der von Tryptophan (23a) und Prolin (30) ausgehenden Naturstoffe. Hervorgehoben sind die 
Strukturmotive zur Halogenierung für Pyrrol- (blau), für Tryptophan- (lila) und Phenol-Halogenasen (orange).



Ergebnisse und Diskussion

60

8.1 Etablierung der Elektronen-Transportkette

Für die Bereitstellung dieses enzymatischen Halogenierungssystems ist es essentiell 
Flavinreduktasen zu etablieren. Im Kontext eines ökonomischen Blickwinkels ist es ferner 
auch sinnvoll ein kompatibles Cofaktor-Recycling-System (CRS) zu integrieren. Diese 
beiden Aspekte sollen in diesem Abschnitt beleuchtet werden. Ein zentraler Fokus ist 
dabei die Optimierung der Expression und Reinigung für die Bereitstellung von aktivem 
Enzym.

8.1.1 Bereitstellung der bakteriellen Flavinreduktase SsuE

Die Flavinreduktase SsuE ist ein E. coli-Protein und fand in der Literatur bereits mit 
Halogenasen Verwendung. Deshalb erfolgte zunächst die Etablierung dieser Reduktase 
für biokatalytische Anwendungen. Dafür wurde zunächst die chromosomale DNA isoliert.
Hierfür wurde das Gen ssuE aus dem Genom des Stammes E. coli DH5α durch PCR
amplifiziert. Der Erfolg dieser Amplifikationen ist in der folgenden Abbildung 41
dargestellt.

Abbildung 41: Analytisches Agarosegel zur PCR von ssuE-His6 aus dem Genom von E. coli DH5α. Als Primer wurden 
JGE0068_SsuE_fw und JGE0068_SsuE_His6_rv verwendet. M steht hierbei für den Marker (Thermo Scientific™ 
O'GeneRuler 1 kb DNA Ladder, Ready-to-Use- 250-10,000 bp). Aufgetragen sind auf dem linken Gel die PCR-Produkte 
der verschiedenen Temperaturen und rechts die kombinierten und entsalzten PCR-Produkte (Komb). Das PCR-
Produkt ssuE-His6 hat eine erwartete Größe von 612 bp.

Nach der Amplifikation des Reduktase-Gens ssuE-His6 mit entsprechenden Überhängen 
(engl.: overlaps, OL) für den Zielvektor, erfolgte der Transfer via Gibson Assembly in den 
Vektor pGEB. Dieser ist ein modifizierter Vektor von pET28a(+), bei dem der Bereich von 
einschließlich NcoI bis exklusive BamHI entfernt wurde (Kapitel 14.1).
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In einer Art homologen Überexpression wurde pGEB-ssuE-His6 anfangs unter 
Standardbedingungen exprimiert. Hierfür wurde der resultierende Stamm 
E. coli BL21(DE3) pGEB-ssuE-His6 in einer Übernachtkultur (ÜNK) angezogen und in je 
1 L TBKan-Medium bei 37 °C und 140 rpm zur Expression überführt. Nach Induktion bei 
einer optischen Dichte (OD600) von ca. 0.6 erfolgte die Expression für 24 h bei 25 °C und 
120 rpm. Nach der Zellernte wurden für die Reinigung Zellen aus 500 mL Kultur (ca. 7 g
CDW) in 35 mL Äquilibrierungspuffer (50 mM KPi-Puffer mit 5 mM Imidazol, pH = 7) 
resuspendiert und mittels Ultraschalls aufgeschlossen, das geklärte Lysat (cleared lysate 
cL) auf eine 5 mL-Ni-NTA-Säule aufgetragen und gereinigt. Der Prozess der Reinigung 
endete mit einem Pufferaustausch via Ultrafiltratoren Zentricons (COMW 10 kDa) bzw. 
der Entsalzung mit PD10-Säulen. Die folgende Abbildung 42 zeigt das Gel der SDS-
PAGE zur Reinigung von SsuE-His6. Am deutlichsten ist eine Überexpression in der 
Pellet-Fraktion P zwischen 20 kDa und 30 kDa erkennbar. Mit geringerer Intensität lässt 
sich diese Proteinbande auch angereichert in der Elutionsfraktion 2 (E2) erkennen.

Abbildung 42: SDS-PAGE-Gel zum Reinigungsprofil der Expression von E. coli BL21(DE3) pGEB-ssuE-His6 bei 25 °C
mit 50 μM IPTG. Gezeigt sind die Spuren M für Marker (ROTI®Mark 10-150 PLUS), LV für Leervektor-Kontrolle (E. coli
BL21(DE3) pGEB), P für Zellpellet, cL für geklärtes Lysat, DF für Durchfluss der Säulenauftragung, W für Waschfraktion 
mit 50 mM Imidazol, E1 für Elution mit 250 mM Imidazol, E2 für Elution mit 500 mM Imidazol und PD10 für die 
eingeengten und entsalzten Elutionsproben (50 mM KPi-Puffer, pH = 7). Letztere sind hierbei in zwei Gefäßen á 1.25 mL
aufgeteilt (I und II). SsuE-His6 hat eine berechnete Größe von 22.3 kDa und ist mit einem Pfeil markiert.

Für die gereinigten und entsalzten Protein-Lösungen (PD10 E2) erfolgten anschließend 
Absorptionsmessungen für den Nachweis von Flavinen. Ziel war dabei eine Möglichkeit 
der Nachverfolgung der Proteinelution in der Reinigung, sowie eine einfache 
Quantifizierung. Um festzustellen, ob die Flavine im genutzten Puffer Abweichungen zum 
in der Literatur genutzten Puffer zeigen, also verschobene Maxima oder andere 
Intensitätenverhältnisse im Absorptionsspektrum zeigen, wurde FMN im zuvor 
verwendeten Äquilibrierpuffer vermessen (Abbildung 43).
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Abbildung 43: Absorptionsspektrum von FMN in Äquilibrierungspuffer (50 mM KPi-Puffer mit 5 mM Imidazol, pH = 7) 
bei 24 °C. Gemessen wurde von 260 nm bis 500 nm in einem Plattenlesegerät Infinite M1000Pro der Firma Tecan. Die 
Maxima befinden sich bei 375 nm mit 10286 M-1 cm-1 und bei 445 nm mit 12115 M-1 cm-1. Vergleichswerte finden sich 
bei Aliverti et al.[292]

Die Proteinlösungen zeigten keine Absorption entsprechend dem Flavin-Muster. Da auch 
bei erneuter Reinigung keine Aktivität gemessen, noch Absorption bei entsprechender 
Wellenlänge detektieren konnte, wurde die Expressionstemperatur auf 20 °C gesenkt. 
Außerdem erfolgte die Untersuchung der Expression im zeitlichen Verlauf (Abbildung 44).

Abbildung 44: SDS-PAGE-Gel zum Expressionsprofil von E. coli BL21(DE3) pGEB-ssuE-His6 mit 50 mL bei 20 °C
und 120 rpm. Induktion erfolgte mit 200 μM IPTG bei OD600 = 0.8. Gezeigt sind die Spuren M für Marker (ROTI®Mark 
10-150 PLUS), LV für Leervektor-Kontrolle (E. coli BL21(DE3) pGEB), und die Zeitpunkte der Probenentnahme nach 
Induktion in Stunden der Expression. Außerdem ist eine Vergleichsprobe der 500 mL Hauptkultur (HK) aufgetragen. 
SsuE-His6 hat eine berechnete Größe von 22.3 kDa und wurde mit einem Pfeil versehen.

Auch unter dieser Bedingung lag das meiste Protein im Zellpellet als entsprechende
Einschlusskörper (inclusion bodies, IBs) vor. Deshalb wurde die Strategie der Arginin-
Resolubilisierung zur Entfaltung der Reduktase genutzt, um in einer anschließenden 
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Dialyse die Faltung zum aktiven Enzym zu ermöglichen. Hierzu wurde ein Arginin-
Resolubilisierungspuffer (50 mM TRIS-HCl mit 2 M Arginin, pH = 7.8) erstellt. Das in 
Aufschlusspuffer (50 mM TRIS-HCl, pH = 7.8) resuspendierte Zellpellet wurde in zwei 
Proben aufgeteilt. Eine Probe wurde zunächst weiter mit Aufschlusspuffer (Probe 1) und 
die andere Probe mit Arginin-Resolubilisierungspuffer (Probe 2) verdünnt. Nach dem 
Zellaufschluss wurden Pellet- und Lysatfraktionen gesammelt. Für die Probe 1 (ohne 
Arginin) erfolgte nun anschließend der Versuch der Resolubilisierung mit Arginin aus dem 
Pellet. Die einzelnen Schritte sind in Abbildung 45 A dargestellt.

A

B

Abbildung 45: Resolubilisierung von SsuE-His6 mit Arginin. A) Schematische Schritte zur Resolubilisierung mit Arginin. 
Als Basis dient der TRIS-HCl-Puffer (50 mM TRIS-HCl, pH = 7.8). Für die Resolubilisierung ist zusätzlich 2 M Arginin 
enthalten. B) SDS-PAGE Gel der Resolubilisierung mit M als Marker (ROTI®Mark 10-150 PLUS), geklärtes Lysat ohne 
Arginin (1a), und Zellpellet ohne Arginin (1b), Überstand des resolubilisierten Zellpellets mit Arginin nach 1h Inkubation 
und anschließender Zentrifugation (1c), sowie direkt in Arginin-Puffer aufgeschlossene Zellen mit resultierendem Lysat 
(2a). Das Pellet aus dem Argininaufschluss (2b) ist nicht dargestellt.
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Durch eine schlechte Löslichkeit des Arginins bei Raumtemperatur, das durch Absetzen 
am Boden sichtbar war, ist die Strategie 1 – Aufschluss ohne Arginin – zu bevorzugen.
Mit der deutlich stärkeren Bande im Pellet (1b) im Vergleich zum Lysat (1a) zeigte sich 
noch einmal deutlich die Bildung von IBs (Abbildung 45 B). Diese konnten erfolgreich 
über Resolubilisierung in Lösung gebracht werden (1c). Auch die Menge der löslichen
Reduktase im Argininaufschluss (2a) scheint im Vergleich zu 1a erhöht. 

Um den Reduktaseanteil im Pellet weiter zu verringern wurde in einer neuen Expression 
die Temperatur auf 18 °C gesenkt und vor der Induktion mit 100 μM IPTG ein Kälteschock 
auf Eis durchgeführt. Danach erfolgte eine neue Reinigung nach Strategie 1, also 
Aufschluss zunächst ohne Arginin. Die Resolubilisierung aus dem Pellet erfolgte in 
diesem Fall für 1 h bei 10 °C unter Schwenken. Nach erneuter Zentrifugation wurde der
Überstand auf eine 5 mL-Ni-NTA-Säule aufgetragen. Die Reinigung mit angepassten 
Imidazol-Konzentrationen erfolgte analog zu Abbildung 42 und ist in Abbildung 46
dargestellt.

Abbildung 46: SDS-PAGE-Gel zum Reinigungsprofil der Expression von E. coli BL21(DE3) pGEB-ssuE-His6 bei 
18 °C. Gezeigt sind die Spuren M für Marker (ROTI®Mark 10-150 PLUS), LV für Leervektor-Kontrolle (E. coli
BL21(DE3) pGEB), cL für geklärtes Lysat, resP für Überstand der Zentrifugation nach Resolubilisierung des Zellpellets, 
P für übriges Pellet nach Resolubilisierung, W für Waschfraktion mit 100 mM Imidazol und EF für Elutionsfraktionen 1 
und 2 mit 200 mM bzw. 300 mM Imidazol. Die aufgetragenen Volumina spiegeln nicht die gleichen 
Proteinkonzentrationen wider. SsuE-His6 hat eine erwartete Größe von 22.3 kDa.

Bei der Analyse der Gelelektrophorese war zu beobachten, dass sich noch eine relativ 
große Menge an Zielprotein in der Pellet-Fraktion befand, sodass die 
Temperatursenkung nicht den gewünschten Effekt hatte. Der Teil des Zielproteins, der 
resolubilisiert wurde, konnte gereinigt werden, zeigte dennoch wieder keine Aktivität.
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Parallel zu der Resolubilisierung und dem Kälteschock erfolgte ein Wechsel des 
Produktionsstammes. Hierfür wurden einerseits E. coli ArcticExpress (DE3) und 
anderseits E. coli Tuner (DE3) transformiert. E. coli ArcticExpress (DE3) zeigt eine Co-
Expression von für tiefe Temperaturen geeigneten Chaperoninen, Cpn10 und Cpn60, aus 
dem psychrophilen Bakterium Oleispira antarctica. Diese GroEL- und GroES-ähnlichen 
Proteine zeigen eine hohe Neu- bzw. Umfaltungsrate (refolding rate) bei 4 – 12 °C. Der 
Stamm E. coli Tuner (DE3) zeichnet sich durch die Deletion der lacY-kodierten Permease 
aus. Die Folge ist eine nur über Diffusion mögliche IPTG-Aufnahme und daher 
langsamere und gleiche Verteilung. Diese Expressionskontrolle sollte den Anteil an 
fehlgefalteten Proteinen reduzieren. Die Expression in E. coli ArcticExpress (DE3)
erfolgte für 48 h bei 10 – 13 °C und 120 rpm. Das Chromatogramm zur Reinigung mittels 
immobilized metal (ion) affinity chromatography (IMAC) ist in Abbildung 47 dargestellt. In 
den Elutionsfraktionen 10 – 12, sowie 16 – 18 war keine Aktivität messbar.

Abbildung 47: Chromatogramm der Reinigung von SsuE-His6 nach der Expression in E. coli ArcticExpress (DE3).
Dargestellt sind die Absorptionen bei 280 nm für Proteine und 450 nm für die Flavine in Abhängigkeit zur 
Reinigungszeit, sowie in grün der Stufengradient für den prozentualen Anteil von Puffer B (ohne Achse, Schritte: 1 %, 
10 %, 20 % und 30 %). Ab Minute 3 wurde die Konzentration von Imidazol auf 100 mM erhöht (Waschschritt). Die 
Elution erfolgte dann ab Minute 9 mit 200 mM Imidazol, sowie ab Minute 15 mit 300 mM Imidazol.

Die Expression in E. coli Tuner (DE3) wurde bei 18 °C und 120 rpm durchgeführt. Nach 
Induktion bei OD600 = 0.8 mit 100 μM IPTG wurde ein Ethanol-Schock[293] mittels 4 % (v/v) 
Ethanol, sowie ein Kälteschock[155] für 30 min bei 4 °C zur Chaperon(in)bildung 
durchgeführt. Nach 24 h wurden die Zellen geerntet und aufgeschlossen (3 g Zellen in 
10 mL). Das geklärte Lysat wurde bei 4 °C in Lagerungspuffer [25 mM KPi, 300 mM NaCl, 
pH = 7.5 mit 10 % (v/v) Glycerin] gelagert. Bei der Vermessung zeigten die 
Reinigungsfraktionen auch hier keine Aktivität, dafür war für das Lysat erstmals eine 
Absorptionsabnahme für NADH detektierbar. Exemplarisch sei die Berechnung hier 
einmal dargestellt:
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൤ ݐäݐ݅ݒ݅ݐ݇ܣ ℎ݁ܿݏ݅ݎݐ݁݉ݑ݈݋ܸ ൨ܮܷ݉ = ቃ݊݅݉ݏܾܣቂ ݃݊ݑ݃݅݁ݐܵ ∗ [݉ܿ] ݁݇ܿ݅݀ݐℎ݅ܿℎܿܵݎ݋ݐ݂݇ܽݏ݃݊ݑü݊݊݀ݎܸ݁ ∗ ଵିܯ݉] ߝ ∗  ܿ݉ିଵ] = ൤݉݊݅݉ܯ൨ 0.873 ቂ݊݅݉ݏܾܣቃ ∗ 101[ܿ݉] ∗ ଵିܯ݉] 6.22 ∗  ܿ݉ିଵ] = 1.40 ൤݉݊݅݉ܯ൨  = ܮܷ݉ 1.40
In der Doppelbestimmung ergab sich die volumetrische Aktivität 1.378 ± 0.036 U/mL. Da 
die Reduktase nicht im Detail charaktersisiert werden soll, wurde im Weiteren mit Lysaten 
gearbeitet. Zur Untersuchung des Einflusses der verschiedenen Cofaktoren wurden unter 
gleichen Bedingungen die Aktivitäten (Tabelle 4) von SsuE-Lysat mit jeweils NADPH und 
NADH, sowie FMN und FAD bestimmt (Abbildung 48).

Abbildung 48: Aktivitätsbestimmung des geklärten Lysats von SsuE-His6. Nach der Expression bei 18 °C in E. coli
Tuner (DE3) und Zellaufschluss wurden 20 μL Lysat mit 200 μM NADH oder NADPH, sowie 30 μM FMN oder FAD und 
Reduktasepuffer (50 mM KPi, 100 mM NaCl, pH = 7) auf ein Gesamtvolumen von 200 μL verdünnt. Der 
Extinktionskoeffizient von NAD(P)H bei 340 nm beträgt 6.22 mM-1cm-1 und die Schichtdicke der Mikrotiterplatte 0.5 cm. 
Gezeigt sind die Absorptionsabnahmen von NADPH in der Reaktion mit FMN (Kreise), NADPH mit FAD (gepunktete 
Quadrate), NADH mit FMN (Dreiecke) und NADH mit FAD (Rauten).

Tabelle 4: Volumetrische Aktivitäten der Lysate von der Reduktase SsuE mit Kombinationen aus 200 μM NADPH, 
30 μM FMN und 30 μM FAD. Die Parameter zur Messung im Plattenlesegerät Infinite M1000Pro der Firma Tecan waren
Schichtdicke (1 cm), Verdünnungsfaktor 10 und Extinktionskoeffizient (6.22 mM-1 cm-1).

Enzym Substrat 1 Substrat 2 Vol. Aktivität

SsuE
FMN NADPH 67 ± 9 mU/mL

FAD NADPH 174 ± 34 mU/mL

Während für NADH keine Aktivität unter diesen Bedingungen gemessen werden konnte, 
zeigte sich eine höhere volumetrische Aktivität für FAD im Vergleich zu FMN bei der 
Nutzung von NADPH (Tabelle 4). Damit ist die Reduktion von FAD 2.6-mal schneller als 
die von FMN. 
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Für die Reduktase SsuE lässt sich zusammenfassend sagen, dass eine lösliche 
Produktion von aktivem Enzym in E. coli BL21(DE3) weder bei 25 °C mit 50 μM IPTG,
noch bei 20 °C mit 200 μM IPTG möglich war. Auch die Resolubilisierung mit Arginin 
führte zwar zu Protein in der löslichen Lysatfraktion, aber noch immer zu inaktivem 
Enzym. Das Gleiche gilt für den Wechsel des Expressionsstammes im Falle von 
E. coli ArcticExpress (DE3). Erst die Produktion in E. coli Tuner (DE3) führte zu löslichem 
Lysat mit aktivem Enzym. Die Aktivitätstests zeigten eine Präferenz für FAD in der 
Reduktion mit NADPH. Eine Reaktion mit NADH konnte nicht gezeigt werden.

Im Vergleich zur Literatur, in der zur Charakterisierung der (NADPH)-abhängigen FMN-
Reduktase SsuE, entweder der Wildtyp oder eine Variante mit N-terminalem His-Tag untersucht 
wurden,[156, 157, 266] befand sich der His-Tag im Konstrukt dieser Arbeit am C-Terminus. In beiden 
Fällen erfolgte auch dort die Bereitstellung des Gens ssuE durch PCR aus dem Genom eines E. coli
K12-Stammes. Während eine Hypothese zur Bildung der inclusion bodies die geänderte Position 
des His-Tags sein könnte, zeigte sich doch auch bei Eichhorn et al. die Präzipitation von SsuE und 
His-SsuE für die Produktion in E. coli BL21(DE3) bei einer Expressionstemperatur von 30 °C.[156]

Entsprechend ist die Bildung von unlöslichem SsuE-His6 bei 25 °C und 20 °C bei sonst ähnlichen 
Bedingungen wie Induktion mit 50 μM IPTG bei einer OD600 von ca. 0.5 – 0.6 in 
Übereinstimmung mit der Literatur. Die Reduktion der Expressionstemperatur auf 16 °C bei einer 
Expressionsdauer von 6 h führte für Echhorn zur Produktion von löslichem Protein. Gao et al. 
wichen bei der Produktion von SsuE teilweise von diesen Bedingungen ab, indem sie bei einer 
OD600 von 0.8 – 0.9 mit 400 μM IPTG induzierten und die Temperatur während der Expression 
auf 18 °C senkten.[157] Die Expressionszeit lag hier auch bei 6 h. Die Untersuchung der Expression 
über den Zeitraum von ca. 24 h zeigte in dieser Arbeit jedoch keinen Grund, die Expression nach 
6 h abzubrechen, da die Proteinmenge basierend auf SDS-PAGE-Analyse weiter anzusteigen 
schien. Deshalb wurde zunächst ebenfalls die Expressionstemperatur auf 18 °C gesenkt. Im 
Gegensatz zur Literatur führte dies jedoch nicht zur Produktion von aktivem Enzym. Die 
Resolubilisierung mit Arginin basiert auf einer Unterdrückung der Aggregation und Stabilisierung 
als nicht-denaturierendes Agens, analog zu Guanidium Hydrochlorid, durch Begünstigung eines 
Faltungsintermediats.[294] Während bei einem pH-Wert von 4.1 und einer Konzentration von 0.5 M

Arginin eine Wiedergewinnung von 82 % Antikörper IgG4 möglich war und bei pH = 4.4 mit 2 M

Arginin die Resolubilisierungsrate 84 % betrug, zeigt sich, dass der Einfluss der Konzentration ab 
0.5 M eher gering ist. Der pH-Wert hingegen hat einen stärkeren Einfluss, denn die 
Wiedergewinnungsrate von löslichem IgG4 bei pH = 4.7 und 2 M Arginin lag nur noch bei 
65 %.[294] Deshalb ist das Verhältnis zwischen resolubilisierter SsuE mit 1 M Arginin in der 
Fraktion resP und der daraus gewonnenen Elutionsfraktion, sowie dem zurückbleibenden Pellet P
bei pH = 7.8 nach qualitativer SDS-PAGE-Analyse ein nachvollziehbares Ergebnis. Obgleich 
dieser pH-Effekt für einen geringeren pH-Wert spricht, erfolgte der Aufschluss dennoch in pH 7.8, 
da Lee et al. nach der Proteinproduktion die Reinigung ebenfalls bei pH 7.9 durchführten.[266] Da 
der Antikörper IgG4 keine katalytische Aktivität hat, kann die fehlende Aktivität der SsuE nicht 
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anhand dieser Resolubilisierungs-Ergebnisse bewertet werden. Es ist bekannt, dass Harnstoff, 
Guanidiumchlorid, sowie Arginin als Faltungshelfer bei hohen Konzentrationen Proteine 
denaturieren und bei geringer Konzentration die Aggregation verhindern können, die erhaltene 
oder wiedergewonnene Löslichkeit die Menge an aktiven, korrekt gefalteten Proteinen aber nicht
erhöhen.[295] Es zeigt sich, dass der Unterschied in der Konzentration zwischen 0.5 M und 1.5 M

Arginin eher gering ist, aber die Dauer der Neufaltung essentiell ist. Im Fall von rhG-CSF zeigten 
Chen et al. die Arginin-gestützte Neufaltung nach 17 h Inkubation bei 4 °C.[295] Entsprechend war 
die Phase der Resolubilisierung von SsuE-His6 in dieser Arbeit mit 1 h sehr kurz. Um eine hohe 
Proteinausbeute bei geringer Temperatur beizubehalten, erfolgte die Produktion folgend in dem 
Stamm E. coli ArcticExpress(DE3). Hier konnte zwar Zielprotein ohne Resolubilisierung in 
höherer Menge isoliert werden, jedoch was SsuE nach wie vor inaktiv. Eichhorn et al. beschrieben, 
dass der Wildtyp der SsuE schon nach 2 – 3 h im Lysat und auf Eis seine Aktivität verliert und 
dass gereinigte SsuE zwar mehrere Tage aktiv bleibt, aber im Prozess der Reinigung stark an 
Aktivität verliert. Dies könnte eine schlüssige Begründung darstellen. Erst der Wechsel zum 
Stamm E. coli Tuner (DE3), sowie die Reduktion der Temperatur auf 18 °C in Kombination mit 
einem Kälte- und Ethanol-Schock, die die Stress-Antwort in E. coli auslösen und die Hitzeschock-
Proteine Dnak, DnaJ, GrpE, GroEL und GroES produzieren lassen,[293, 296] ermöglichte die 
Bereitstellung von aktivem Lysat. Ein weiterer Unterschied ist, dass zuvor kein Natriumchlorid in 
den Puffern vorhanden war. Mit dem Wechsel zu E. coli Tuner (DE3) wurde auch 300 mM NaCl 
hinzugefügt. Sowohl Eichhorn et al. als auch Gao et al. nutzten 500 mM bzw. 100 mM NaCl in 
ihren Puffern. Vergleicht man die Aktivitäten der gereinigten Proteine SsuE bzw. His-SsuE mit 
den Lysaten dieser Arbeit, so ist eine nominelle Bewertung schwer, da keine volumetrischen 
Aktivitäten verglichen werden können. Was aber bestätigt werden konnte ist die Präferenz von 
SsuE für NADPH über NADH, welche in den unterschiedlichen KM-Werten um den Faktor 12.1
deutlich wird [KM(NADPH) = 46.0 μM; KM(NADH) = 555.5 μM aus Lit. [156]]. So erklärt sich auch 
die nicht detektierbare Aktivität mit NADH beim Vergleich der Nicotinamid-Substrate. Der 
Aktivitätsunterschied von Faktor 2.6 für FAD und FMN deckt sich ebenfalls mit dem Unterschied 
in den spezifischen Aktivitäten um den Faktor 1.8 [vmax(FMN) = 0.54 U/mg; vmax(FAD) = 
0.96 μM].[156] Einen Vergleich der Lysat-Aktivität ist jedoch mit der Doktorarbeit von Ina 
Wynands möglich. In der Dissertation wurden 3 μL SsuE-Lysat mit einer Aktivität von 0.55 mU

genutzt.[163] Diese 183 mU/mL liegen in der gleichen Größenordnung wie die volumetrische 
Aktivität von SsuE-His6, die in dieser Arbeit für FAD und NADPH mit 174 ± 34 mU/mL detektiert
werden konnten. Der neu postulierte Mechanismus von Driggers et al. über die Bindung zweier 
Moleküle FMN – eines fest gebunden und eines als Cosubstrat – ist für die Betrachtung von SsuE 
als Reduktase für Halogenierungen wichtig.[158] Für diesen Biokatalyseeinsatz ist daher FMN als 
Zusatz essentiell, allerdings besteht die Möglichkeit das FMN-Cosubstrat durch FAD zu 
substituieren, welches die Fl-Hal zur Halogenierung benötigen.
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Da die Aktivitäten der SsuE sehr gering waren und nur Lysate verwendet werden 
konnten, sollten auch andere Flavinreduktasen genutzt werden. Das als Doppelkonstrukt 
mit Halogenase erhaltene synthetische Gen fre zeigte in initialen Versuchen keine 
Überexpression und wurde daher nicht weiter untersucht. Allerdings erfolgte die 
Klonierung des Reduktase-Gens prnF aus dem Biosyntheseweg von Pyrrolnitrin (22a).

8.1.2 Bereitstellung der bakteriellen Flavinreduktase PrnF

Für die Amplifikation des Gens der Reduktase PrnF (Abbildung 49) wurde das 
synthetische Pyrrolnitrin-Cluster [pUC57-Brick(+)-prnABCDF] verwendet. Die PCR-
Ansätze wurden entsalzt und in einem Gibson Assembly mit geschnittenem pET28a(+)-
Vektor verwendet. Nach Sequenzierung wurde das isolierte Plasmid zur Transformation 
von E. coli BL21(DE3) verwendet. 

Abbildung 49: Analytisches Agarosegel zur PCR von prnF und prnF-His6 mit pUC57-Brick(+)-prnABCDF als Templat.
Als Primer wurden verwendet: JGE0209_PrnF OL pET28 fw, JGE0209_PrnF OL pET28 rv, sowie JGE0209_PrnF-His6 
OL pET28 rv. M steht hierbei für den Marker (Thermo Scientific™ O'GeneRuler 1 kb DNA Ladder, Ready-to-Use- 250-
10,000 bp). Die PCR-Produkte prnF und prnF-His6 haben eine Größe von 585 bp bzw. 609 bp.

Die Expression von E. coli BL21(DE3) pET28a(+)-prnF-His6 erfolgte in TBKan-Medium
nach Induktion mit 100 μM IPTG (OD600 = 0.6) bei 20 °C. Die Zellernte erfolgte nach 24 h.
Für den Aufschluss wurden 5 g Zellen in 20 mL Äquilibrierungspuffer (50 mM KPi, 300 mM

NaCl, 10 mM Imidazol, pH = 7.5) resuspendiert. Nach dem Zellaufschluss via Ultraschall 
wurde das Lysat durch Zentrifugation gewonnen. Für die Reinigung wurde das Äkta-
Programm der SsuE (Gradient: 10 mM, 100 mM, 200 mM und 300 mM Imidazol) aus dem
Kapitel 10.4.1 gewählt (Abbildung 50). Die Elution wurde bei einer Konzentration von 200 
mM Imidazol durchgeführt und die Fraktionen 13 – 17 (Minute 9 – 14) vereinigt. Diese 
zeigten eine gelbe Farbe in den Auffangröhrchen. 
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Die kombinierten Fraktionen wurden via Centricons auf ein Volumen von 5 mL eingeengt.
Nach Entsalzung mit PD10-Säulen ergaben sich 14 mL Reduktase in Lagerungspuffer.
Die Konzentration wurde auf 2.76 mg/mL berechnet [MW: 20.96 kDa; ε280 (Cystine 
oxidiert): 13075 M-1 cm-1]. Dies ergibt etwa 155 mg Protein aus 1 L Kultur. 

A B

Abbildung 50: Reinigung von PrnF-His6. A) Zeigt das Reinigungschromatogramm der Äkta purifier für die Reinigung 
von PrnF-His6. Dargestellt sind die Absorptionen bei 280 nm (blau) und 450 nm (orange). Außerdem sind die 
Konzentrationsschritte von Puffer B (50 mM KPi, 300 mM NaCl, 1 M Imidazol, pH = 7.5) in Prozent gezeigt (grün). B) 
SDS-PAGE-Gel zum Reinigungsprofil der Expression von E. coli BL21(DE3) pET28a(+)-prnF-His6 bei 20 °C. Gezeigt 
sind die Spuren Z für Zellprobe nach Expression, Rohlysat nach Aufschluss (RL), geklärtes Lysat nach Zentrifugation 
(KL), Waschfraktion mit 100 mM Imidazol (W), Reinigungsfraktionen (F), die kombinierten Elutionsfraktionen 13 – 17
(200 mM Imidazol), Die entsalzten Elutionsfraktionen (EFB), LV für den Leervektor und M für Marker (PageRuler™ 
ungefärbte Proteinleiter, 10 bis 200 kDa von Thermo Fisher Scientific Inc.). PrnF-His6 hat eine berechnete Größe von 
21 kDa.

Die Aktivität von PrnF-His6 wurde bei 30 °C bestimmt. Hierfür wurde die Abnahme der 
Absorption bei 340 nm für NADH (ε340: 6.22 mM-1 cm-1) gemessen. NADH und FAD 
wurden hier mit einer Konzentration von 200 μM bzw. 30 μM eingesetzt. PrnF-His6 wurde 
mit einer Verdünnung des Faktors 25000 in Reduktase-Puffer (50 mM KPi, 100 mM NaCl, 
pH = 7) vermessen. Für eine vergleichbare Bestimmung der Aktivitäten (Abbildung 51)
von gereinigtem Enzym (orange Quadrate) und geklärtem Lysat (schwarze Kreise),
wurden die volumetrischen Aktivitäten bestimmt. In der Dreifachbestimmung ergaben 
sich die volumetrischen Aktivitäten für das Lysat von 186.30 ± 12.04 U/mL und für 
gereinigtes Enzym 197.18 ± 21.22 U/mL. Da das gereinigte Enzym eine Konzentration 
von 2.76 mg/mL hat, ergibt sich die spezifische Aktivität von 71.44 ± 7.69 U/mg.
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Abbildung 51: Aktivitätsbestimmung des geklärten Lysats und der gereinigten, entsalzten PrnF-His6. Lysat und 
gereinigtes Enzym wurden mit einer Verdünnung von 25000 vermessen. Cofaktoren wurden mit 200 μM für NADH und 
30 μM für FAD eingesetzt. Gemessen wurde bei 30 °C in Reduktasepuffer (50 mM KPi, 100 mM NaCl, pH = 7) in einem
Gesamtvolumen von 200 μL. Der Extinktionskoeffizient von NADH bei 340 nm beträgt 6.22 mM-1cm-1 und die 
Schichtdicke der Mikrotiterplatte 0.5 cm. Gezeigt sind die Absorptionsabnahmen von NADH in der Reaktion mit FAD
für das Lysat (schwarze Kreise), und gereinigtes Enzym (orange Quadrate). Die Messwerte der Dreifachbestimmung 
wurden gemittelt und mit der Standardabweichung jedes Zeitpunktes angegeben.

In der Dreifachbestimmung ergaben sich die volumetrischen Aktivitäten für das Lysat von 
186.30 ± 12.04 U/mL und für gereinigtes Enzym 197.18 ± 21.22 U/mL. Da das gereinigte 
Enzym eine Konzentration von 2.76 mg/mL hat, ergibt sich die spezifische Aktivität von 
71.44 ± 7.69 U/mg. Unter Einbeziehen des Molekulargewichts von PrnF-His6 entspricht 
dies unter den angegebenen Assaybedingungen einer Wechselzahl k von etwa 
25 ± 3 s-1, die wie folgt berechnet wird:

݇ ൤1ݏ൨      = ൤ ݐäݐ݅ݒ݅ݐ݇ܣ.ݖ݁݌ݏ ܷ݉݃ ൨ ∗ [ܽܦ] ݐℎܿ݅ݓ݁݃ݎ݈ܽݑ݈݇݁݋ܯ = ൤ܷ ∗ ݃݉ܽܦ ൨ = ൤ μ݈݉݋ ∗ ݃min∗݉݃ ∗ =൨݈݋݉ ൤ μ݈݉݋ ∗ ݃min∗݉݃ ∗ ൨݈݋݉ = ൤ μ݈݉݋min∗݈݉݉݋൨ = ൤ μ݉60݈݋ s  ∗ 1000 μ݈݉݋൨ =  ൤ ൨ݏ 160000
Für die Bereitstellung der Reduktase PrnF-His6 wurden aus 500 mL Kultur nach 24 h etwa 

5 – 6 g Zellen gewonnen. Lee et al. sprechen für die Produktion von His-PrnF von 3 g CDW nach 
6 h, wobei kein Kulturvolumen genannt wird.[164] Im Gegensatz zu Lee et al. zeigte sich bei der 
Reinigung in dieser Arbeit eine Gelbfärbung der Elutionsfraktionen, welche allerdings beim 
Pufferaustausch verloren ging. Beschrieben wurde ein kcat von 65 s-1 und Michaelis- Konstanten 
von KM(FAD) = 3.2 μM und KM(NADH) = 43.1 μM. Aus den volumetrischen Aktivitäten dieser 
Arbeit mit 197.18 ± 21.22 U/mL und einer Proteinausbeute von 2.76 mg/mL kann die spezifische 
Aktivität von 71.44 ± 7.69 U/mg bestimmt werden. Die sich ergebende Wechselzahl k von etwa 
25 ± 3 s-1 liegt damit in der gleichen Größenordnung. Da Zwischen 3 g CDW zur Reinigung und 
k von 65 s-1 keine weiteren Daten vorliegen, kann hier keine weitere Aussage zum Vergleich 
getroffen werden. Entsprechend der mechanistischen Untersuchungen von Tiwari et al. fanden die 
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Aktivitätsmessungen im pH-Optimum für PrnF bei pH = 7 statt. Eine annährend gleichbleibende 
Wechselzahl findet sich im pH-Bereich von 7 – 7.5, wohingegen die katalytische Effizienz 
(kcat/KM) sogar über einen Bereich von pH = 6.5 – 8.5 ähnlich ist.[165] Für eine Anwendung mit 
Halogenasen zeigten Ismail et al., dass eine volumetrische Aktivität von 2.5 U/mL für 1.2 mol-%
Halogenase in combiCLEAS ausreicht. Die Expression erfolgte dort bei 30 °C in 1 L Kultur für 
72 h.

Nachdem nun eine gereinigte und aktive Reduktase bereitgestellt wurde, die das 
günstigere NADH anstelle von NADPH als Substrat hat, sollte eine Regeneration des 
Cofaktors genutzt werden, um NADH in geringeren Mengen einsetzen zu können. 

8.1.3 Glucose-Dehydrogenase als Cofaktor-Recycling-System

Die in dieser Arbeit verwendete GDH wurde über Fermentation durch das Institut für 
molekulare Enzymtechnologie (IMET) bereitgestellt.[297] Nach der Übergabe von 
Zellpellets durch Holger Gieren erfolgte die weitere Aufarbeitung in unserem Institut. 
Hierfür stellte Beatrix Paschold Rohlysate bereit. Der Zellaufschluss erfolgte mit 25 %
(w/v) in einem 100 mM Puffer TRIS-HCl mit einem pH = 8. Anschließend erfolgte die 
Zugabe von Glycerol [50 % (v/v)]. Vor der jeweiligen Anwendung erfolgte die 
Bestimmung der volumetrischen Aktivität der GDH über die photometrische Detektion der 
NADH-Bildung. Exemplarisch sei in der folgenden Abbildung 52 der Anstieg der 
Absorption als Triplikat dargestellt.

Abbildung 52: Aktivitätsbestimmung des Rohlysats der GDH. Lysate wurden mit einer Verdünnung von 20000
vermessen. Als Cofaktor wurde NAD+ mit 10 mM eingesetzt. Gemessen wurde in Reaktionspufferpuffer (50 mM KPi,
pH = 7.2), welcher das Substrat Glukose mit einer Konzentration von 40 mM enthielt. Das Gesamtvolumen betrug
200 μL. Der Extinktionskoeffizient von NADH bei 340 nm beträgt 6.22 mM-1cm-1 und die Schichtdicke der Mikrotiterplatte 
0.5 cm. Gezeigt sind die Absorptionszunahme von NADH.
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Aus dem Anstieg und den in der Abbildungsunterschrift erfolgten Angaben zu Parametern 
und Zusammensetzung, lässt sich die volumetrische Aktivität analog zu den Reduktasen
berechnen. In der Dreifachbestimmung ergaben sich die Steigungen 0.028 min-1, 0.029 
min-1, 0.029 min-1 und damit die durchschnittliche volumetrische Aktivität von 
184.72 ± 4.82 U/mL. Mit etablierter Reduktase und einem möglichen CRS sollen nun die 
eigentlichen Halogenierungen betrachtet werden.

Die Aktivität der GDH wurde als 197 U/mL bzw. 19.9 U/mg im zellfreien Extrakt 
beschrieben.[297] Diese ist nahezu deckungsgleich mit der in dieser Arbeit bestimmten 
volumetrischen Aktivität von 184.72 ± 4.82 U/mL.
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8.2 Halogenase PrnC aus der Pyrrolnitrin-Biosynthese

8.2.1 Klonierung, Expression und biochemische Analyse

Die Isolation des Gens prnC wurde durch die Bereitstellung des Stammes Pseudomonas 
protegens Pf-5 durch Katrin Röllen (IMET) ermöglicht. Die initiale Konstruktion durch 
Isolation aus dem Genom wurde durch Alexander Veljko Fejzagić im Zuge dieser Arbeit 
durchgeführt. In einer Touchdown PCR (Abbildung 53) entstand das Fragment prnC-His9.

Abbildung 53: Analytisches Agarosegel zur PCR von prnC-His aus dem Genom von Pseudomonas protegens Pf-5.
Als Primer wurden AFE005_V001_pET28a_prnC fw und AFE005_V001_pET28a_prnC rv verwendet. M steht hierbei 
für den Marker (Thermo Scientific™ O'GeneRuler 1 kb DNA Ladder, Ready-to-Use- 250-10,000 bp). Aufgetragen sind 
die PCR-Produkte der verschiedenen Temperaturen. Das PCR-Produkt prnC-His hat eine Größe von 1737 bp. 

Nach der Amplifikation des Gens mit entsprechenden Restriktionsschnittstellen (RE) für 
den Zielvektor wurden die Probenbanden aus dem Agarosegel ausgeschnitten und mit 
Wasser eluiert. Anschließend konnte über eine Ligation mit geschnittenem Vektor 
pET28a(+) das Konstrukt pET28a(+)-prnC-His generiert werden. Es zeigte sich in der 
Sequenzierung einerseits ein verlängerter His9-tag, sowie eine Punktmutation, welche in 
einer folgenden QuikChange-PCR eliminiert wurde. Der Aminosäureaustausch lautet 
E9G. Entsprechend ergab sich das finale Expressionskonstrukt pET28a(+)-prnC-His9

(Kapitel 14.1). Als Standard-Expressionswirt wurde auch für PrnC zunächst E. coli
BL21(DE3) transformiert.
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Expression von PrnC-His9 in E. coli BL21(DE3)

Für die Expression wurden 1 L TBKan-Medium in einem 3 L-Fernbrachkolben mit 0.5 %
Vorkultur E. coli BL21(DE3) pET28a(+)-prnC-His9 inokuliert. Bei einer OD600 von 0.8 
wurde mit 100 μM IPTG induziert und die Temperatur der Wachstumsphase – in 
Anlehnung an die Expression in P. fluorescens[5] – von 37 °C auf 28 °C gesenkt. Die 
Schüttelfrequenz von 140 rpm wurde beibehalten. Die Zellernte erfolgte nach 24 h. Die 
Zellen wurden in Aufschlusspuffer (50 mM KPi, 500 mM NaCl pH = 7.5) aufgeschlossen. 
Die Reinigung erfolgte mit den drei Imidazol-Konzentrationen 50 mM für die 
Waschfraktionen, 100 mM für die 1. Elutions- und 500 mM für die 2. Elutionsfraktion
(Abbildung 54 A).

Abbildung 54: SDS-PAGE-Gele zum Reinigungsprofil der Expression von E. coli BL21(DE3) pET28a(+)-prnC-His9 bei 
A) 28 °C und B) 25 °C. A) Gezeigt sind die Spuren M für Marker (ROTI®Mark 10-150 PLUS), LV-I als induzierter 
Leervektor, LV für nicht induzierten Leervektor, Z für Zellprobe nach 24 h Expression, RL für Rohlysat, W für 
Waschfraktion mit 50 mM Imidazol und E2 für Elutionsfraktionen 2 mit 500 mM Imidazol. B) ) Gezeigt sind die Spuren 
M für Marker (ROTI®Mark 10-150 PLUS), LV für Leervektor, P für Zellpellet nach Aufschluss, KL für geklärtes Lysat, 
DF für Durchfluss der Säulenbeladung, W für Waschfraktion mit 50 mM Imidazol, E1 für Elution mit 250 mM und E2 für 
Elution mit 500 mM Imidazol. I und II sind jeweils die Proteinlösungen nach PD10-Pufferaustausch. PrnC-His9 hat eine 
berechnete Größe von 66.1 kDa.

Diese Überexpression konnte in Folgeexperimenten nicht mehr reproduziert werden. 
Daher wurden die Expressionsbedingungen verändert. Der Induktionszeitpunkt wurde 
auf OD600 = 0.6 gesetzt und die Temperatur weiter abgesenkt. Expression wurde daher 
mit 50 μM IPTG bei 25 °C und 120 rpm gestartet. Der Elutionspuffer 1 wurde ebenfalls 
auf 250 mM Imidazol angepasst (Abbildung 54 B). Bei einer weiteren Reduktion der 
Expressionstemperatur konnte prnC-His9 deutlich überexprimiert werden (Abbildung 55).
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Abbildung 55: SDS-PAGE-Gel zum Expressionsprofil von E. coli BL21(DE3) pET28a(+)-prnC-His9 in 50 mL bei 20 °C 
und 120 rpm. Induktion erfolgte mit 200 μM IPTG bei OD600 = 0.6. Gezeigt sind die Spuren M für Marker (ROTI®Mark 
10-150 PLUS), LV für Leervektor-Kontrolle (E. coli BL21(DE3) pET28a(+) und die Zeitpunkte der Probenentnahme 
nach Induktion in Stunden der Expression. Außerdem ist eine Vergleichsprobe der 500 mL Hauptkultur (HK) 
aufgetragen. PrnC-His9 hat eine berechnete Größe von 66.1 kDa.

Bei der Reinigung im Aufschlusspuffer (50 mM KPi, 300 mM NaCl pH = 7.5) mit 
verschiedenen Imidazol-Konzentrationen zeigte sich jedoch, dass sich das gesamte 
Zielprotein in der Pellet-Fraktion befindet (Abbildung 56).

Abbildung 56: SDS-PAGE-Gel zum Reinigungsprofil der Expression von E. coli BL21(DE3) pET28a(+)-prnC-His9 bei 
20 °C und 120 rpm. Gezeigt sind die Spuren M für Marker (ROTI®Mark 10-150 PLUS), LV für Leervektor-Kontrolle, P
für Zellpellet, KL für geklärtes Lysat, DF für Durchfluss der Säulenauftragung, W für Waschfraktion mit 100 mM Imidazol 
und E für Elution mit 500 mM Imidazol. PrnC-His9 hat eine berechnete Größe von 66.1 kDa.

Analog zur Resolubilisierung von SsuE-His6 wurde für PrnC-His9 mit Arginin eine 
Neufaltung versucht, blieb allerdings erfolglos. Deshalb wurde für PrnC-His9 der 
Expressionsstamm gewechselt.
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Expression von PrnC-His9 in E. coli ArcticExpress(DE3)

Nach der Transformation wurde der Stamm E. coli ArcticExpress(DE3)
pET28a(+)-prnC-His9 für die Expression genutzt. Nach dem Ethanol- und Kälteschock 
und der Induktion mit 100 μM IPTG bei OD600 = 0.5 erfolgte die Proteinproduktion bei 
10 – 15 °C für 48 – 72 h. Für den Zellaufschluss wurden Zellpellet mit 20 % (w/v) in 
Äquilibrierungspuffer (50 mM KPi, 300 mM NaCl, 10 mM Imidazol, pH = 8) resuspendiert 
und aufgeschlossen. Die Reinigung erfolgte durch Auftragung von geklärtem Lysat auf 
eine Ni-NTA superflow cartridge und wurde entweder mit einer Peristaltikpumpe oder
dem automatisierten System des Äkta purifier durchgeführt (Abbildung 57). In der Regel 
ergaben sich nach der Reinigung Proteinausbeuten von 1 mg/g Zellen (15 mg/L Kultur).
Bei hoher Proteinkonzentration (~ 4 mg/mL) zeigten die Elutionsfraktionen eine gelbe 
Färbung. Diese ging aber bei der Entsalzung verloren.

A B

Abbildung 57: Reinigung der Expression von E. coli ArcticExpress(DE3) pET28a(+)-prnC-His9 nach Expression bei 
10 – 15 °C mittels Äkta purifier. A) Zeigt das Reinigungschromatogramm der Äkta purifier für die Reinigung von PrnC-
His9. Dargestellt sind die Absorptionen bei 280 nm (blau) und 450 nm (orange). Außerdem sind die 
Konzentrationsschritte von Puffer B (50 mM KPi, 300 mM NaCl, 1 M Imidazol, pH = 8) in Prozent gezeigt (grün). Nach 
der Auftragung des Lysats erfolgte der Waschschritt mit 7 Säulenvolumen (column volumes, CV) Waschpuffer (50 mM
KPi, 300 mM NaCl, 100 mM Imidazol, pH = 8). Die Elution wurde mit 8 CV Elutionspuffer (50 mM KPi, 300 mM NaCl, 
500 mM Imidazol, pH = 8) durchgeführt. Die Lagerung von PrnC-His9 erfolgte bei – 20 °C in Lagerungspuffer (25 mM
KPi, 300 mM NaCl, pH = 7.5 mit 10 % (v/v) Glycerin). B) Elutionsfraktionen der Reinigung von PrnC-His9. Von Links 
nach rechts zu sehen sind die 5 mL Fraktionen 10 – 16 und entsprechen auch der Zeit zwischen 10 min und 16 min.

Für den Verlauf der Reinigung wurde auch eine Gelelektrophorese durchgeführt, welche 
Expressionsbanden in der erwarteten Größe zeigten (Abbildung 58). Als Nachweis, dass 
es sich bei dem isolierten Protein um PrnC-His9 handelt, wurden zwei Proben aus den 
SDS-PAGE-Gelen ausgeschnitten. Einmal die im Pellet (P) verbliebene Bande bei 
60 kDa der Expression aus BL21(DE3) als Positivkontrolle (Abbildung 56) und aus der 
Expression in ArcticExpress(DE3) die konzentrierte Elutionsprobe (kE) (Abbildung 58). 
Auszuschließen war die Isolierung der Chaperonine.
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Abbildung 58: SDS-PAGE-Gel zum Reinigungsprofil der Expression von E. coli ArcticExpress(DE3) pET28a(+)-
prnC-His9 bei 10 – 15 °C und 120 rpm. Gezeigt sind die Spuren M für Marker (ROTI®Mark 10-150 PLUS), LV für 
Leervektor-Kontrolle, P für Zellpellet, KL für geklärtes Lysat, DF für Durchfluss der Säulenauftragung, W für 
Waschfraktion mit 100 mM Imidazol und E für Elution mit 500 mM Imidazol. Nach dem Entsalzen wird das Protein mit 
Centricons eingeengt. Die konzentrierte Enzym-Lösung in Lagerungspuffer befindet sich in Spur kE. PrnC-His9 hat 
eine berechnete Größe von 66.1 kDa.

Nach der Isolation und Trypsin-Verdau der Proteine wurden die Proben an die Kollegin 
Christina Mack am Institut für Bio- und Geowissenschaften IBG-1: Biotechnologie 
(Forschungszentrum Jülich) zur MALDI-ToF-Analyse überreicht. Ein Vergleich der beiden 
Proben mit E. coli-eigenen Proteinen bestätigte die Identität von PrnC-His9 durch Massen 
der Aminosäure-Fragmente (Abbildung 59).

Fixed modifications: Carbamidomethyl (C)
Variable modifications: Oxidation (M)
Cleavage by Trypsin: cuts C-term side of KR unless next residue is P
Number of mass values searched: 56
Number of mass values matched: 8
Sequence Coverage: 14 %
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GYLCADMEQY YQLFNDAKAE VEAVSAGHKS AEEAALRIHA LIDERDFAKP MFGFGYCITG DKPQLNNSKY SLIPAMKLMY WTQTRAPAEV
KKYFDYNPMF ALLKAYITTR IGLALKKHVH HHHHHHHH

Start
40

201
261
295
346
405
488
528

- End
- 50
- 211
- 275
- 303
- 360
- 411
- 495
- 535

Observed
1278.7301
1446.7220
1612.7790
1022.5381
1536.8574
944.4689
966.5244

1098.4917

Mr (expt)
1277.7228
1445.6834
1611.7717
1021.5308
1535.8502
943.4616
965.5171

1097.4844

Mr (calc)
1277.7092
1445.6834
1611.8580
1021.5345
1535.8420
943.4664
965.5294

1097.5328

ppm
11
22

-54
-4
5

-5
-13
-44

Miss
0
2
0
0
0
0
0
0

Sequence
R.VLIIEQSSHPR.F
R.EEPCRFKTHSR.S
R.STNNLVSVGLQLDPR.V
R.FPSIGAQFR.D
R.GLENTAVTIHALAAR.L
R.LWDAFHR.L
R.IHALIDER.D
K.LMY WTQTR.A

Abbildung 59: MALDI-ToF-Analyse von PrnC-His9 nach einem Trypsin-Verdau. Gezeigt sind die detektierten Massen 
der Aminosäurefragmente, die mit der Sequenz übereinstimmen (rot). Die Hydrolyse erfolgte hauptsächlich nach 
Argininen (R) und einmal nach einem Lysin (L).
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Mit den Hinweisen auf die korrekten Massen für Fragmente von PrnC-His9 wurden 
Kristallisationsversuche mit Prof. Dr. Oliver H. Weiergräber (Institut für Biologische 
Informationsprozesse, IBI-7: Strukturbiochemie, Forschungszentrum Jülich), sowie DLS-
Messungen durchgeführt. Die DLS-Messungen zeigten auf Grund der großen Radien 
eine Mischung oligomerer Strukturen (n > 10). Die Kristallisation war mit dieser nicht-
monodispersen Proteinlösung nicht erfolgreich. Die Priorität der Kristallstruktur rückte 
damit zunächst nach hinten und der Nachweis der Aktivität wurde zum zentralen Fokus 
der weiteren Experimente. Hierfür mussten Substrat und Produkt synthetisiert werden, 
um einen Nachweis über analytische Methoden zu gewährleisten.

Zunächst stellte sich die Frage, ob der Einfluss des entstandenen His9-tags bei der Klonierung 
von prnC (Kapitel 8.2.1) signifikant ist. Für die Affinitäts-Reinigung zeigten Mohanty und Wiener,
dass für die Elution im Vergleich eine höhere Imidazol-Konzentration nötig war. Während die 
His6-tag-Proteine mit 100 mM Imidazol eluiert wurden, waren für die His10-tag-Variante 500 mM

Imidazol nötig.[298] Dies deckt sich mit unseren Ergebnissen. Allerdings stellten sie sowohl eine 
geringere Proteinausbeute um den Faktor 4 fest, als auch einen Einfluss auf den oligomeren 
Zustand. Die geringere Ausbeute könnte an einer geringeren Affinität bei der Reinigung liegen, 
die Knecht et al. bei einer Untersuchung der Dissoziationskonstanten für His2- bis His10-Peptide 
untersucht haben. Hier zeigte sich ein Abfall in der Affinität zu Ni2+ ab einem Oligo-Histidin von 
His7, bedingt durch höhere Freiheitsgrade und damit Flexibilität des Tags.[299] Der längere His-
Tag hat aber nicht zwangsläufig Einfluss auf die Enzymaktivität. Yan et al. verglichen die 
spezifischen Aktivitäten der D-Aminosäureoxidase (DAO) mit His6- und His9-Tag und fanden 
ähnliche Werte für beide Varianten.[300] Für eine höhere Proteinausbeute und geringere Imidazol-
Konzentrationen während der Reinigung kann eine Verkleinerung des Tags also sinnvoll sein, 
Einfluss auf die Aktivität muss es aber nicht zwangsläufig haben. Für die lösliche 
Proteinproduktion wurden auch für andere Halogenasen Strategien erforderlich, wie sie in dieser 
Arbeit für PrnC gezeigt wurden (Kapitel 8.2.1). Beispielsweise wurde nach unlöslicher Produktion
von HalB in E. coli BL21(DE3) pLysS bei 30 °C der Produktionsstamm zu 
Pseudomonas aureofaciens ACN und Pseudomonas fluorescens BL915 gewechselt.[242] Die Ein-
Komponenten-Halogenase VemK wurde in BL21(DE3) pGro7 bei 16 °C produziert.[228] Ebenso 
wurden die Halogenasen Xcc4156 und RebH im Chaperon-co-exprimierenden Stamm BL21(DE3) 
pGro7 bei 25 °C hergestellt[194, 301] und krmI im E. coli BL21(DE3) pG-KJE8-Stamm bei ebenfalls 
16 °C exprimiert, der ebenfalls Chaperone bereitstellt.[210] Die Halogenase CmlS, welche FAD 
kovalent bindet, wurde ebenfalls bei 15 °C in E. coli BL21(DE3) produziert.[302] Das in dieser 
Arbeit final angewandte Prozedere zur Expression von PrnC gleicht dem von PrnA und PyrH. 
Diese beiden Tryptophan-Halogenasen wurden bei Shepherd et al. ebenfall in E. coli
ArcticExpress(DE3) bei 15 °C mit vorangegangenem Kälteschock produziert.[155] Peh et al.
zeigten kürzlich, dass für die lösliche Produktion von PrnC ein elf Aminosäure-langer tag
(NT11)[303] hilfreich ist und die Ausbeute an löslichem PrnC von ca. 1 mg/L Kultur auf 9 mg/L
Kultur erhöht.[304] Diese wurden in dieser Arbeit allerdings auch ohne NT11 erreicht.
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8.2.2 Synthese des natürlichen Substrats und Produkts von PrnC

Für die Synthese des Substrats von PrnC, dem Monodechloraminopyrrolnitrin (22c),
sowie dem chlorierten Produkt Aminopyrrolnitrin (22b), wurde nach der Synthese-
Strategie von Morrison et al. verfahren (Abbildung 60).[305] Bei der konvergenten 
Synthese wurde zunächst kommerzielles N-Triisopropylsilyl-1H-pyrrol (26a) mittels 
N-Iodsuccinimid (2b) iodiert. Das Rohprodukt 3-Iod-N-(TIPS)-1H-pyrrol (26b) wurde nach 
GC-MS-Analyse über einen Lithium-Halogen-Austausch zum chlorierten Derivat 3-Chlor-
N-(TIPS)-1H-pyrrol (26c) umgesetzt. Im Anschluss an die Aufarbeitung und Reinigung 
folgte die erneute Iodierung mit NIS (2b) zum 3-Chlor-4-iod-N-(TIPS)-1H-pyrrol (26d).

Abbildung 60: Synthese-Route von MDA (22c) und APRN (22b). Angegeben sind die Ausbeuten in Prozent. Das 
Produkt der ersten Iodierung wurde nicht isoliert und stellt nur die Umsetzung dar, welche mittels GC-MS bestimmt 
wurde (*). Die Ausbeuten in Klammern für 22b du 22c stellen die Gesamtausbeute über alle Syntheseschritte dar. a) 
Iodierung von 1.00 Äq. N-TIPS-1H-pyrrol (26a) mit 1.1 Äq. NIS (2b) in Aceton für 7 – 12 h bei RT. b) Lithium-Halogen-
Austausch von 1.00 Äq. 3-Iod-N-TIPS-1H-pyrrol (26b) mit 2.05 Äq. BuLi und 2.00 Äq. Hexachlorethan in THF für 
zweimal 30 min bei – 78 °C. c) Iodierung von 1.00 Äq. 3-Chlor-N-TIPS-1H-pyrrol (26c) mit NIS (2b) in Aceton für 
7 – 12 h bei RT. d) Palladium-katalysierte [PdCl2(CH3CN)2, 0.03 Äq.] Borylierung von 1.00 Äq. 3-Chlor-4-Iod-N-TIPS-
1H-pyrrol (26d) mit 1.30 Äq. HBPin (41) und SPhos (0.09 Äq.) in 1,4-Dioxan für 12 h bei 95°C. e) Deprotonierung von
1.00 Äq. 1-Brom-3-chlorbenzol (38) mit 1.40 Äq. BuLi und 1.50 Äq. DIPA in THF für 15 min bei 0 °C mit anschließender
Carboxylierung durch Trockeneis (CO2(s)) für 1 h bei – 78 °C. f) Schmidt-Reaktion von 1.00 Äq. 1-Brom-6-
chlorbenzoesäure (39) mit 1.00 Äq. Natriumazid in konzentrierter Schwefelsäure für 1.5 h bei 60 °C. g) und i) Suzuki-
Miyaura-Kreuzkupplung von 1.20 Äq. borylierten N-TIPS-Pyrrolen (26e und 26f) und 1.00 Äq. Anilin (40) mit 3.00 Äq. 
Kaliumphosphat und 0.05 Äq. Palladium-Katalysator in einem n-Butanol-Wasser-Gemisch mit für 12 h bei 35 °C.
h) und j) TBAF-Entschützung (2.00 Äq.) von 1.00 Äq. N-TIPS-Pyrrolen (22b und 22c) in THF für 1 h bei RT.
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In einer Masuda-Borylierung[306, 307] mit Pinacolboran (41) wurde die letzte Zwischenstufe 
dieses Synthesezweigs hergestellt, das 3-Chlor-4-BPin-N-(TIPS)-1H-pyrrol (26e). Der für 
die Kreuzkupplung benötigte Arylrest des zweiten Synthesezweigs wurde ausgehend von 
1-Brom-3-chlorbenzol (38) über eine Carboxylierung mittels Trockeneis synthetisiert und 
lieferte im ersten Schritt die 2-Brom-6-chlorbenzoesäure (39). Eine anschließende 
Schmidtreaktion[308] ermöglichte die Bereitstellung von 2-Brom-6-chloranilin (40). Beide 
Syntheserouten wurden in der Suzuki-Miyaura-Reaktion[52] zum geschützten N-
Triisopropylsilyl-Aminopyrrolnitrin (N-TIPS-22b) zusammengeführt. Für die Synthese von 
MDA (22c) konnte für die Kreuzkupplung auf die kommerzielle Boronsäure 26f
zurückgegriffen werden. Für die Anwendung in der Biokatalyse wurde mit einer Fluorid-
Quelle im letzten Schritt die TIPS-Schutzgruppe entfernt. 

Während die erste Iodierung mit mehr als 95 % Umsatz quantitativ erfolgte, stellte der 
Lithium-Halogen-Austausch eine größere Herausforderung dar. Die Reinigung vom 
Nebenprodukt des Hexachlorethans führte zu Produktverlust. Dies äußert sich in der 
Ausbeute von 60 – 82 %. Die erneute Iodierung zeigte mit Umsatzraten von 80 – 90 %
wieder einen sehr guten, durch GC-MS-Analyse verfolgten, Umsatz. Die moderate 
Ausbeute von 20 – 40 % der Borylierung markiert das bottle neck dieser Synthese. Die 
Kreuzkupplungen für MDA (22c) und APRN (22b) führten mit 45 – 80 % bzw. 40 – 60 %
Ausbeute zu ausreichend Produkt für Analytik und biokatalytische Verwendung, da die 
Entschützungen mit 65 – 90 % keine Limitierung darstellten. Für beide Komponenten 22b
und 22c, sowie für das kommerziell erworbene Pyrrolnitrin (22a) wurden GC-MS-
Chromatogramme aufgenommen (Abbildung 61), um eine erste Analytik für 
Umsetzungen zu etablieren Die dazugehörigen Massenspektren befinden sich im 
Anhang (Abbildung 116).

Abbildung 61: Extrahierte GC-MS-Chromatogramme von MDA (22c), APRN (22b) und PRN (22a). Hierbei zeigt 
MDA (schwarz) eine Retentionszeit von 11.36 min und die spezifischen Massen m/z: 192.098, 194.086 im 
Verhältnis 3:1. Für APRN (grün) ist eine Retentionszeit von 12.00 min detektiert wurde und das Isotopenmuster 
m/z: 226.014, 227.986, 230.009 im Verhältnis 9:6:1. PRN ist das unterste Chromatogramm (rot) mit der 
Retentionszeit 12.34 min und den Massen m/z: 255.945, 257.978, 259.037 im Verhältnis 9:6:1.
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Zusätzlich zur Analyse mit GC-MS, erfolgte auch die Vermessung und präparative 
Isolation von APRN (22b) mittels RP-HPLC (Abbildung 62). In der 
Säulenchromatographie (flash chromatography) befanden sich in einigen Fällen der 
Synthese von APRN noch Verunreinigungen die so entfernt werden sollten. Durch 
Sammlung der Fraktionen von Minute 70 – 80 konnten die Verunreinigungen entfernt 
werden und es blieb nur das Signal von APRN (22b) sichtbar, wie im GC-MS-
Chromatogramm der Abbildung 131 gezeigt. Auch das MDA wurde über die analytische 
HPLC vermessen (Abbildung 63).

Abbildung 62: Chromatogramm der präparativen HPLC-Reinigung von APRN (22b). Trennung des chemisch 
synthetisierten und entschützten APRN von den in der Synthese entstandenen Verunreinigungen (Peak 1 und 2).
Gezeigt ist das Chromatogramm der Detektionswellenlänge 224 nm. APRN (22b) zeigte eine Elution bei 72 – 80 min
(75.4 min). Als Laufmittel wurde 35 % Acetonitril mit 0.1 % Formiat verwendet.

Abbildung 63: Chromatogramm der analytischen HPLC von MDA (22c). Analyse des chemisch synthetisierten MDA 
nach der Entschützung. Gezeigt ist das Chromatogramm der Detektionswellenlänge 225 nm. MDA (22c) zeigte eine 
Elution bei 6.0 – 8.0 min (6.89 min). Als Laufmittel wurde 35 % Acetonitril mit 0.1 % Formiat verwendet.

APRN (22b)

2

1

MDA (22c)
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Für die Untersuchung der Aktivität wurden zunächst das natürliche Substrat und Produkt 
synthetisiert (Kapitel 8.2.2). Für die Synthese des Biokatalyse-Produktes APRN (22b) war die 
Borylierung eine besondere Herausforderung. Morrison et al. wiesen bereits in ihrer Synthese 
darauf hin, dass die Reinigung über deaktivitertes Silica schnell erfolgen muss, da andernfalls die 
eine Protodeborylierung eintritt.[305] Genau dies scheint in den Synthesen dieser Arbeit der Fall 
gewesen zu sein, was die geringen Ausbeuten von 20 – 40 % erklärt (Abbildung 60 und 
Kapitel 11.1.1). Zu Grunde liegt hier die Instabilität von verschiedenen aromatischen Boronsäuren 
bei verschiedenen pH-Werten.[309, 310] Auch die Strategie der Miyaura-Borylierung[311-313] wurde 
durchgeführt, führte jedoch nicht zu einer Steigerung der Ausbeuten. Da der Zweck dieses 
Syntheseteils nur die Bereitstellung von natürlichem Substrat und Produkt für die Untersuchung 
der Halogenase PrnC ist, stützte sich die Analyse der Syntheseprodukte (Kapitel 11.1.1 und 
Kapitel 11.1.2) auf die NMR-Daten und -Spektren (Kapitel 14.2.2) in der Literatur.[279, 305]
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8.2.3 Design of Experiment (DoE) zur Umsetzung mit PrnC

Mit der etablierten Analytik für MDA und APRN in der GC-MS konnte die biochemische 
Charakterisierung von PrnC-His9 bezogen auf kinetische Aspekte begonnen werden.
Nach initialen Umsetzungen von MDA mit PrnC-His9 bei den pH-Werten 6, 7 und 8, zeigte 
sich die höchste Umsatzrate bei pH = 7 mit der Tendenz zu pH = 8 (Abbildung 64).

Abbildung 64: Umsetzung von MDA (22c) zu APRN (22b) mit PrnC-His9 bei den pH-Werten pH = 6 (rote Quadrate), 
7 (schwarze Kreise) und 8 (blaue Dreiecke). Gezeigt sind die Signalflächen des Produktes APRN (22b) normalisiert 
auf die Signalfläche des internen Standards (IS) von m-Chlortoluol. Die Umsatzrate anhand der Flächenquotienten 
wurde für die Reaktionszeit von 7 h bestimmt und beträgt für pH = 6 m = 1.98*10-3 ± 1.51*10-4 h-1, für pH = 7
m = 3.09*10-3 ± 1.42*10-4 h-1 und pH = 8 m = 2.43*10-3 ± 8.22*10-5 h-1.

In dem Versuch war auch zu sehen, dass PrnC-His9 bei pH = 7 eine höhere Stabilität zu 
zeigen scheint. Während bei pH = 6 und 8 nach 15 h keine deutlichen Produktzunahmen 
mehr sichtbar waren, zeigte pH = 7 eine nach wie vor ansteigende Produktzunahme. Da 
die Umsatzraten aber relativ gering waren und der Einfluss der Cofaktoren, Reduktase, 
Temperatur und Salzkonzentration ebenfalls untersucht werden sollten, wurde ein DoE-
Experiment durchgeführt. In diesem als factorial design bezeichneten Versuchsaufbau, 
werden für jeden Parameter zwei Grenzwerte definiert. Bei Konzentrationen bspw. kleine 
und große Konzentration. Dieses factorial design wurde in Duplikaten durchgeführt
(genaue Messwerte sind im Anhang Kapitel 14.4 dargestellt) und sollte in Abhängigkeit 
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der verschiedenen Parameter eine Präferenz verdeutlichen (Abbildung 65). Bei der 
Planung und Auswertung erfolgte die Unterstützung durch Dr. Thomas Classen.

Abbildung 65: Darstellung der Statistik zum factorial design von PrnC-His9. Gezeigt sind Daten zur Umsetzung von 
MDA (22c) zu APRN (22b) für eine Optimierung der Umsatzraten. Die Graphen stellen hierbei nur die Veränderung 
eines Parameters dar. Die detaillierten Ergebnisse befinden sich im Anhang (Kapitel 14.4). Die farbigen Rauten (♦)
zeigen die einzelnen Messdaten der Umsetzungen, welche zu einem Mittelwert als zentraler Kreis (●)
zusammengefasst wurden. Die daraus resultierende Standardabweichung ist mit entsprechenden Linien dargestellt. 
Zusätzlich wurde eine Kerndichteschätzung durchgeführt, die eine Wahrscheinlichkeitsverteilung darstellt (graue 
Fläche). Für die Veranschaulichung der begünstigten Tendenz, wurden die beiden Mittelwerte zur Untersuchung des 
jeweiligen Parameters verbunden. Die untersuchten Parameter sind die Temperatur (A) mit 20 °C und 40 °C, die 
Reduktase-Aktivität von SsuE-Lysat (B) mit 7 mU/mL und 35 mU/mL, die pH-Werte (C) von 7 und 8, die FAD-
Konzentrationen (D) 10 μM UND 500 μM, die NADPH-Konzentrationen (E) mit 50 μM und 1000 μM, sowie die Chlorid-
Konzentration (F) mit 10 mM und 100 mM.
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Der Arrhenius-Gleichung[314] folgend zeigte sich so eine schnellere Umsetzung bei 40 °C 
im Vergleich zu 20 °C. Außerdem zeigte eine geringere Aktivität der Reduktase höhere 
Signalflächen, sowie erneut der pH-Wert von 7. Während der Cofaktor FAD mit geringerer 
Konzentration von 10 μM und NADPH mit höherer Konzentration von 1 mM mehr Produkt 
generierten, zeigte die geriingere Konzentration des Cosubstrats NaCl mit 10 mM die 
besseren Ergebnisse. Einen wirklichen Aktivitätsschub bekam die Reaktion aber erst 
nach dem Wechsel der Reduktase. Nach der löslichen Expression von PrnF-His6 konnte 
MDA (22c) zur vollen Umsetzung zu APRN (22b) gebracht werden.

Mit dem natürlichen Substrat und Produkt konnten die Bedingungen der Reaktion untersucht 
werden (Kapitel 8.2.3). Altman et al. deuteten in einem Beitrag in „Verhandelingen Natuurkunde“ 
für PrnC eine Bromierungs- und Chlorierungs-Aktivität an.[239] Außerdem nannten sie ein pH-
Optimum von pH 7 und eine optimale Konzentration an Chlorid von 20 – 50 mM. Eine höhere 
Konzentration von Chlorid über 75 mM soll eine Inhibierung der Halogenierungsreaktion zur 
Folge haben.[239] Da es sich bei dieser Veröffentlichung um keine klassische Publikation mit 
Experimentalteil handelt, gibt es zu diesen Aussagen keine experimentellen Daten. Auch auf 
Nachfrage bei dem Co-Autor van Pée wurden keine konkreteren Informationen erhalten. Da nach 
unserem Wissen also keine belastbaren experimentellen Daten diese Hypothesen unterstützten, 
wurde nach optimalen Reaktionsbedingungen gesucht. Im DoE-Ansatz konnte gezeigt werden,
dass die höchste Halogenierungsrate in der Tat bei pH = 7 vorlag (Abbildung 65). Auch im Vortest 
(Abbildung 64) wurde dies bestätigt und zeigte eine längere Reaktionsdauer. Dazu konnte ebenso 
die Bevorzugung einer geringeren Chlorid-Konzentration bestätigt werden, da die
Produktzunahme bei 10 mM NaCl stärker war, als bei 100 mM (Abbildung 65). Die höhere 
Halogenierungsrate bei 1000 μM NADPH konnte zwar einfach an der 
Gleichgewichtsverschiebung liegen, allerdings deutete die Verdoppelung der relativen
Umsatzraten (Abbildung 65 E) bei Verzwanzigfachung der Konzentration den Sättigungsbereich 
der SsuE an, da kein linearer Zuwachs der Umsatzraten erkennbar war. Mit einem KM von 
46 μM[156] für NADPH lag die niedrige, eingesetzte Konzentration von 50 μM im DoE daher nah 
an der halbmaximalen Reaktionsgeschwindigkeit der SsuE. Bei Untersuchungen zur Reaktion der 
Alkansulfonat-Monooxygenase SsuD mit der SsuE zeigte sich auch die höchste Aktivität mit 
500 μM NADPH und keine Inhibierung bei höheren Konzentrationen.[156] Auch die Bevorzugung 
der geringeren Konzentration von FAD von 10 μM anstelle von 500 μM kann mit der Reduktase 
begründet werden, da die SsuE schon bei 100 μM eine Substratüberschussinhibierung zeigte[156].
Hinzu kam die Feststellung, dass ein angleichendes Verhältnis zwischen hohem Elektronendonor 
(NADPH) und Elektronenakzeptor (FAD) zu keiner produktiven Halogenierung führte, sondern 
eine Entkopplungsreaktion zu Wasserstoffperoxid (H2O2) zu begünstigen scheint und damit 
sowohl Reduktionsäquivalente unproduktiv verbraucht werden, als auch zu Instabilität von 
Substrat und Enzymen führen.[181] Die gestiegene Halogenierung bei 40 °C (Abbildung 65 A) ist 
nicht auf die Reduktase zurückzuführen, da die SsuE bei 45 °C eine Verringerung der Wechselzahl 
um den Faktor 4 im Vergleich zu 30 °C zeigt.[168] Entsprechend wären eine höhere Diffusionsrate 
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von FADH2 zum PrnC und eine höhere Reaktionsgeschwindigkeit im Einklang mit der Arrhenius-
Gleichung[314] mögliche Begründungen. Für die höhere Halogenierungsrate bei geringerer 
Reduktase-Aktivität wurde keine passende Erklärung gefunden. Bei einer eingesetzten 
Konzentration von 0.3 mg/mL (4.5 μM; 0.9 mol-%) PrnC waren die volumetrischen Aktivitäten 
der SsuE-Lysate mit 7 mU/mL und 34 mU/mL (Abbildung 65 B) vergleichweise gering. Für 
1.2 mol-% (12 μM) RebH wurden bspw. 2.5 U/mL PrnF eingesetzt[181], genauso wie für 8.9 mol-%
(5 mg/mL) Xcc-Halogenase.[195] Der Vergleich mit Fre war nicht möglich, da in 
Halogenierungsreaktionen reines Enzym (1 μM – 5 μM) ohne Angabe der Aktivität genutzt 
wurde[155, 168, 223] und die Konzentration von SsuE in Lysaten dieser Arbeit nicht bestimmt werden
konnten. Genau wegen dieser Ungenauigkeit, der fehlenden Möglichkeit zur Reinigung der 
Reduktase und der noch immer bestehenden Notwendigkeit zur Reaktionsoptimierung, erschien
der Wechsel der Reduktase für weitere Untersuchungen sinnvoll.
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8.2.4 Kinetische Untersuchungen zu PrnC

Im Zuge dieser nun optimierten Reaktionsbedingungen sollten im Folgenden die 
kinetischen Parameter für die Chlorierung von MDA (22c) zum APRN (22b) bestimmt 
werden. Dafür wurde zunächst für die GC-MS-basierte Analyse eine Kalibrierung von 
APRN (22b) erstellt. Hierzu wurden die DMSO-Stammlösungen von 22b mit
Konzentrationen von 20 μM – 160 μM in Reaktionspuffer ohne PrnC um den Faktor 20 zu 
1 mL verdünnt. Anschließend erfolgte die Extraktion mit 1 mL Essigsäureethylester,
welches m-Chlortoluol als internen Standard mit einer Konzentration von 100 μM

beinhaltete. Die Analyse der getrockneten Extraktionen sind in der Abbildung 66
dargestellt. Die einzelnen Chromatogramme befinden sich im Anhang (Kapitel 14.2.1).

Abbildung 66: Kalibrierung von APRN (22b) mit Konzentrationen von 1 μM – 8 μM als Duplikat. Die Konzentration 
wurde aufgetragen gegen den Quotienten der Signalfläche von 22b zur Signalfläche des IS m-Chlortoluol. Der lineare 
Fit ergab die Gleichung für die Regressionsgerade von y = 0.0019x + 0.0014 mit einem korrigierten Bestimmtheitsmaß 
von R2 = 0.998.

Darauf aufbauend wurde die Bestimmung der Michaelis-Menten-Kinetik durchgeführt.
Aus den Analysen der Reaktionsoptimierung ergaben sich die finalen Parameter der 
Reaktion zu 25 mM KPi (pH = 7.2), 30 mM NaCl, 20 mM Glukose für das CRS, 1 % Glycerin
(aus dem Lagerungspuffer), 30 μM FAD, 2 U/mL PrnF, 2 U/mL GDH und 0.3 mg/mL

PrnC-His9 ( ~4.5 μM). Als Substratkonzentrationen wurden für MDA (22c) 20 μM – 2 mM

verwendet. Die Temperatur betrug 30 °C. Die Tabelle 29 im Anhang gibt die 
Flächenquotienten für die Doppelbestimmung wieder. Mit den Berechnungen der 
Reaktionsgeschwindigkeiten [min-1] aus den Umsatzraten [mL/mg min-1], die im 
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Folgenden gezeigt sind, wurden die Wechselzahl kcat und die Michaelis-Konstante KM

bestimmt (Abbildung 67). ݈ܿ݅݁ܩℎݕ :݃݊ݑݎ݁݅ݎܾ݈݅ܽܭ ݎ݁݀ ݃݊ݑ = ݔ݉ + ݊
ݔ = ݕ  − ݊݉ = (Normalisierte Fläche (APRN) − y– Achsenabschnitt)  ߂ Normalisierte Fläche(ܴܰܲܣ)ܿ ߂ =  (ܴܰܲܣ)ܿ 

ݐ ߂ (ܴܰܲܣ)ܿ ߂  ∗ (݉ݕݖ݊ܧ)ܿ = ቎ ݐäݐ݅ݒ݅ݐ݇ܣ ℎ݁ܿݏ݂݅݅ݖ݁݌ݏ  μ݈݉݋min∗ ܮ ∗ ܮ݉݃݉ ቏(݉ݕݖ݊ܧ)  = [ μ݈݉݊݅݉݋ ∗ ݃] =  [ܷ݉݉݃] 
݇௖௔௧ = ݐäݐ݅ݒ݅ݐ݇ܣ ℎ݁ܿݏ݂݅݅ݖ݁݌ݏ ∗ (݉ݕݖ݊ܧ)ܹܯ = ൤ μ݈݉݋ ∗ ݃min∗ ݃ ∗ ൨݈݋݉ = [10ି଺݉݅݊ ] 

Abbildung 67: Michaelis-Menten-Kinetik für PrnC-His9. Die Reaktionen wurden in einem Gesamtvolumen von 1 mL
durchgeführt. Die Reaktionen wurden durch Zugabe von 1 mL EE mit internem Standard (100 μM) gestoppt. Die 
Reaktionsgeschwindigkeiten wurden durch die Produktzunahme pro Zeit bestimmt. Hierzu wurden die normalisierten 
Produktflächen genutzt. Die Vermessung erfolgte an der GC-MS. Der Michaelis-Menten-Fit (rot) ergab ein korrigiertes 
Bestimmtheitsmaß von R2 = 0.941. Zusätzlich ist die Berechnung des Fits angegeben. Die Reaktionslösung setzte sich
aus 25 mM KPi (pH = 7.2), 30 mM NaCl, 20 mM Glucose, 1 % Glycerol (aus Lagerungspuffer), 30 μM FAD, 2 U/mL PrnF, 
2 U/mL GDH und 0.3 mg/mL PrnC (~4.5 μM) zusammen. Diese wurde zu den DMSO-Lösungen von MDA hinzugefügt. 
Reaktionen wurden durch Zugabe von 1 mM NADH gestartet.

Es ergeben sich aus diesem Graphen die Michaelis-Konstante KM mit 14.4 ± 1.2 μM

sowie über den Schritt der spezifischen Aktivität (25.04 ± 0.32 mU/mg) als vmax die 
Wechselzahl kcat mit 1.66 ± 0.02 min-1. Mit den bekannten Bedingungen für eine 
Halogenierung sollte dann im nächsten Schritt die Promiskuität von PrnC bestimmt 
werden.
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Die kinetischen Untersuchungen von PrnC (Kapitel 8.2.4) mit der gereinigten Reduktase PrnF 
ergaben bei 30 °C die Michaelis-Menten-Konstante KM mit 14.4 ± 1.2 μM sowie die Wechselzahl 
kcat mit 1.66 ± 0.02 min-1 (kcat/KM = 0.12 ± 0.01 μM-1 min-1) (Abbildung 67). Peh et al. zeigten 
kürzlich für PrnC bei nahezu gleichem KM von 15.8 ± 0.7 μM eine um Faktor 4 geringere 
katalytische Effizienz (kcat/KM = 0.029 ± 0.002 μM-1 min-1), die folglich durch eine geringere 
Wechselzahl von kcat = 0.456 ± 0.005 min-1 zu begründen war.[304] Bei dieser Temperatur zeigten
die Tryptophan-Halogenasen wie PrnA einen KM von 20.7 μM, RebH einen KM von 28.7 μM, PyrH 
einen KM = 15.2 μM und SstH einen KM = 25.3 μM.[168] Daher ist PrnC mit ähnlichen 
Substrataffinitäten einzuordnen. Bei den kcat-Werten lag PrnC zwischen den Tryptophan-
Halogenasen mit kcat (RebH) = 0.6 ± 0.1 min-1 und kcat (PyrH) = 2.4 ± 0.4 min-1. Am nächsten kam
die Wechselzahl von PrnC dem kcat von SttH mit 1.7 ± 0.1 min-1 und lag damit leicht über der 
Wechselzahl von PrnA mit dem kcat von 1.1 ± 0.1 min-1.[168] Im Vergleich zur Phenol-Halogenase 
Rdc2, dem Homolog von RadH, war PrnC wesentlich effizienter. So ist Rdc2 bezüglich der 
kinetischen Parameter mit einem KM von 281 ± 20 μM und einem kcat von 0.824 ± 0.040 min-1 bei 
28 °C deutlich abweichend.[315] Die daraus berechneten katalytischen Effizienzen (kcat/KM) sind in 
der folgenden Tabelle 5 gezeigt. 

Tabelle 5: Katalytische Effizienzen ausgewählter Fl-Hals aus der Gruppe der Tryptophan-Halogenasen und Phenol-
Halogenasen im Vergleich zu PrnC.[168, 315] Rdc2 wurde abweichend bei 28 °C untersucht und für RadH wurde nicht 
das natürliche Substrat verwendet.[223]

Enzym kcat/KM [min-1 mM-1] Enzym kcat/KM [min-1 mM-1]

Rdc2* 2.93[315] SttH 67.19[168]

RadH* 11.55[223] PrnC 115.28

RebH 20.91[168] PyrH 157.89[168]

PrnA 53.14[168]

RadH konnte mit Hydroxyisochinolin (25e) den kcat bei nahezu gleichem KM von 277 ± 3 μM

auf 3.2 ± 0.2 min-1 erhöhen[223] und erreichte mit dem nicht-natürlichen Substrat so also einen 
höheren kcat-Wert als PrnC für das natürliche Substrat MDA. Dies ließe die Hypothese zu, dass 
die Umsatzraten für PrnC bei nicht-natürlichen Substraten noch gesteigert werden könnten. PrnC 
erreichte also vergleichsweise bei niedrigen Substratkonzentrationen die Maximalgeschwidigkeit 
und diese war ebenfalls vergleichsweise hoch. Dies könnte PrnC, bezogen auf die kinetischen 
Eigenschaften, zu einem vielversprechenden Biokatalysator machen.
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8.2.5 Promiskuität der Halogenase PrnC

Die Untersuchung der Substratspezifität von PrnC sollte über eine rationale Auswahl von 
Surrogaten erfolgen. Hierbei waren drei Fragen Kern der Untersuchung. Welche 
Substituenten am Aryl-Rest sind wichtig? Ist der Arylrest essentiell? Muss es ein Pyrrol 
sein oder kann es auch ein anderes Heteroatom im Fünfring sein? Für die Frage der 
Substituenten war das biosynthetische Netz die Grundlage. Durch die Promiskuität der 
anderen Enzyme dieses Clusters (nähere Informationen im Kapitel 7.5), ergeben sich 
daher die folgenden, hypothetischen Biosynthese-Intermediate (Abbildung 68).

Abbildung 68: Schematisches, hypothetisches Biosynthese-Netz von PRN (22a) auf Grundlage der Promiskuität von 
PrnB und PrnD. Angenommene Promiskuität von PrnC. In roten Pfeilen ist die Standardreihenfolge der Biosynthese 
hervorgehoben.
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Aus diesen Fragen ergaben sich die Screening-Substrate aus Abbildung 69, die teilweise 
durch die van-Leusen-Reaktion[316] dargestellt wurden. Während das 3-(ortho-
Nitrophenyl)-1H-pyrrol (3-oNPP) (22i) und das Monodechloraminofurylnitrin (MDAF) (44)
ähnlich dem natürlichen Substrat MDA (22c) über eine Suzuki-Kreuzkupplungsreaktion 
hergestellt wurden, erwies sich für die restlichen Arylpyrrole 22 die van-Leusen-Reaktion 
als nützlich.

Abbildung 69: Surrogat-Substrate (lila) und damit Derivate von in blau dargestelltem MDA (22c) für die Testung der 
Promiskuität von PrnC, sowie der vereinfachte Mechanismus der van-Leusen-Reaktion für Arylpyrrole. a) 1.00 Äq. 
2-Brom-6-chloranilin (40) oder 1-Iod-2-nitrobenzol (42),1.20 Äq. Pyrrolboronsäure 26f, 0.05 Äq. Pd(dppf)2Cl2, 3.00 Äq. 
K3PO4 in n-Butanol/Wasser (2:1), 12 h bei 35 °C. b) 1.00 Äq. N-TIPS-22c, 2.00 Äq. TBAF (1 M in THF) in THF 1 h bei 
RT. c) 1.00 Äq. 3-Furylboronsäure (43), 0.85 Äq. 2-Brom-6-chloranilin (40), 0.10 Äq. SPhos Pd G4, 0.20 Äq. SPhos, 
3.00 Äq. K2CO3 in 96 % Ethanol 16 h bei 85 °C. d) 1.00 Äq. Styrol (45), 1.30 Äq. TosMIC (46), 2.00 Äq. NaOtBu in 
DMSO 18 h bei 50 °C. e) 1.00 Äq. 3-Chlorstyrol (45a), 1.30 Äq. TosMIC (46), 2.00 Äq. NaOtBu in DMSO 6 h bei 50 °C. 
f) 1.00 Äq. 4-Vinylpyridin (45b), 1.30 Äq. TosMIC (46), 2.00 Äq. NaOtBu in DMSO 2 h bei RT. Der Pyrrol-2-
Carbaldehyd (26g) war kommerziell erhältlich.
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Mithilfe von Styrol (45), 3-Chlorstyrol (45a) und 4-Vinylpyridin (45b), konnten so die 
restlichen Surrogate, also 3-Phenyl-1H-pyrrol (3-PP) (22j), 3-(meta-Chlorphenyl)-1H-
pyrrol (3-mCPP) (22k) und 3-para-Pyridyl-1H-pyrrol (3-pPyP) (22l) synthetisiert werden. 
Der Pyrrol-2-Carbaldehyd (2-CaP) (26g) wurde kommerziell erworben. Für diese 
Umsetzungen sind die einzelnen Chromatogramme und Massen im Anhang (Kapitel 
14.2.1) gezeigt. Die Retentionszeiten, sowie die Umsatzraten sind in der folgenden 
Tabelle 6 aufgeführt und die Umsetzungen zur biokatalytischen Halogenierung mit PrnC 
in der Abbildung 70 gezeigt. In einem letzten Experiment sollte die biokatalytische 
Chlorierung mit Varianten der chemischen Halogenierung verglichen werden.

Tabelle 6: Retentionszeiten und Umsatzraten des natürlichen Substrats von PrnC MDA (22c) und Surrogat-Substraten. 

Substrat mit 
Retentionszeit [min]

MDA (22c)
11.36

3-oNPP (22i)
11.17

3-mCPP (22k)
10.81

3-PP (22j)
9.95

3-pPyP (22l)
10.55

MDAF (44)
10.19

2-CaP (26g)
4.93

Umsatz zum einfach 
chlorierten Produkt 
mit Retentionszeit 

[min]

quantitativ
12.00

quantitativ
11.81

quantitativ
11.53 - 30 %

11.33 - -

Umsatz zum zweifach 
chlorierten Produkt 
mit Retentionszeit 

[min]

- - - quantitativ
11.19 - - -
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Abbildung 70: Umsetzung von MDA (22c) und Derivativen mit PrnC-His9. Die Reaktionsbedingungen sind 60 min bei
35 °C und 700 rpm in 0.5 mL Gesamtvolumen. Gezeigt sind die extracted ion chromatograms (EIC) der GC-MS-Analyse 
nach der Extraktion mit 250 μL EE, welches den internen Standard (IS) gelöst hat. Von oben nach unten sind die
Umsetzungen von 2-CaP (26g), MDAF (44), 3-pPyP (22l), 3-PP (22j), 3-mCPP (22k), 3-oNPP (22i) und MDA (22c) gezeigt. In lila
dargestellt sind die Strukturen der Substrate, die nicht oder nicht vollständig umgesetzt wurden. In blau dargestellt ist 
das doppelt chlorierte Produkt von 3-PP (22j).
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Für die Betrachtung der Promiskuität (Kapitel 8.2.5) waren zunächst die Erkenntnisse von 
Hamill et al. die Grundlage, die zeigen konnten, dass diverse Substitutionen an den Positionen 4, 
5 und 6 am Indolgerüst des Tryptophans zu (Amino)-Pyrrolnitrin-Derivaten in der 
Dünnschichtschromatographie führten.[253, 258] Allerdings wurde die Flexibilität der 6-Position 
durch Seibold et al. wieder eingeschränkt, da 6-Chlortryptophan in ihren Arbeiten nicht zum 
korrespondierenden Aminopyrrolnitrin- und Pyrrolnitrin-Derivat führte, sondern an der Stelle des 
MDA-Derivates stoppte.[202] Mit der Kristallstruktur von PrnB[261] und den Homologie-
Betrachtungen des Enzyms MarC (Abbildung 38) aus der Biosynthese von Marinochinolinen[277]

wurde deutlich, dass PrnB auch Tryptophan ohne Chlorierung an 7-Position umsetzen kann.
Bestimmt wird die Reaktion dann neben der Orientierung durch die Stabilisierung der Indol-
Doppelbindung. Letztlich zeigten auch die Untersuchungen von Tiwari et al., dass PrnD Aniline 
unabhängig vom Pyrrol-Gerüst zur Nitro-Gruppe oxidieren kann.[317] Entsprechend dieser 
Erwartung (Abbildung 68 und Abbildung 69) wurden alle Aryl-Pyrrole durch PrnC chloriert
(Abbildung 70). Die Doppelchlorierung von 3-PP (22j) lässt vermuten, dass eine andere 
Orientierung im aktiven Zentrum die Ursache ist. Durch fehlenden Substituenten am Aryl-Ring 
könnte der Pyrrol-Ring in zwei Orientierungen (bezogen auf den Aryl-Ring) binden, wie es für 
L-Tryptophan und PrnB beobachtet wurde.[261] Auch dort fehlte mutmaßlich die dirigierende 
Wirkung des vergleichsweise großen Chlor-Substituenten. Nach unserer Auffassung lässt auch das 
Homologie-Modell für PrnC[304] von Peh et al. mit dem dem Abstand des katalytischen Lysin K97 
zum „gedockten“ Substrat (22c) diese Hypothese zu. Das 2-CaP (26g) war mutmaßlich durch das 
Fehlen des Arylrings nicht im aktiven Zentrum stabilisiert und diffundierte zu schnell wieder aus 
dem Enzym, noch war es elektronisch aktiviert. Dies dürfte auch die Begründung für die geringe 
Umsatzrate mit 3-PyP (22l) sein, denn der Stickstoff zieht mit seiner hohen Elektronegativität 
Elektronendichte aus dem π-System zu sich und führt zur Desaktivierung für elektrophile 
aromatische Substitutionen. Genau dies ist jedoch die Reaktion mit der formellen hypochlorigen 
Säure. Hinzu kommt eine mögliche Orientierung des 3-PyP im aktiven Zentrum, in der der 
Pyridin-Rest zum Hypochlorid zeigt. Dies hätte zwar eine mögliche N-Chlorierung zur Folge, 
würde aber nur zu einer weiteren Chlorierungsspezies führen, welche das Chlor an ein besseres 
Nukleophil verliert.[318] Auch für das Furan-Derivat MDAF (44) gilt die geringere Reaktivität. 
Ghomri und Mekelleche zeigten, dass einerseits die Reaktivität für elektrophile aromatische 
Substitutionen bei Pyrrolen deutlich höher ist als bei Furanen und Thiophenen. Andererseits 
verdeutlichten sie, dass eine Halogenierung an β-Position trotz Bevorzugung der α-Position für 
Pyrrole möglich ist, Furane aber nur in α-Position bromiert werden können.[319] Eine Umsetzung 
von MDAF ist nach unserer Analyse daher eher unwahrscheinlich und reduziert den Einsatz von 
PrnC weiterhin auf Arylpyrrole. Dies unterstützen auch die Ergebnisse von Peh et al., die ebenfalls 
keine Umsetzung für Furane und Thiophene erreichen konnten.[304] Was ihnen allerdings gelungen 
ist, war die Halogenierung eines Pyrrols mit Acryl-Seitenkette in 3-Position, wenngleich die 
Umsatzrate gering war. Ob sich dieses Verhalten auch auf Alkyl-Gruppen, wie bei dem 
Monopyrrol MAP, übertragen lässt, kann aus diesen Ergebnissen nicht geschlussfolgert werden. 
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8.2.6 Chemische Halogenierung von geschütztem und freiem MDA

Für die chemische Halogenierung von MDA (22c) und N-TIPS-MDA (Abbildung 71)
wurden drei Ansätze verfolgt. Im ersten Versuch wurden die Halogenierungen in einem 
biomimetischen Ansatz durchgeführt. Hierbei sollten die Reaktionsbedingungen der 
Biokatalyse so ähnlich wie möglich sein. Analog zu den Volumina in der Biokatalyse 
wurde das in DMSO gelöste Startmaterial in Wasser gelöst und die wässrigen oder in 
Wasser gelösten Halogenierungsreagenzien hinzugefügt. Im zweiten Versuch wurden 
erhöhte Temperaturen (45 C) genutzt und Chloroform als Lösemittel verwendet. Im
dritten Versuch wurden tiefe Temperaturen (RT und 0°C) gewählt. Für die Chlorierung 
des geschützten MDA (N-TIPS-22c) wurde eine Entschützung angeschlossen. Die 
Analyse erfolgte dann über die GC-MS-Methode, die auch zur Biokatalyse verwendet 
wurde (Abbildung 72). Die biomimetische Umsetzung zeigte keine Chlorierungen. Bei 
den erhöhten Temperaturen waren mehrere Nebenprodukte sichtbar, APRN (22b) aber 
nur mit 1 – 3 % (Signal 5). Bei Raumtemperatur zeigte nur das geschützte MDA mit 2 %
die Bildung von APRN. Das beste Verhältnis ergab sich bei 0 °C mit etwa 10 % APRN.
NCS (2a) und Palau‘Chlor® (47) zeigten das gleiche Halogenierungsmuster.

Abbildung 71: Chemische Chlorierung von MDA (22c) und N-TIPS-22c. Als Halogenierungsreagenzien wurden in 
diesem Fall hypochlorige Säure (1a), NCS (2a) und 2-Chlor-1,3-bis(methoxycarbonyl)guanidin (47) verwendet, die in 
der Reaktion als „Chloronium“ „Cl+“ dargestellt sind. a) Chemische Chlorierung von MDA (22c) unter verschiedenen 
Bedingungen. i) Biomimetische Halogenierung mit 1.00 Äq. MDA (22c), je Ansatz jeweils 1.00 Äq. NCS (2a), 
Palau’Chlor® (47), oder Hypochlorsäure (1a) (15 % Lösung) in Wasser mit 5 %(v/v) DMSO für 24 h bei RT. ii) 1.00 Äq. 
MDA (22c), je Ansatz jeweils 1.00 Äq. NCS (2a) oder Palau’Chlor® (47) in Chloroform 1 h bei 50 °C. iii) 1.00 Äq. 
MDA (22c), 1.00 Äq. Palau’Chlor® (47) in Chloroform 1 h bei RT. b) Chemische Chlorierung von N-TIPS-22c unter 
verschiedenen Bedingungen mit anschließender Entschützung. i) 1.00 Äq. N-TIPS-22c, 1.00 Äq. Palau’Chlor® (47) in 
Chloroform 1 h bei RT. ii) 1.00 Äq. N-TIPS-22c, 1.00 Äq. NCS (2a) in Chloroform 12 h bei 0°C. c) 1.00 Äq. N-TIPS-22c,
2.00 Äq. TBAF (1 M in THF) in THF 1 h bei RT.
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Abbildung 72: GC-MS-Chromatogramme zur chemischen Chlorierung von MDA (22c) (Signal 1) und N-TIPS-22c. Als 
Halogenierungsreagenzien wurden in diesem Fall NCS (2a) und Palau‘Chlor® (47) verwendet. A) Chlorierung von 
MDA (22c) bei 50 °C mit NCS (2a). B) Chlorierung von MDA (22c) bei 50 °C mit Palau’Chlor® (47). C) Chlorierung von 
MDA (22c) bei Raumtemperatur mit Palau’Chlor® (47). D) Chlorierung von N-TIPS-22c mit Palau’Chlor® (47) bei 
Raumtemperatur und anschließender Entschützung. E) Chlorierung von N-TIPS-22c mi NCS (2a) bei 0 °C und
anschließender Entschützung. F) MDA (22c) als Vergleichschromatogramm. G) Enzymatische Produktion von 
APRN (22b) (Signal 5) als Vergleichschromatogramm.

Bei der chemischen Halogenierung mit NCS (2a) und Palau‘Chlor® (47) zeigte sich bei 50 °C
kein deutlicher Unterschied im Chlorierungsmuster (Abbildung 72 A und B). Erst bei RT war eine 
Verringerung der Anzahl von Produkten erkennbar. Im Vergleich war APRN (22b) nicht mehr 
detektierbar, während es bei 50 °C in Spuren entstanden war (Signal 5 in Abbildung 72 A und B).
Darüber hinaus änderte sich auch das Hauptprodukt. Während es zuvor das Produkt des Signals 2 
war, ist es bei niedriger Temperatur das Produkt des Signals 2 (Abbildung 72 C). Ein weiterer 
Wechsel des Hauptproduktes zu Signal 6 wurde bei der Chlorierung des geschützten Pyrrols 
N-TIPS-22c sichtbar (Abbildung 72 D). Bei weiterer Reduktion der Temperatur auf 0 °C mit NCS 
(2a) konnte für das geschützte N-TIPS-22c am meisten APRN (22b) gewonnen werden
(Abbildung 72 E), aber die Anzahl der Produkte wurde wieder erhöht. Die Unterschiede zwischen 
NCS (2a) und Palau‘Chlor® (47), so wie Rodriguez et al. sie für andere Strukturen beschrieben,[320]

konnten an diesen Beispielen nicht bestätigt werden, genauso wie die Bevorzugung der 
elektronisch nicht-begünstigten Position in Strukturen wie Pyrrolen. Für die Bereitstellung von 
möglichst reinem APRN (22b) bleibt nach diesen Ergebnissen die Biokatalyse die bevorzugte 
Variante (Abbildung 72 G), sofern die Ausbeuten von PrnC noch erhöht werden können und die 
Stabilität des Enzyms optimiert wird.
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8.3 Heterologe Biosynthese von Pyrrolnitrin & Derivaten

Um PrnC auch in Biosynthesen und Biotransformationen nutzen zu können, wurde 
einerseits ein PrnC-Konstrukt, als auch das ganze Pyrrolnitrin-Biosynthese-Cluster
(Abbildung 35) in einen Shuttle-Vektor für P. putida gebracht. Für die spezielle 
Derivatisierung von Prodigininen 31 sollte zusätzlich die Halogenase PltA aus der 
Biosynthese von Pyoluteorin (29a) etabliert werden.

8.3.1 PrnC für die Prodigiosin-Biosynthese

Die ursprünglichen Klonierungen für den Vektor pVLT33 waren nicht erfolgreich. Zur 
Nutzung eines gemeinsamen Vektor-Systems im CombiCom-Projekt entwickelte 
Dr. Anita Löschcke einen Shuttle-Vektor pCombiCom1 (pCC1). Dieser wurde in 
Anlehnung an die Parameter von Nora Bitzenhofer als backbone in dieser Arbeit 
amplifiziert. Ebenso erfolgte eine PCR von PrnC mit His6-tag (Abbildung 73).

Abbildung 73: Präparatives Agarosegel zur Vektor-Amplifizierung von pCC1, sowie der PCR von prnC-His6. Als Primer 
wurden JGE0109_pCC1 fw Vektorampl und JGE0109_pCC1 rv Vektorampl, als auch PrnC OL pCC1 fw sowie PrnC 
OL pCC1 rv verwendet. M steht hierbei für den Marker (Thermo Scientific™ O'GeneRuler 1 kb DNA Ladder, Ready-
to-Use- 250-10,000 bp). Aufgetragen sind auf dem linken Gel die PCR-Produkte der verschiedenen Temperaturen zur 
Vektoramplifikation von pCC1 und rechts die PCR-Lösungen von prnC-His6. Das PCR-Produkt der Vektoramplifikation 
hat eine Größe von ~4100 bp und prnC-His6 hat eine Größe von ~1500 bp.
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In einem Gibson Assembly wurde das Konstrukt pCC1-prnC-His6 erstellt. Entsprechend 
des Promotors Ptac, als konsekutiver Promotor mit geringer Produktion, waren in E. coli
BL21(DE3) und P. putida KT2440 keine Überexpressionen sichtbar. Zur Bewertung, ob 
PrnC sich für die Biosynthese von halogenierten Prodigininen 31 (Schema 1) eignet,
wurde die Promiskuität der kondensierenden Enzyme dieses Biosyntheseweges 
untersucht. Dabei sollte das Bipyrrol MBC (32) nicht mit dem natürlichen Monopyrrol 
MAP (33), sondern mit dem Arylpyrrol 3-mCPP (22k) kondensiert werden (Abbildung 74).
Hierzu wurden in Vortests die kondensierenden Enzyme PigC, TamQ und TreaP 
verwendet. Als Positiv-Kontrolle wurde in der Biokatalyse MAP (33) mit PigC verwendet.
Außerdem wurde die Reaktion ohne Enzym, dafür aber mit Salzsäure als Katalysator in 
Methanol durchgeführt. Als Negativ-Kontrolle wurde der Ansatz ohne Enzym oder 
Katalysator, sondern nur Verbindungen 32 und 22k vermischt. Eine erwartete Verfärbung 
für die Produktion von Prodigininen 31 wurde für die drei Ansätze mit kondensierendem 
Enzym und Arylpyrrol 22k nicht beobachtet und auch die extrahierten Rohlysate und 
Zellpellets zeigten in der LC-MS-Analyse keine Signale.

Abbildung 74: Kondensationsexperimente von MBC (32) mit MAP (33) und 3-mCPP (22k). durch Rohlysate von PigC, 
TamQ und TreaP (440 μL in KPi 50 mM, pH = 7) wurden mit 25 μL der Monopyrrole (20 mM Stockkonzentration in 
DMSO) und MBC vermischt. Zusätzlich erfolgte die Zugabe von 10 μL ATP (62.5 mM Stockkonzentration in H2O). Die 
Reaktion erfolgte für 2 h bei RT. Von links nach rechts sind die Proben MBC (32) und 3-mCPP (22k) mit A) PigC, 
B) TamQ und C) TreaP dargestellt. Reaktion D) zeigt die Umsetzung von MBC (32) mit MAP (33) durch PigC, Reaktion 
E) ist MBC (32) und 3-mCPP (22k) ohne Enzym und Reaktion F) zeigt MBC (32) und 3-mCPP (22k) in MeOH mit 
HCl in MeOH.
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Die Bereitstellung der Halogenase PrnC im pVLT33-Vektor war nicht erfolgreich, weshalb 
das Gen in den auf der pVLT-Reihe basierenden pCombicom1 (pCC1) transferriert wurde. Eine 
Überexpression war in P putida KT2440 nicht sichtbar, was für die Ptac-regulierten Vektorsysteme 
nicht ungewöhnlich ist.[321] Bevor die Aktivität von PrnC in P putida bestimmt wird, sollte jedoch 
zunächst die Prämisse überprüft werden. Das Ziel der Expression von PrnC in P putida war die 
Derivatisierung von Prodigininen 31, also die Fütterung, Mutasynthese oder Coproduktion von 
Monopyrrolen für die Kondensation mit MBC (32) zu Prodigininen 31. PrnC sollte hierfür die 
Halogenierung des Monopyrrols durchführen. Die Lysate der kondensierenden Enzyme PigC, 
TreaP und TamQ (Zellpellets durch Hannah U. C. Brass bereitgestellt),[282] zeigten jedoch keine 
kondensierende Aktivität für das verwendete Arylpyrrol 22k. Während Monopyrrole mit langen 
Alkylketten auch in zyklisierter Form akzeptiert wurden, scheinen die aromatischen Substituenten 
nicht akzeptiert zu werden, was eine weitere Etablierung von PrnC in diesem Kontext obsolet 
machte.

8.3.2 Biosynthese von Pyrrolnitrin und halogenierten Prodigininen

Für die Biosynthese von Pyrrolnitrin (22a) wurden zunächst Versuche mit dem bestellten 
Konstrukt pET28a(+)-prnABCDF durchgeführt. Diese waren in E. coli nicht erfolgreich. 
Durch die geringe Überexpression mit pCC1 wurde auch das Konstrukt pCC1-prnABCDF 
nicht verwendet. Es sollte ein Shuttle-Vektor sein, bei dem eine Expressionkontrolle 
möglich ist. Aus diesem Grund wurde das Biosynthese-Cluster neu designed. Neben der 
Expressionskontrolle sollte auch die Möglichkeit bestehen, mit einem Konstrukt 
verschiedene Intermediate und Derivate zu produzieren. Deshalb wurde ein Konstrukt 
mit drei Promotoren geplant und für den Zielvektor pBTBX-2 erstellt (Abbildung 75).

Abbildung 75: Vektorkarte des Biosynthese-Clusters von Pyrrolnitrin (22a) im Vektor pBTBX-2*-PRN Ptac. Durch den 
Zusatz des Promotors Ptac im Vergleich zum vorherigen Konstrukt wurde dieser Vektor entsprechend mit dem Zusatz 
Ptac benannt. Die Positionen und Größen dienen nur der Übersicht und sich folglich nicht maßstabsgetreu. Der Vektor 
zeigt eine Aufteilung in die Expressionskassette unter der Kontrolle von dem durch Arabinose induzierten 
Promotorsystem (PBAD) in blau und die Expressionskassette unter der Kontrolle des Salicylsäure-induzierbaren 
Promotorsystems (PnagAa) in rot. Außerdem hervorgehoben ist der konstitutive Promotor Ptac für die zusätzliche 
Expression von prnB-His6. Die genaue Vektorkarte (Vektor 31) findet sich im Anhang im Kapitel 14.1. Dargestellt sind 
die einzelnen Gene des Biosynthesewegs von PRN (22a) in Kästchen sowie die Regulatorgene araC und nagR. Die 
schwarzen Balken stellen die Restriktionsschnittstellen wie bspw. für NheI dar. RBS steht für Ribosomenbindestelle, 
PBAD, Ptac und PnagR sowie PnagAa sind Promotoren und SoxR ist der Terminator.
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Da pBTBX-2 jedoch keine passenden Schnittstellen für das zuvor bestellte Cluster hatte, 
wurde eine Variante pBTBX-2* generiert, die eine MCS wie pET28a(+) hat. Das geplante 
Biosynthese-Cluster beinhaltet prnA-Strep, prnB-His6 und prnF-His6 unter der Kontrolle 
des ParaBAD. Die Gene prnB-His6 und prnF-His6 standen zusätzlich unter der Kontrolle des 
konstitutiven Promotors Ptac. Der Promotor PnagAa nach prnF-His6 beinhaltet das 
Regulator-Protein NagR und reguliert die Expression von prnC-His6 und prnD-His6. Für 
den Aufbau dieses Biosynthese-Clusters erfolgte zunächst die Amplifikation der 
einzelnen Gene (Abbildung 76) aus dem bestellten pUC57b-prnABCDF.

Abbildung 76: Analytisches Agarosegel zur Amplifikation der Pyrrolnitrin-Gene, sowie nagR/PnagAa.M1 steht hierbei 
für den Marker 1 (Thermo Scientific™ O'GeneRuler 1 kb DNA Ladder, Ready-to-Use- 250-10,000 bp) und .M2 steht 
hierbei für den Marker 2 (New England Biolabs, Inc. (NEB) Quick-Load® 100 bp DNA Ladder). Aufgetragen wurden 
für jedes PCR-Produkt die gepoolten Amplifikationen bei 45.0 °C – 53.6 °C.Die erwarteten Bandengrößen sind für 
prnB-His6 ~1200 bp, prnA-Strep ~1750 bp, prnF-His6 ~680 bp, prnD-His6 ~1200 bp, nagR/PnagAa ~1150 bp und prnC-
His6 ~1800 bp.

Danach wurden über OEPCR die Fragmente prnFnagR (Abbildung 77), prnCprnD, sowie 
prnAprnB gebildet (Abbildung 78). In sukzessiven Gibson Assemblys entstanden die 
Vektoren, pBTBX-2*-prnFnagR, dann pBTBX-2*-prnFnagRprnCD mit und ohne EcoRI-
Schnittstelle am Ende (P2.1 und P4). Darauf aufbauend wurde dann pBTBX-2*-PRN Ptac 
generiert. An dieser Stelle sei erwähnt, dass im Zuge der Klonierungen ein Konstrukt 
pBTBX-2*-prnD-His6 entstanden ist. Die Expression ist in Abbildung 82 gezeigt.
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Abbildung 77: Analytisches Agarosegel zur overlap extension PCR von prnFnagR/PnagAa. M steht hierbei für den 
Marker (Thermo Scientific™ O'GeneRuler 1 kb DNA Ladder, Ready-to-Use- 250-10,000 bp). Aufgetragen wurden die 
Amplifikationen der Temperaturen 30.0 °C – 47.1 °C.Die erwartete Bandengröße beträgt ~1900 bp.

Abbildung 78: Analytisches Agarosegel zur overlap extension PCR von prnAB und prnCD. M steht hierbei für den 
Marker (Thermo Scientific™ O'GeneRuler 1 kb DNA Ladder, Ready-to-Use- 250-10,000 bp). Aufgetragen wurden die 
Amplifikationen der einzelnen Temperaturen. Die erwarteten Bandengrößen für prnAB betragen ~2900 bp und für 
prnCD ~3000 bp.
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Nach erfolgreicher Zusammenstellung des Konstruktes pBTBX-2*-PRN Ptac erfolgte die 
Transformation von E. coli DH5α und Elektroporation von P. putida KT2440. Für die
Expressionen wurden 20 mL LBKan-Medium mit 200 μL Vorkultur inokuliert. Die Anzucht 
erfolgte bei 30 °C und 130 rpm. Bei einer OD600 von 0.5 erfolgte dann die Induktion. Für 
die Untersuchung des Induktionsprofils wurden 2 x 4 verschiedene Hauptkulturen 
genutzt. Kulturen 1 wurden nicht induziert, Kulturen 2 wurden mit 100 – 133 mM

L-Arabinose, Kulturen 3 mit 1 – 2 mM Salicylat und Kulturen 4 mit 133 mM L-Arabinose
und 1 mM Salicylat induziert. Hierbei wurden vier Kulturen auf ihre Expression (Abbildung
79) und vier Kulturen auf die Produktion von Pyrrolnitrin und dessen Intermediate 
untersucht. Die Biosynthese-Kolben wurden zusätzlich mit 5 mM (1 mg/mL) L-Tryptophan 
versetzt. Die Zellernte und die Produktionsanalyse erfolgten nach 24 h. Die extrahierten 
Kulturüberstände und Zellen zeigten bei der Retentionszeit von MDA (22c) und APRN 
(22b) Signale der korrespondierenden Massen. Die Signale sind aber sehr gering und 
die Massen entsprechend sehr undeutlich. Eine absolute Aussage ließ sich nicht treffen.

Abbildung 79: SDS-PAGE-Gel zur Expression von P. putida KT2440 pBTBX-2*-PRN ptac. Gezeigt sind die Spuren A 
für die Induktion mit Arabinose, S für die Induktion mit Salicylat und BS (Biosynthese) für die Induktion mit Arabinose
und Salicylat. M ist der Marker (PageRuler™ ungefärbte Proteinleiter, 10 bis 200 kDa von Thermo Fisher Scientific
Inc.). PrnA-Strep hat eine berechnete Größe von 62.3 kDa, PrnB-His6 von 40.5 kDa, PrnC-His6 von 65.9 kDa, PrnD-
His6 von 41.9 kDa und PrnF-His6 von 20.8 kDa. prnA, prnB und prnF stehen unter der Kontrolle von ParaBAD (Arabinose), 
prnB und prnF stehen zusätzlich unter der Kontrolle von Ptac (konstitutiv) und PrnC und PrnD unter der Kontrolle von 
PNagAa (Salicylat).
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Neben den Halogenasen des Pyrrolnitrin-Biosynthesewegs sollte auch die Dichlorinase 
aus der Biosynthese von Pyoluteorin (29a) untersucht werden. Dazu erfolgte zunächst 
die Isolation der Gene von der Halogenase PltA, zusammen mit dem Gen des 
korrespondierenden Carrier-Proteins PltL, via PCR aus dem Genom des Stammes
P. protegens Pf-5 (Abbildung 80).

Abbildung 80: Analytisches Agarosegel zur PCR von pltL-genomischer Linker-pltA. M steht hierbei für den Marker 
(Thermo Scientific™ O'GeneRuler 1 kb DNA Ladder, Ready-to-Use- 250-10,000 bp). Aufgetragen wurden die 
Amplifikationen der einzelnen Temperaturen. Die erwartete Bandengröße für pltLA beträgt ~1650 bp.

Die ausgeschittene Bande der Temperaturen 66.1 °C– 71 °C wurde aus dem Gel eluiert, 
sowie in einer Ligation mit verdautem pUC19b verwendet. Nach der Transformation von 
E. coli DH5α wurden die Zellen auf Agar-Platten mit X-Gal ausplattiert, um über Blau-
weiß-Selektion positive Klone zu isolieren. Für die Expression sollte ein Transfer in den 
Vektor pBTBX-2 durchgeführt werden. Dafür erfolgte eine zweite PCR (Abbildung 81)
basierend auf dem Konstrukt pUC19b-pltLA. Nach der Erstellung des Vektors 
pBTBX-2*-pltLA erfolgte die Elektroporation der Stammes P. putida KT2440. Die 
Expression erfolgte in 25 mL SOCKan-Medium bei 30 °C und 130 rpm. Bei einer 
OD600 = 0.6 erfolgte die Induktion mit 2 %(w/v) L-Arabinose. Nach der Expression für 24 h
wurden die Zellen geerntet und in einer SDS-PAGE getrennt. Neben der Produktion von 
PltL und PltA wurde parallel das zufällig entstandene Konstrukt pBTBX-2*-prnD-His6 aus 
der Klonierung des Pyrrolnitrin-Clusters exprimiert (Abbildung 82). Im Vergleich zum 
Leervektor ist hier eine Überexpression für beide Konstrukte erkennbar, die die 
entsprechenden Proteingrößen für PrnD und PltA aufweisen.
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Abbildung 81: Analytisches Agarosegel zur PCR von pltL-genomischer Linker-pltA. M steht hierbei für den Marker 
(Thermo Scientific™ O'GeneRuler 1 kb DNA Ladder, Ready-to-Use- 250-10,000 bp). Aufgetragen wurden die 
Amplifikationen der einzelnen Temperaturen. Die erwartete Bandengröße für pltLA beträgt ~1650 bp.

Abbildung 82: SDS-PAGE-Gel zur Expression von P. putida KT2440 pBTBX-2*-pltL-pltA, sowie pBTBX-2*-prnD-His6.
Gezeigt sind die Spuren M für Marker (PageRuler™ ungefärbte Proteinleiter, 10 bis 200 kDa von Thermo Fisher 
Scientific Inc.), LV für Leervektor-Kontrolle, PrnD für PrnD-His6 und PltLA für die Expression von PltL und PltA. PrnD-
His6 hat eine erwartete Größe von 42.1 kDa, pltL von 10.1 kDa und PltA von 50.7 kDa
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Die Verwendung von PltA als Halogenase für den Biosyntheseweg von MBC scheint 
vielversprechender als PrnC. Die Expression im Arabinose-induzierten Vektorsystem war 
erfolgreich und eine Flexibilität der Ligasen PigC, TreaP und TamQ für Substituenten am MBC 
konnte, jedenfalls für Alkylketten, durch Tim Moritz Weber et al. bereits gezeigt werden.[283]

Alternativ zur Mutasynthese sollte dann die Strategie der Semisynthese verfolgt werden, in der 
Pyrrolnitrin und MBC parallel in einem P putida KT2440-Stamm produziert werden und eine 
finale chemische Kondensation stattfinden kann. Hierfür wurde das Biosynthese-Cluster von 
Pyrrolnitrin im Vektor pBTBX-2 bereitgestellt und durch zusätzliche Promotoren als 
Expressionskassette ausgestattet. Eine funktionale Proteinproduktion mit diesem Vektor wurde in 
P. putida S12 für die Cumol-Dioxygenase (CumDO) von Oberleitner et al. gezeigt.[322] Der Ptac-
Promoter sollte eine zusätzliche Bereitstellung von PrnB und der Reduktase PrnF gewährleisten. 
Für eine Variation der Prodiginin-Produktion sollte im gleichen Vektor zusätzlich eine Regulation 
von PrnC und PrnD durch Salicylat gewährleistet werden. Die Überexpression von PrnA in diesem 
Konstrukt mit 100 mM Arabinose auch ohne zusätzlichen Arabinose-Transporter AraE ist hierbei 
in Übereinstimmung mit den Ergebnissen von Calero et al. für GFP.[323] Auch die Produktion von 
PrnC und PrnD waren mit dem PNagAa-System[324, 325] und Salicylat erfolgreich. In einigen 
Experimenten war jedoch auch in der uninduzierten Probe eine Überexpression erkennbar, was an 
der „leakyness“ des Salicylat-Promotors liegen kann. Im Falle der Induktion für alle Gene war nur 
PrnA deutlich erkennbar. Ob eine Expression aller Enzyme erfolgreich war, ließ sich anhand der 
Banden nicht erkennen. Die Detektion der Massen von MDA (22c) und APRN (22b) lassen aber 
darauf schließen. Eine Optimierung der Produktion könnte eine Alternative zur chemischen 
Synthese und Biokatalyse darstellen. Da Reduktasen in den Organismen vorhanden sind, müsste 
dazu ggf. PrnB direkt auf PrnA folgen, um die Überexpression sichtbar zu erhöhen. Bei der 
Evaluation des Konstruktdesigns für die Biosynthese sollte auch eine Optimierung hinsichtlich der 
Translationsraten in Betracht gezogen werden. Durch das Einfügen der Restriktionsschnittstellen 
vor und hinter den PRN-Genen ergeben sich ggf. zu große „spacer“. Zwar wurde die für E. coli
empfohlene Nukleotidanzahl für optimale „spacer“ von neun nicht überschritten,[326] da die 
Expression aber in P. putida stattfinden soll und tat, wäre hier eine Überprüfung möglich.
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8.4 Charakterisierung putativer Halogenasen

8.4.1 BLAST search und AntiSMASH-Analyse

Für die Untersuchung von nicht beschriebenen Enzymen mit möglicherweise besseren 
Eigenschaften wurde eine BLAST search durchgeführt. Grundlage waren die Sequenzen 
der Pyrrol-Halogenasen PrnC und PltA. Gesucht wurde nach Sequenzen in den marinen 
Pseudoalteromonaden mit einer query cover (Sequenzlängenabdeckung) von 
mindestens 70 % jeweils zu PrnC und PltA. Als weiteres Kriterium wurden die Sequenzen 
auf konservierte Motive untersucht. Diese waren die Flavin-Bindedomäne mit GxGxxG, 
der Tryptophan-Tunnel mit WxWxI(P/R/G), sowie einem konservierten Lysin zwischen 
diesen beiden Bereichen. Die erhaltenen Sequenzen für PrnC und PltA teilten sich weiter
in zwei Gruppen. Gruppe 1 der Sequenzen zeigte im Alignment eine direkte
Überlagerung der konservierten Motive GxGxxG und WxWxIP an der gleichen Position, 
wohingegen die Sequenzen der Gruppe 2 einen Versatz dieser Motive um fünf bis 10 
Aminosäuren aufwiesen. Für die Suche auf Basis von PltA ergab sich für die Gruppe 2-
Sequenzen der folgende Stammbaum mittels Clustal Omega[3] (Abbildung 83). Für PrnC 
wurde analog verfahren und ebenfalls ein phylogenetischer Stanmbaum erstellt 
(Abbildung 84).

Abbildung 83: Phylogenetischer Stammbaum ausgewählter Proteinsequenzen nach BLAST search auf Basis von 
PltA. Gezeigt sind die phylogenetischen Entfernungen der einzelnen Aminosäuresequenzen zueinander.
Hervorgehoben ist der Abstammungszweig zwischen Ausgangssequenz (PltA) und gewähltem Protein (P.sp.NC201, 
WP_102056423.1). Erstellt am 04.05.2024. Die Abstandswerte zeigen laut Angabe von Job Dispatcher Documentation
die Anzahl der Substitutionen von Aminosäureresten im Verhältnis zur Länge des Alignments ohne Lücken. Im 
Allgemeinen gilt: Je größer die Zahl, desto größer ist die genetische Veränderung.
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Abbildung 84: Phylogenetischer Stammbaum ausgewählter Proteinsequenzen nach BLAST search auf Basis von 
PrnC. Gezeigt sind die phylogenetischen Entfernungen der einzelnen Aminosäuresequenzen zueinander. 
Hervorgehoben ist der Abstammungszweig zwischen Ausgangssequenz (PrnC) und gewähltem Protein 
(P. haloplanktis, WP_011330030.1). Erstellt am 04.05.2024. Die Abstandswerte zeigen laut Angabe von Job 
Dispatcher Documentation die Anzahl der Substitutionen von Aminosäureresten im Verhältnis zur Länge des 
Alignments ohne Lücken. Im Allgemeinen gilt: Je größer die Zahl, desto größer ist die genetische Veränderung.

Auf Grundlage dieser Auswahl, also PrnC und PltA, sowie den beiden Vertretern
P. sp. NC201 (WP_102056423.1) und P. haloplanktis (WP_011330030.1) der Gruppe 2-
Sequenzen, erfolgte die Auswahl der Sequenzen. Die erste Sequenz gehört zu dem von 
uns vorläufig benannten Protein NH153 (WP_063707674.1) aus dem Stamm 
Pseudoalteromonas gelatinilytica strain NH153 NH153_S23 (LRRU01000023.1). Diese 
putative Halogenase befindet sich im phylogenetischen Stammbaum vergleichsweise 
nah an den Halogenasen PrnC und PltA, sowie an den Referenzproteinen der BLAST 
search WP_102056423.1 und WP_011330030.1 (Abbildung 85). Eine zweite putative 
Halogenase NC201 (WP_010605841.1), ebenfalls vorläufig benannt nach dem 
Ursprungsstamm Pseudoalteromonas sp. NC201 (AUJ68809.1), befindet sich in einer 
anderen Klade, die im phylogenetischen Stammbaum von den anderen benannten 
Proteinen entfernt liegt. Diese Entfernung bringt möglicherweise andere Eigenschaften 
mit sich.

Abbildung 85: Phylogenetischer Stammbaum ausgewählter Proteinsequenzen nach BLAST search auf Basis von PltA 
und PrnC, sowie zwei ausgewählten Sequenzen P.sp.NC201 (WP_102056423.1) und P. haloplanktis
(WP_011330030.1). Erstellt am 04.05.2024. Die Abstandswerte zeigen laut Angabe von Job Dispatcher 
Documentation die Anzahl der Substitutionen von Aminosäureresten im Verhältnis zur Länge des Alignments ohne 
Lücken. Im Allgemeinen gilt: Je größer die Zahl, desto größer ist die genetische Veränderung.
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Zusammenfassend sollen im folgenden Stammbaum alle 6 relevanten Proteine noch 
einmal mit Bezug zueinander dargestellt werden (Abbildung 86). Ein Sequenz-Alignment 
bis zum Bereich um die Bindetasche FxxPxxSxG zeigt das Vorhandensein der 
konservierten Regionen (Abbildung 87).

Abbildung 86: Phylogenetischer Stammbaum ausgewählter Proteinsequenzen nach BLAST search auf Basis von PltA 
und PrnC, sowie zwei ausgewählten Sequenzen P. sp.NC201 (WP_102056423.1) und P. haloplanktis
(WP_011330030.1) zur Verfeinerung, als auch die zu untersuchenden putativen Halogenasen NH153 
(WP_063707674.1) und NC201 (WP_010605841.1). Erstellt am 04.05.2024. Die Abstandswerte zeigen laut Angabe 
von Job Dispatcher Documentation die Anzahl der Substitutionen von Aminosäureresten im Verhältnis zur Länge des 
Alignments ohne Lücken. Im Allgemeinen gilt: Je größer die Zahl, desto größer ist die genetische Veränderung.

NC201 ---------MVSQYADVLIIGGSMAGACLARQLKLAHPDMKITVIERKQAFNSWVGESTL  51
PrnC                           MTQKSPANEHDSNHFDVIILGSGMSGTQMGAIL--AKQQFRVLIIEESSHPRFTIGESSI  58
PltA ---------MSDHDYDVVIIGGGPAGSTMASYL--AKAGVKCAVFEKELFEREHVGESLV  49
P.spNC201_WP_102056423.1 ---------MAKENVDVLIIGAGPAGTMTAAKL--IQAGLTVKIVERSHFPRYVIGESLL  49
P.haloplanktis_WP_011330030.1 --------MNNPEQFDVVVIGAGPSGALASSLL--VQKGWRVLVLEQQIFPRFTIGESLL  50
NH153 -------MNNQVQQADVVIIGAGPSGAVAASLL--VKKGWHVVVLEQQTFPRFSIGESLL  51

**:::*.. :*:  .  *   :      :.*..   .  :*** :

NC201 ESFWDYMANDL-KLGF--------YLE--------TNHLYKHGLRFYFDS---------- 84
PrnC                           PETSLMNRIIADRYGIPELDHITSFYSTQRYVASSTGIKRNFGFVFHKPGQEH------- 111
PltA                           PATTPVLLEIG----V---------MEKIEK----ANFPKKFGAAWTSADSGPEDKMGFQ  92
P.spNC201_WP_102056423.1       PQSMQHLEDAG----F---------MDALVA----RNYQKKIGANFKQDDFQ-------- 84
P.haloplanktis_WP_011330030.1  PQCMEYLADAN----L---------VAPLHEHAASLGFQFKNGAAFHRAGEN-------- 89
NH153                          PQCMSFLAEAG----L---------EQAVQTQAQSLGFQFKNGAAFQRRGDH-------- 90

.                    .   : *  :   .

NC201 --------DNRDLSVEELSELGRSWYHGIPAHQIDREKFDNDMVQFNRELGVDVVMGTTV 136
PrnC --------DPKEFTQCVIPELPWG-----PESHYYRQDVDAYLLQAAIKYGCKVHQKTTV 158
PltA                           GLDHDFRSAEILFNERKQEGVDRD-----FTFHVDRGKFDRILLEHAGSLGAKVFQGVEI 147
P.spNC201_WP_102056423.1 --------EFFDFSKNYT--DGWT-----WTWQVPRDDFDNVLAEEVQKMGAPIEFGTSV 129
P.haloplanktis_WP_011330030.1 --------TAINFTEKSS--PGPG-----TTYQVKRGLFDKLLADNAQLQGAVIRYQHSV 134
NH153 --------TTIDFTEKFS--EGPG-----TTFQVKRADFDKCLADGAMQQGAEIRYQHSV 135

:.                  :  *  .*  : :     *  :     :

NC201                          NEISLDA------------------QQGHT----VVTSSGSTYTCRYLVDASGFNSPLGK 174
PrnC                           TEYHAD-------------------KDGVA----VTTAQGERFTGRYMIDCGGPRAPLAT 195
PltA                           ADVEFL-------------------SPGNVIVNAKLGKRSVEIKAKMVVDASGRNVLLGR 188
P.spNC201_WP_102056423.1       VDANMD-------------------LEEPIIKVVNEAGDEQEIQAKFVVDSSGYGRVLAN 170
P.haloplanktis_WP_011330030.1  KDYKVTDVFENSSDKGNTNKDSTDKNGGATLLVHDAQQQPYQVQARFVLDASGFGRVLPK 194
NH153                          LAFT-------------------DCEDGALLEVTDENQQGYQIKGRFVLDASGFGRVLPR 176

: ::*..*    *

NC201                          QLGLIESQNDRHPV-SSYWGRFKHIELIDH---LGSDEWRARSNFTSRALATNHFMYKGY 230
PrnC                           KFKLREEPCRFKTHSRSLYTHMLGVKPFDDIFKVKGQRW-------RWHEGTLHHMFEGG 248
PltA                           RLGLREKDPVFNQF--AIHSWFDNFDRKSAT--QSPDKV-------DYIFIH-FLPMTNT 236
P.spNC201_WP_102056423.1       LLDLNEPSSAPTRA--TLFAQF---KPADGI--ETGAEN-------NKVTILV--HEEDV 214
P.haloplanktis_WP_011330030.1  LLNLELPSNFPVRS--AYFSHF---VDNISD---ENFDR-------NKILITVHPEHRDI 239
NH153                          LLDLESASNFPVRW--AFFSHF---KDNISD---TQFDR-------EKILINVHPEHKDI 221

: *            :    :                                    .
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NC201 WIWLIPLNQD------TFSIGITAKNNEVN-LNIRSAEEFEQFLRSHQALNEILGQHAEL 283
PrnC WLWVIPFNNHPRSTNNLVSVGLQLDPRVYPKTDISAQQEFDEFLARFPSIGAQFRDAVPV 308
PltA WVWQIPITET------ITSVGVVTQKQNYTNSDLTYEEFFWEAVKTRENLHDALKASEQV 290
P.spNC201_WP_102056423.1 WVWLIPFSDG------RVSVGFVGNPEYLESAEGDAKARFLTYLARDQHASAMLEGMALC 268
P.haloplanktis_WP_011330030.1 WYWLIPFSDG------TASIGVVAESERFNDDEAE--VMLNRFLEQDPHLKALLAKRELI 291
NH153 WYWLIPFSDG------TASIGVVGKPEQLEDKQPL--AGLNEFIEQDSYLSELLANREAI 273

* * **:.:         *:*.  . .     :      :   :         :

NC201                          LDYTSMKRLSRKAKQSFSTERWFLTGMSSAFLDPLLSPGSAYLTDANRMIGELIEADIAE 343
PrnC                           RDWVKTDRLQFSSNAC-VGDRYCLMLHANGFIDPLFSRGLENTAVTIHALAARLIKALRD 367
PltA                           RPFKKEADYSYGMKEV-CGDSFVLIGDAARFVDPIFSSGVSVALNSARIASGDIIEAVKN 349
P.spNC201_WP_102056423.1       MEPKEIKGYSKGIKQL-FGKNFVLTGNASEFIDPVFSAGVMFAIESGARAAALIVAQLNG 327
P.haloplanktis_WP_011330030.1  GPARSITGYSSNVSKL-YGQHFALLGNAGEFLDPVFSSGVTIALKSASLIAPLVDQYLKG 350
NH153                          GEARAIKGYSANVSSL-YGEHFALLGNAGEFLDPVFSSGVTIALKSASLVAPLVDSYLRG 332

.   .     . : *   :  *:**::* *      :    .  :   :

Abbildung 87: Sequenz-Alignment der Proteinsequenzen nach BLAST search auf Basis von PltA und PrnC, sowie 
zwei ausgewählten Sequenzen P.sp.NC201 (WP_102056423.1) und P.haloplanktis (WP_011330030.1) zur 
Verfeinerung, als auch die zu untersuchenden putativen Halogenasen NH153 (WP_063707674.1) und NC201 
(WP_010605841.1). Der Asterisk (*) zeigt in allen Sequenzen konservierte Aminosäuren (aa) an der gleichen Position.
Der Doppelpunkt (:) hebt aa mit stark ähnlichen Eigenschaften hervor und der Punkt (.) deutet aa mit schwach ähnlichen 
Eigenschaften an. Gezeigt sind außerdem die konservierten Bereiche der FAD-Bindung (gelb), das mutmaßlich 
katalytische Lysin (grün), der Tryptophan-Tunnel (orange), sowie der Bereich um die Substratbindetasche (schwarz). 
Für NC201 ist in rot eine Abweichung des FAD-Bindemotivs GxGxxG markiert. Erstellt am 05.05.2024.

Vergleicht man nun NC201 mit Vertretern der verschiedenen Fl-Hal-Gruppen (Abbildung
88), so steht NC201 isoliert und scheint zu keiner der beschriebenen Halogenasen eine 
besondere Nähe zu haben.

Abbildung 88: Phylogenetischer Stammbaum ausgewählter Proteinsequenzen zur Einordnung von NC201 
(WP_010605841.1) in die Kategorien der Tryptophan-Halogenasen (PrnA: WP_011061881.1), Phenol-Halogenasen 
(RadH: ACM42402.1), Pyrrol-Halogenasen (PrnC: WP_092302119.1) und der BrvH-Gruppe (WP_008262805.1).
Erstellt am 04.05.2024. Die Abstandswerte zeigen laut Angabe von Job Dispatcher Documentation die Anzahl der 
Substitutionen von Aminosäureresten im Verhältnis zur Länge des Alignments ohne Lücken. Im Allgemeinen gilt: Je 
größer die Zahl, desto größer ist die genetische Veränderung.
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Eine Analyse mittels AntiSMASH[2] fand im Vergleich von Biosynthese-Clustern eine 
Ähnlichkeit von 45 % für das NH153-Cluster mit dem Biosynthese-Cluster von 
Arylpolyenen (APE) aus dem Stamm Vibrio fischeri ES114 (MIBiG accession:
BGC0000837). Die Proteine NH153 (WP_063707674.1) und VF_0841 bzw. 
AAW85336.1 (WP_011261511) zeigen eine query cover von 98 % und eine identity von 
55 %. Eine ähnliche biologische Funktion kann daher angenommen werden. Für NC201 
ergaben sich keine weiteren Informationen durcuh AntiSMASH.

Bei einer BLAST-Search der N-terminalen FAD-Bindedomäne von NC201 finden sich viele 
Proteine, die als Oxidoreduktasen (Bspw.: HEX5055604.1) oder Halogenasen (Bspw.: 
WP_025810126.1) annotiert sind und das GGSMAG- bzw. GXSMAG-Motiv tragen. Hierfür wird 
meistens auf die Arbeiten von Hammer et al. verwiesen.[327] Prem et al. zeigten außerdem, dass in 
vier der fünf von ihnen untersuchten Oleat-Hydratasen (Ohy) in der FAD-Bindedomäne die 
konservierte Sequenz GGSxDG vorliegt.[328] Mit der Bestätigung, dass auch die FAD-
Bindedomöne von NC201 funktional in der Natur vorkommt und dem vorhandenen Transfer-
Tunnel, ist die Wahrscheinlichkeit für eine halogenierende Aktivität gegeben. Zu welcher Gruppe 
die NC201 gehört, ist aber nach wie vor nicht eindeutig zu sagen. Eine erneute Expression und 
Charakterisierung nach dem vorgehen für BrvH, also dem Durchmustern verschiedenster 
Substratgruppen, könnte ein Anfangspunkt sein.[193]
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8.4.2 Biochemische Charakterisierung von NH153 und NC201

Die beiden Gene nh153-His6 und nc201-His6 wurden als synthetisches Konstrukt 
erhalten. Für eine Charakterisierung wurden die Gene für den Transfer in den Vektor 
pET28a(+) mittels PCR amplifiziert (Abbildung 89).

A) B)

Abbildung 89: Analytisches Agarosegel zur PCR von A) nh153-His6 und B) nc201-His6. M steht hierbei für den Marker 
(Thermo Scientific™ O'GeneRuler 1 kb DNA Ladder, Ready-to-Use- 250-10,000 bp). Aufgetragen wurden die 
Amplifikationen der einzelnen Temperaturen. Als Primer wurden verwendet. Die erwarteten Bandengrößen sind für 
nh153-His6 ~1350 bp und für nc201- His6 ~1700 bp.

Diese PCR, sowie der anschließende Gibson Assembly und die Transformation von 
E. coli BL21 (DE3), sowie die initiale Expression wurde zusammen mit Nena Billen im 
Rahmen ihrer Bachelorarbeit durchgeführt. Die Zellen E. coli BL21 (DE3) pET28a(+)-
nh153-His6 und E. coli BL21 (DE3) pET28a(+)-nc201-His6 wurden dafür bei 37 °C und 
200 rpm bis zu einer OD600 von 0.3 bzw. 0.5 kultiviert. Danach wurde die Temperatur auf 
25 °C und die Schüttelfrequenz auf 180 rpm gesenkt. Induziert wurde mit 100 μM IPTG 
und die Zellen nach 16 h geerntet. Während für NH153-His6 eine deutliche 
Überexpression zwischen 40 kDa und 50 kDa sichtbar ist, kann eine Überexpression der 
Kultur E. coli BL21 (DE3) pET28a(+)-nc201-His6 unter 60 kDa nur erahnt werden 
(Abbildung 90).
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Abbildung 90: SDS-PAGE-Gel zur Expression von E. coli BL21 (DE3) pET28a(+)-nh153-His6 und E. coli BL21 (DE3)
pET28a(+)-nc201-His6 bei 25 °C. Gezeigt sind die Spuren M für Marker (PageRuler™ ungefärbte Proteinleiter, 10 bis 
200 kDa von Thermo Fisher Scientific Inc.), v.I. für eine Probe vor der Induktion und KL für klares Lysat nach dem 
Zellaufschluss und der Zentrifugation. NH153-His6 hat eine berechnete Größe von 47.3 kDa und NC201-His6 von 
62.9 kDa.

Es erfolgte eine erneute Expression von E. coli BL21 (DE3) pET28a(+)-nh153-His6 bei 
20 °C und 180 rpm. Hierfür wurde erneut bei einer OD600 von 0.5 mit 100 μM IPTG 
induziert. Ein Kälteschock oder ähnliches wurde nicht durchgeführt. Die Zellernte erfolgte 
nach 24 h. Aus den 500 mL Kultur wurden ca. 7.5 g Zellpellet (CDW) gewonnen. Für die 
Reinigung (Abbildung 91) wurden 3.5 g Zellen in Äquilibrierungspuffer (50 mM KPi, 300 
mM NaCl, pH = 7.5) resuspendiert und mittels Ultraschalls aufgeschlossen. Für die 
Reinigung wurde das Äkta-Programm der SsuE (Gradient: 10 mM, 100 mM, 200 mM und 
300 mM Imidazol) gewählt. NH153-His6 zeigte auch nach der Entsalzung und der 
Konzentration auf 2 mL eine starke Gelbfärbung. Die Konzentration im neuen 
Kristallisationspuffer (20 mM HEPES, 100 mM NaCl, pH = 7.5) mit einem 
Extinktionskoeffizienten ε280 = 51130 wurde auf 6.25 mg/mL bestimmt. Dies ergibt eine 
Gesamtmenge an Zielprotein von 12.5 mg aus 3.5 g Zellen (~ 3.6 mg Protein/g Zellen, 
(~ 54 mg Protein/L Kultur).
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Abbildung 91: SDS-PAGE-Gel zur Expression von E. coli BL21 (DE3) pET28a(+)-nh153-His6 bei 20 °C. Gezeigt sind 
die Spuren M für Marker (PageRuler™ ungefärbte Proteinleiter, 10 bis 200 kDa von Thermo Fisher Scientific Inc.), eine 
Zellprobe nach 20 h Expression vor der Zentrifugation, das Rohlysat nach Zellaufschluss (RL), geklärtes Lysat nach 
dem Zellaufschluss und der Zentrifugation (KL), der Durchfluss der Säulenbeladung (DF), Fraktion 7 mit 100 mM
Imidazol, Fraktion 13 mit 200 mM Imidazol und die Elutionsfraktionen 17 – 22 mit 200 mM Imidazol (E). Außerdem 
wurde eine Probe nach der Entsalzung und Konzentration aufgetragen. Als Anmerkung sei erwähnt, dass die 
Elutionsfraktionen 17 – 22 eine stark gelbe Färbung zeigten. NH153-His6 hat eine berechnete Größe von 47.3 kDa.

Diese Lösung wurde für Kristallisationsversuche genutzt. Hierbei zeigte die Bedingung 07
(Bedingung JCSG Core II Suite Well A7; Ref: 136301-07, Kapitel 14.3) initiale Kristalle
(Abbildung 92). Die Kristalle zeigten unter UV-Licht Tryptophan-Fluoreszenz, weshalb 
von Proteinkristallen ausgegangen werden kann, obgleich Li+ und Pi ebenfalls Salze 
bildet. Da die gewonnenen Kristalle zu klein waren, waren sie für eine Röntgenanalyse 
ungeeignet.

A) B)

Abbildung 92: Fotographien der Kristallisation von NH153-His6, gelöst in 20 mM HEPES, 100 mM NaCl, pH = 7.5. 
Kristallisationsbedingungen waren 07 (Bedingung JCSG Core II Suite Well A7: Reservoirlösung mit 1 M LiCl und 10 %
(w/v) PEG 6000 in 100 mM Bicin, pH 9.0 mit finalem pH-Wert 9.0; Ref: 136301-07) Gezeigt sind die Kristalle A) im 
Hellfeld und B) die Fluoreszenz bei 280 nm für Tryptophan.
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Für NH153 (413 aa) deutet sich anhand der Proteinlänge im Vergleich zu bspw. der Pyrrolyl-
Halogenase PltA (449 aa) eine Carrier-Abhängigkeit (Variante B-Enzym) an. Jedoch ist die 
Tyrosyl-Halogenase CndH[231] (512 aa) auch Carrier-abhängig und hat eine Länge >500 aa. Diese 
Länge ist aber für Enzyme der Variante A typisch, weshalb der Vergleich der Strukturen 
zielführender ist. Betrachtet man die Strukturen von Enzymen der Variante B wie CndH, dem 
uncharakterisierten Protein der PDB-ID: 3nix und PltA aus Dachwitz et al.[189] im Vergleich zu 
dem Phyre2-Strukturhomologiemodell[1] von NH153 (Abbildung 97), findet sich eine eindeutige 
Gemeinsamkeit. Alle drei Strukturen und das NH153-Modell dieser Arbeit zeigen, an die 
konservierte „Box“-Bindedomäne anschließend, nur eine kleine Helix als C-terminalen Domäne.
Dies untermauert die Hypothese der Carrier-Abhängigkeit von NH153. Für die Bewertung der 
Produktion von NH153 sind daher Enzyme der Variante B maßgeblich. Bei der Isolation des 
GST-CndH-Fusionsproteins erreichten Buedenbender et al. eine Aubeute von 30 mg/L Kultur bei 
25°°C. Von diesen 30 mg/L konnten aber nur 0.5 mg Protein pro Liter Kultur als lösliches Enzym 
gewonnen werden.[231] NH153 konnte in dieser Arbeit mit einer Proteinausbeute von 53.6 mg/L
Kultur bei 20 °C isoliert werden und erreicht damit eine deutlich höhere Ausbeute. Die 
Proteinmenge ist um den Faktor 1.8 größer und wird nur das lösliche Protein verglichen, dann ist 
der Faktor sogar 107. Eine Färbung wurde für die Lösung des GST-CndH-Fusionsproteins nicht 
beschrieben. Für die Expression von pltA bei 18 °C in 2 L Kultur beschrieben Pang et al. eine 
Elution von reinem His10-PltA mit 6 mL zu einer konzentrierten Proteinlösung von 10 mg/mL

unbekannten Volumens.[243] Die Abbildung in der „Supporting Information“ von Pang et al. lässt
auf ein Volumen von 100 – 200 μL schließen, was eine Proteinmenge von 1 – 2 mg bedeutet. Dies 
würde mit den Ausbeuten von CndH übereinstimmen. PltA zeigte bei Pang et al. in der Reinigung 
ebenfalls eine gelbe Färbung, was mit einer starken Wechselwirkung in der tiefliegenden Spalte 
im Enzym begründet wurde. Eine kovalente Bindung wie bei CmlS[236] ist mit der Struktur nicht 
naheliegend. Für die Kristallisation lassen sich nur bedingt Vergleiche finden. Während PltA mit 
einer Konzentration von 10 mg/mL in 100 mM Bis-Tris-Propan (BTP) und 20 % (w/v) PEG 8000 
zur Kristallbildung führte, konnte NH153-His6 mit ähnlicher Konzentration von 6.3 mg/mL in
100 mM Bicin (BHG) und 10 % (w/v) PEG 6000 zur Initial-Kristallisation gebracht werden. Beide 
Proteine haben also in ähnlicher Konzentration im Beisein von PEG und einem organischen 
Puffer-System Kristalle ergeben. Allerdings war für PltA ein Zusatz von 50 mM MgSO4

erfolgreich und für NH153-His6 1 M LiCl. Die Salze und Salzstärke weichen stark voneinander ab. 
Auch die pH-Werte von 7.0 für PltA und pH = 9 für NH153-His6 weisen keine Korrelation mit 
den isoelektrischen Punkten (pI) von 5.58 für PltA und 5.04 für NH153-His6 auf. Die genauen 
Bedingungen für die Kristallisation von NH153 lassen sich erst beschreiben, wenn die 
Bedingungen verfeinert werden. Nachdem NH153 erfolgreich erste Kristalle bildete, sollte sich 
eine Produktion größerer Proteinmengen anschließen, um nach erneuter und optimierter 
Kristallisation eine Röntgenaufnahme durchführen zu können und die Proteinstruktur zu 
beschreiben. 
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8.5 Rationales Design chimärer Halogenasen

Basierend auf den Vorteilen einer gefärbten Proteinlösung, nämlich die Sichtbarkeit, wo 
sich das Protein befindet und dem Vergleich der Expressionsbedingungen und 
Proteinausbeuten von PrnC und NH153, sowie den Strukturvergleichen von 
Halogenasen mit starker Konservierung der „Box“-Domäne, sollte eine PrnC-Variante 
erstellt werden, die im stark konservierten Bereich die Sequenz von NH153 erhält. Dieser 
Vergleich ist in der folgenden Tabelle 7 dargestellt. Analog zu den Sequenz-Alignments 
aus Abbildung 87 soll der Sequenzvergleich von NH153 mit PltA (Abbildung 93), PrnC 
(Abbildung 94), sowie PrnA (Abbildung 95) Aufschluss über eine sinnvolle „Fusionsnaht 
geben“.

Tabelle 7: Vergleich der Eigenschaften und Produktion von PrnC-His9 und NH153-His6.

Eigenschaften PrnC-His6 NH153-His6

Expressionstemperatur 10 – 15 °C 20 – 25 °C

Expressionsstamm E. coli ArcticExpress(DE3) E. coli BL21(DE3)

Proteinausbeuten 1.0 – 1.5 mg Protein/g Zellen 3.2 – 3.6 mg Protein/g 

Proteinpräzipitat für Lagerung bei 
Raumtemperatur

Nach ~ 24 h -

Gelbe Färbung nach Entsalzung nein ja

NH153      MNNQVQQADVVIIGAGPSGAVAASLLVKKGWHVVVLEQQTFPRFSIGESLLPQCMSFLAEAGLEQAVQTQAQSLGFQFKN 80
PltA --MSDHDYDVVIIGGGPAGSTMASYLAKAGVKCAVFEKELFEREHVGESLVPATTPVLLEIGVMEKIEKAN----FPKKF 78

. :: ******.**:*:. ** *.* * : .*:*:: * *  :****:*    .* * *: : ::.      *  *

NH153      GAAFQRR--G--------------DHTTIDFTEKFSEGP--GTTFQVKRADFDKCLADGAMQQGAEIRYQHSVLAFTDCE 142
PltA       GAAWTSADSGPEDKMGFQGLDHDFRSAEILFNERKQEGVDRDFTFHVDRGKFDRILLEHAGSLGAKVFQGVEIADVEFLS 154

***:     *                : * *.*: .** . **:*.*..**: * : * . **::    .:  . .

NH153      DGALLEVTDENQQGYQIKGRFVLDASGFGRVLPRLLDLESASNFPVRWAF---FSHFKDNISDTQFDREKILINVHPEHK 162
PltA       PGNVIVNAKLGKRSVEIKAKMVVDASGRNVLLGRRLGLREKDPVFNQFAIHSWFDNFDRKSATQSPDKVDYIFIHFLPMT 234

* ::  :. .::. :**.::*:**** . :* * *.*.. . .  : --:*:   *.:*. : :  . *: . ::  .   .

NH153      DIWYWLIPFSDGTASIGVVGKPEQLEDKQPLAGLNEF----IEQDSYLSELLANREAIGEARAIKGYSANVSSLYGEHFA 295
PltA       NTWVWQIPITETITSVGVVTQKQNYTNSDLT--YEEFFWEAVKTRENLHDALKASEQVRPFKKEADYSYGMKEVCGDSFV 312

: * * **:::  :*:*** : ::  :.:     :**    ::  . * : *   * : :   .** .:..: *: *.

NH153      LLGNAGEFLDPVFSSGVTIALKSASLVAPLVDSYLRGEQVD--FKNDYSEPLQQGVNCFRTYVSAWYDGSFQDVIFYSEK 373
PltA       LIGDAARFVDPIFSSGVSVALNSARIASGDIIEAVKNNDFSKSSFTHYEGMIRNGIKNWYEFITLYYRLNILFTAFVQDP 392

*:*:*..*:**:*****::**:** :.:  : . ::.::..    ..*.  :::*:: :  ::: :*  .:  . * .:

NH153      NQQVREMISAILAGYAWDLQNPFVKQSNKRLNTLVE---LCR----D--------------------------------- 413
PltA --RYRLDILQLLQGDVYS---------GKRLEVLDKMREIIAAVESDPEHLWHKYLGDMQVPTAKPAF------------ 449

: *  *  :* * .:. .***:.* :   :      *

Abbildung 93: Sequenz-Alignment der Aminosäuresequenzen von PltA (WP_011061079.1, PDB: 5DBJ_A) und
NH153 (WP_063707674.1). Das Asterisk (*) zeigt in allen Sequenzen konservierte Aminosäuren (aa) an der gleichen 
Position. Der Doppelpunkt (:) hebt aa mit stark ähnlichen Eigenschaften hervor und der Punkt (.) deutet aa mit schwach 
ähnlichen Eigenschaften an. Hervorgehoben sind außerdem die konservierten Bereiche der FAD-Bindung (gelb), das 
mutmaßlich katalytische Lysin (grün), der Tryptophan-Tunnel (orange), sowie der Bereich um die Substratbindetasche 
(schwarz).
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NH153 -------MNNQVQQADVVIIGAGPSGAVAASLLVKKGWHVVVLEQQTFPRFSIGESLLPQCMSFLAEA----GLEQA--------- 66
PrnC  MTQKSPANEHDSNHFDVIILGSGMSGTQMGAILAKQQFRVLIIEESSHPRFTIGESSIPETSLMNRIIADRYGIPELDHITSFYST 86

::: :: **:*:*:* **:  .::*.*: ::*:::*:.:.***:**** :*: :        *: :

NH153 VQTQAQSLGFQFKNGAAFQRRGDH-TTIDFTE----KFSEGPGTTFQVKRADFDKCLADGAMQQGAEIRYQHSVLAFTDCEDGALL 147
PrnC  QRYVASSTGIKRNFGFVFHKPGQEHDPKEFTQCVIPELPWGPESH--YYRQDVDAYLLQAAIKYGCKVHQKTTVTEYHADKDGVA- 169

:  *.* *:: : * .*:: *:.    :**: ::  ** :     * *.*  * :.*:: *.::: : :*  :   :**.

NH153 EVTDENQQGYQIKGRFVLDASGFGRVLPRLLDLESASNFPVRWAFFS--HFKDNISDTQFDR---------EKILINVHPEHKDI 221
PrnC ---VTTAQGERFTGRYMIDCGGPRAPLATKFKLREE---PCRFKTHSRSLYTHMLGVKPFDDIFKVKGQRWRWHEGTLHHMFEGG 248

. ** ::.**:::*..*    *   :.*..    * *:  .*   :.. :. . **          .    .:*  .:.

NH153 WYWLIPFSDGTASIGVVGKP-EQLED-KQPLAGLNEFIEQDSYLSELLANREAIGEARAIK------GYSANVSSLYGEHFALLG 298
PrnC WLWVIPFNNHPRSTNNLVSVGLQLDPRVYPKTDISAQQEFDEFLARFPSIGAQFRDAVPVRDWVKTDRLQFSSNACVGDRYCLML 333

* *:***.:   * . : .   **:    * :.:.   * *.:*:.: :    : :*  ::        . . .:  *:::.*:

NH153 NAGEFLDPVFSSGVTIALKSA-----SLVAPLVDSYLRGEQVDFKNDYSEPLQQGV--------N-CFR---------TYVSAWY 360
PrnC  HANGFIDPLFSRGLENTAVTIHALAARLIKALRDDDFSPERFE----YIERLQQKLLDHNDDFVSCCYTAFSDFRLWDAFHRLWA 414

:*. *:**:** *:  : :       *:  * *. :  *:.:    * * *** :        . *:          ::   *

NH153 DGSFQDVIFYSEKNQQVREMISAILAGYAWDLQNPFVKQSNKRLNTLVELCRD-------------------------------- 413
PrnC  VGTILGQFRLVQAHARFRASR---NEG--------DLDHLDNDPPYLGYLCADMEEYYQLFNDAKAEVEAVSAGRKPADEAAARI 488

*:: . :   : : :.*        *         :.: ::    *  ** *

NH153 ------------------------------------------------------------------------------- 413
PrnC  HALIDERDFAKPMFGFGYCITGDKPQLNNSKYSLLPAMRLMYWTQTRAPAEVKKYFDYNPMFALLKAYITTRIGLALKK 567

Abbildung 94: Sequenz-Alignment der Aminosäuresequenzen von PrnC (WP_092302119.1) und NH153 
(WP_063707674.1). Das Asterisk (*) zeigt in allen Sequenzen konservierte Aminosäuren (aa) an der gleichen Position. 
Der Doppelpunkt (:) hebt aa mit stark ähnlichen Eigenschaften hervor und der Punkt (.) deutet aa mit schwach ähnlichen 
Eigenschaften an. Hervorgehoben sind außerdem die konservierten Bereiche der FAD-Bindung (gelb), das mutmaßlich 
katalytische Lysin (grün), der Tryptophan-Tunnel (orange), sowie der Bereich um die Substratbindetasche (schwarz).

NH153      MNNQVQQADVVIIGAGPSGAVAASLLVKK---GWHVVVLEQQTFPRFSIGESLLPQCMSFLAE-AGLEQAVQTQAQSLGFQ 77
PrnA       MNK--PIKNIVIVGGGTAGWMAASYLVRALQQQVNITLIESAAIPRIGVGEATIPSLQKVFFDFLGIPEREWM--PQVNGA 77

**:     ::**:*.* :* :*** **:      ::.::*. ::**:.:**: :*.  ..: :  *: :       .:.

NH153      FKNGAAFQ---RRGDHTTIDF-TEKFSEGP------GTT---------F------------QVKRADFDKCLADGAMQQGA 127
PrnA       FKAAIKFVNWRKSPDPSREDYFYHLFGSVPNCDGVPLTHYWLRKREQGFQQPMAYACYPQPGALDGKLAPCLADGTRQMSH 158

** .  *    :  * :  *:  . *.. *       * *             .  ..:  *****: * .

NH153      EIRYQHSVLA-FT---DCEDGAL------LEVT---------DENQQGYQIKGRFVLDASGFGRVLPRLLDLESASNFPVR 189
PrnA       AWHFDAHLVADFLKRWAVERGVNRVVDEVVEVQLNDRGYISTLLTKEGRTLEADLFIDCSGMRGLLINQALKEPFIDMS-D 238

:::  ::* * * *.       :**            .::*  ::. :.:*.**:  :* .    *   ::

NH153      WAFF-SHFKDNISDTQFDREKILINVHPEHKDIWYWLIPFSDGTASIGVVGKPEQLE-----DKQPLAGLNEFIEQDSYLS 264
PrnA       YLLCDSAVASAVPNDDAREGVEPYTSAIAMNSGWTWKIPMLGRFGSGYVFSSKFTSRDQATADFLKLWGLSDNQQL----- 314

: :  * . . : : :  .     .     :. * * **: .  .*  *...    . *   * **.:  :

NH153      ELLANREAIGEARAIKGYSANVSSLYGEHFALLGNAGEFLDPVFSSGVTIALKSAS-LVAPLVDSYLRGEQVDFKNDYSEP 344
PrnA ----NQIKFRVGRNK--------RAWVNNCVSIGLSSCFLEPLESTGIYFIYAALYQLVKHFPDTSFDP---RLRDAFNAE 380

*:  :  .*            : :: . :* :. **:*: *:*: :   :   **  : *: :      ::: :.

NH153      LQQGVNCFRTYVS-AWYDGSFQDVIFYSEKNQQVR------------------------------------------EMIS 382
PrnA       IVYMFDDCRDFVQAHYFTTSREDTPFWLANRHELRLSDAIQEKVERYKAGLPLTTTSFDDSTYYETFDYEFKNFWLNGNYY 461

:   .:  * :*. ::  * :*. *:  :.:::*

NH153      AILAGYAW--DLQNPFVKQSN-----------------KRLNTLVE--------------LCRD------------ 413
PrnA       CIFAGLGMLPDRSLPLLQHRPESIQKAEAMFASIRREAERLRTSLPTNYDYLRSLRDGAQLSRNQHGPTLAAQERQ 537

.*:** .   * . *::::                   :**.* : *.*:

Abbildung 95: Sequenz-Alignment der Aminosäuresequenzen von PrnA (WP_011061881.1) und NH153 
(WP_063707674.1). Das Asterisk (*) zeigt in allen Sequenzen konservierte Aminosäuren (aa) an der gleichen Position. 
Der Doppelpunkt (:) hebt aa mit stark ähnlichen Eigenschaften hervor und der Punkt (.) deutet aa mit schwach ähnlichen 
Eigenschaften an. Hervorgehoben sind außerdem die konservierten Bereiche der FAD-Bindung (gelb), das mutmaßlich 
katalytische Lysin (grün), der Tryptophan-Tunnel (orange), sowie der Bereich um die Substratbindetasche (schwarz).
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Entsprechend diesen Alignments wurde das Fusionsprotein NHprnC-His6 konstruiert. Da 
es die „Box“-Domäne von NH153 erhalten hat und die „Pyramiden-Domäne“ nach der 
konservierten Sequenz FxxPxxSxG (Abbildung 96), wurde dieses Enzym auch als 
Chimäre bezeichnet.

PrnC-His9        MTQKSPANGHDSNHFDVIILGSGMSGTQMGAILAKQQFRVLIIEQSSHPRFTIGESSIPETSLMNRIIADRYDIP 75
NH153-His6 ------MGNNQVQQADVVIIGAGPSGAVAASLLVKKGWHVVVLEQQTFPRFSIGESLLPQCMSFLAEAGLEQAV- 68
NHprnC-His6 ------MGNNQVQQADVVIIGAGPSGAVAASLLVKKGWHVVVLEQQTFPRFSIGESLLPQCMSFLAEAGLEQAV- 68

..:: :: **:*:*:* **:  .::*.*: ::*:::**.:.***:**** :*: :    . .  :

PrnC-His9        ELGHITSFYSTQRYVSSSTGIKRNFGFVFHKPGQEHDPKEFTQCVIPELPWGPES--HYYRQDVDAYLLQAAIKY 148
NH153-His6 ------------QTQAQSLGFQFKNGAAFQRRGD-HTTIDFTE----KFSEGPGTTFQVKRADFDKCLADGAMQQ 126
NHprnC-His6 ------------QTQAQSLGFQFKNGAAFQRRGD-HTTIDFTE----KFSEGPGTTFQVKRADFDKCLADGAMQQ 126

:  :.* *:: : * .*:: *: *   :**: ::  ** :  :  * *.*  * :.*::

PrnC-His9        GCTVRQKTSVTEYHADKDGVAVT----TAEGERFTGRYMIDCGGPGAPLATKFGLREE---PCRFKTHSRSLYTH 216
NH153-His6 GAEIRYQHSVLAFTDCEDGALLEVTDENQQGYQIKGRFVLDASGFGRVLPRLLDLESASNFPVRWAFFS--HFKD 199
NHprnC-His6 GAEIRYQHSVLAFTDCEDGALLEVTDENQQGYQIKGRFVLDASGFGRVLPRLLDLESASNFPVRWAFFS--HFKD 199

*. :* : **  :   :**. :     . :* ::.**:::*..* *  *   :.*..    * *:  .* :..

PrnC-His9        MLGVKPFDDIFKVKGQRWRWHEGTLHHMFTGGWLWVIPFNNHPRSTNNLVSVGLQLDPRVYPKTDIPAQQEFDEF 291
NH153-His6 NISDTQFDR---------EKILINVHPEHKDIWYWLIPFSDGTASIGVVGK-PEQLEDK-QPLAGLNEFIEQDSY 263
NHprnC-His6 NISDTQFDR---------EKILINVHPEHKDIWYWLIPFSDGTASIGVVGK-PEQLEDK-QPLAGLNEFIEQDSY 263

:. . ** .    .:*  ... * *:***.:   * . : .   **: :  * :.:    * *.:

PrnC-His9        LARFPSIGAQFRDAVPVRDWVKTDRLQFSSNACVGDRYCLMLHANGFIDPLFSRGLENTAVTIHALAARLIKALR 366
NH153-His6 LSELLANREAIGEARAIK------GYSANVSSLYGEHFALLGNAGEFLDPVFSSGVTIALKSAS-----LVAPLV 327
NHprnC-His6 LSELLANREAIGEARAIK------GYSANVSSLYGEHFALLGNAGEFLDPVFSSGLENTAVTIHALAARLIKALR 332

*:.: :    : :*  ::        . . .:  *:::.*: :*. *:**:** *:  : :       *:  * 

PrnC-His9 DDDFSPERFE----YIERLQQKLLDHNDDFVSCCYTAFSDFRLWDAFHRLWAVGTILGQFRLVQAHARFRASRDE 437
NH153-His6       DSYLRGEQVDFKNDYSEPLQQGV--------N-CFR---------TYVSAWYDGSFQDVIFYSEKNQQVREMISA 384
NHprnC-His6 DDDFSPERFE----YIERLQQKLLDHNDDFVSCCYTAFSDFRLWDAFHRLWAVGTILGQFRLVQAHARFRASRDE 403

*. :  *:.:    * * *** :        . *: ::   *  *:: . :   : : :.*

PrnC-His9 -----------GDLDHLDNDPPYLGYLCADMEQYYQLFNDAKAEVEAVSAGHKSAEEAALRIHALIDERDFAKPM 501
NH153-His6       ILAGYAWDLQNPFVKQSNKRLNTLVELCRDEL------------------------------------------- 416
NHprnC-His6 -----------GDLDHLDNDPPYLGYLCADMEQYYQLFNDAKAEVEAVSAGHKSAEEAALRIHALIDERDFAKPM 467

:.: ::    *  ** *

PrnC-His9 FGFGYCITGDKPQLNNSKYSLIPAMKLMYWTQTRAPAEVKKYFDYNPMFALLKAYITTRIGLALKKELHHHHHH 575
NH153-His6 ------------------------------------------------------------------ELHHHHHH 424
NHprnC-His6 FGFGYCITGDKPQLNNSKYSLIPAMKLMYWTQTRAPAEVKKYFDYNPMFALLKAYITTRIGLALKKELHHHHHH 541

Abbildung 96: Sequenz-Alignment der Aminosäuresequenzen von PrnC-His9, NH153-His6 und NHprnC-His6. Das 
Asterisk (*) zeigt in allen Sequenzen konservierte Aminosäuren (aa) an der gleichen Position. Der Doppelpunkt (:) hebt 
aa mit stark ähnlichen Eigenschaften hervor und der Punkt (.) deutet aa mit schwach ähnlichen Eigenschaften an. 
Hervorgehoben sind außerdem die übernommenen Sequenzbereiche von NH153 (gelb) und PrnC (orange), sowie die 
konservierte Sequenz FxxPxxSxG (schwarz) als „Fusionsnaht“ und der terminale Helixbereich der „Box“-Domäne (lila 
Buchstaben) (Abbildung 97).

Wie sich dies in Strukturen äußern könnte, sollte durch ein Modelling mittels Phyre2-
Strukturhomologiemodell[1] gezeigt werden (Abbildung 97). Genauso wie die Tryptophan-
Halogenasen (Abbildung 25) haben PrnC und NH153 in diesen Strukturen eine die „Box“-
Domäne (rot) abschließende lange Helix, bevor die „Pyramiden“-Domäne (blau) beginnt. 
In beiden Strukturen, für PrnC und NH153, liegt die gewählte Fusionsnaht (schwarz) vor 
dieser abschließenden Helix, nämlich am Beginn der vorherigen Helix. Starke 
Unterschiede in den Strukturen in Form der „Pyramiden“-Domäne (blau) treten erst nach 
dem in lila markierten Bereich am Ende der langen „Box“-Domänen-Helix auf.
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A) B) C)

Abbildung 97: Modellierte Phyre2-Strukturhomologiemodelle[1] von PrnC-His9 (A), NH153-His6 (B) und NHprnC-His6
(C), basierend auf der schematischen Darstellung der Abbildung 26. Hervorgehoben sind die Sequenzbereiche der 
„Box“-Domäne (rot), die Flavin-Bindedomäne GxGxxG (gelb), der Transfertunnel WxWxIP (orange) und das 
konservierte Lysin K (grün). Auch gezeigt ist der Bereich um die Bindetasche FxxPxxSxG (schwarz) und der Bereich 
nach der letzten Helix der „Box“-Domäne in lila, sowie der N-terminale Bereich, der für die Tryptophan-Halogenasen 
bezeichneten „Pyramiden“-Domäne (blau).

Klonierung von nhprnC-His6

Für die Konstruktion des Vektors pET28a(+)-nhprnC-His6 wurden die beiden Teilbereiche 
basierend auf den Vektoren pUC57-nh153-His6 und pCC1-prnC-His6 über PCR 
amplifiziert (Abbildung 98). In einem zweiten Schritt wurde über eine Overlap Extension
PCR (OEPCR) das chimäre Gen erstellt (Abbildung 99).

Abbildung 98: Analytisches Agarosegel zur PCR vom Sequenzbereich nh153_Box bis zur konservierten Sequenz 
FxxPxxSxG (gelb) und prnC-His6_Pyramid ab der Sequenz FxxPxxSxG (orange). M steht hierbei für den Marker 
(Thermo Scientific™ O'GeneRuler 1 kb DNA Ladder, Ready-to-Use- 250-10,000 bp). Aufgetragen wurden die 
Amplifikationen der Temperatur 55.7 °C. Die verwendeten Primer sind JGE0215_NHprnC_prnC fw_NH153 OL, 
JGE0215_NHprnC_NH153 rv_prnC OL, NH153 fw OL und prnC-His6 rv_pET28a OL. Die erwarteten Bandengrößen
sind für nh153_Box ~1000 bp und für prnC- His6 ~770 bp.
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Abbildung 99: Analytisches Agarosegel zur OEPCR vom Sequenzbereich nh153_Box und prnC-His6_Pyramid zu 
nhprnC-His6. M steht hierbei für den Marker (Thermo Scientific™ O'GeneRuler 1 kb DNA Ladder, Ready-to-Use- 250-
10,000 bp). Aufgetragen wurden die Amplifikationen der Temperaturen 47.1 °C und 51.4 °C. Die erwartete 
Bandengröße ist für nhprnC- His6 ~1700 bp.

Expression von NHprnC-His6

Nach einem Gibson Assembly erfolgte die Transformation von E. coli BL21(DE3) zum 
Produktionsstamm E. coli BL21(DE3) pET28a(+)-nhprnC-His6. Für die Expression 
wurden 500 mL TBKan-Medium mit 1 % (v/v) Vorkultur inokuliert und bei 37 °C und 
160 rpm kultiviert. Bei einer OD600 von 0.6 erfolgte die Induktion mit 100 μM IPTG. Nach 
Induktion wurde die Temperatur auf 20 °C und die Schüttelfrequenz auf 140 rpm 
reduziert. Die Zellernte erfolgte nach 24 h und ergab 7.5 g Zellen (CDW). Für die 
Reinigung von NHprnC-His6 wurde das Protokoll zu PrnF-His6 verwendet. Dazu wurden 
7 g in 50 mL Äquilibrierungspuffer (50 mM KPi, 300 mM NaCl, 10 mM Imidazol, pH = 7.5) 
resuspendiert. Diese ~ 15 % (w/v) Resuspension wurde für den Aufschluss mit der 
EmulsiFlex verwendet. Nach der Reinigung wurden die verschiedenen Fraktionen in 
einer SDS-PAGE analysiert. Da eine Überexpression aber nicht ersichtlich wurde, 
erfolgte eine erneute Expression unter anderen Bedingungen. Dazu wurden 1 L TBKan-
Medium mit 1 % (v/v) Vorkultur inokuliert und bei 37 °C und 160 rpm kultiviert. Bei einer 
OD600 von 0.4 erfolgte ein Kälteschock für 1 h bei 4 °C, sowie ein Ethanol-Schock mit 
2 %(v/v) Ethanol. Dann erfolgte die Induktion mit 100 μM IPTG. Nach Induktion wurde die 
Temperatur auf 18 °C und die Schüttelfrequenz auf 140 rpm reduziert. Die Zellernte 
erfolgte nach 24 h und ergab 16 g Zellen (CDW). 5 g Zellen wurden in 25 mL

Äquilibrierungspuffer (50 mM KPi, 300 mM NaCl, 20 mM Imidazol, pH = 7.5) resuspendiert. 
Diese ~ 20 % (w/v) Resuspension wurde für den Aufschluss mit Ultraschall und zur 
Reinigung (Abbildung 100) verwendet.
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Abbildung 100: SDS-PAGE-Gel zum Reinigungsprofil der Expression von E. coli BL21(DE3) pET28a(+)-nhprnC-His6
bei 20 °C. Gezeigt sind die Spuren M für Marker (PageRuler™ ungefärbte Proteinleiter, 10 bis 200 kDa von Thermo 
Fisher Scientific Inc.), Zellprobe vor Aufschluss (Z), geklärtes Lysat nach Zentrifugation (KL), Durchfluss bei 
Proteinauftragung auf die Säule (DF), Waschfraktion mit 100 mM Imidazol (W), Elutionsfraktion 1 (E1) mit 200 mM
Imidazol und Fraktionen 11 und 12 der Elution mit 300 mM Imidazol. NHprnC-His6 hat eine berechnete Größe von 
61 kDa.

Die Zellprobe war überladen. Die erkennbare Doppelbande lässt auf die Produktion der
Chaperonine schließen. Die Bande der Fr. 12 zeigt jedoch einen kleinen Teil Protein der 
erwarteten Größe. Jedoch ist die Menge so geringt, dass der Produktionsstamm 
gewechselt wurde. Nach Transformation von E. coli ArcticExpress(DE3) erfolgte die 
Expression analog zu prnC-His9 bei 10 °C, 13 °C und 15°C. Nach 48 h bei 15 °C wurden 
die Zellen geerntet und ergaben 9 g CDW aus 500 mL Kultur. Diese 9 g wurden in 30 mL
Äquilibrierungspuffer (50 mM KPi, 300 mM NaCl, 20 mM Imidazol, pH = 7.5) resuspendiert.
Diese ~ 30 % (w/v) Resuspension wurde für den Aufschluss mit Ultraschall und zur 
Reinigung (Abbildung 101) verwendet. Auch bei dieser Expression sind zwei Banden um 
60 kDa erkenntbar, die mutmaßlich für Zielprotein und Chaperonin stehen. Eine Elution 
ist allerdings nicht sichtbar. 
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Abbildung 101: SDS-PAGE-Gel zum Reinigungsprofil der Expression von E. coli ArcticExpress(DE3) pET28a(+)-
nhprnC-His6 bei 15 °C. Gezeigt sind die Spuren Zellprobe vor Aufschluss (Z), geklärtes Lysat nach Zentrifugation (KL), 
Durchfluss bei Proteinauftragung auf die Säule (DF), Waschfraktion mit 50 mM Imidazol (50), mit 70 mM Imidazol (70), 
mit 100 mM Imidazol (100) und Elution mit 300 mM Imidazol (300). Außerdem steht M für Marker (PageRuler™ 
ungefärbte Proteinleiter, 10 bis 200 kDa von Thermo Fisher Scientific Inc.). Die nicht beschrifteten Spuren gehören zu 
einem anderen Experiment, sind aber wegen der Marker-Spur nicht ausgeschnitten worden. NHprnC-His6 hat eine 
berechnete Größe von 61 kDa.

Zunächst ist festzustellen, dass die erhofften Verbesserungen bezüglich, 
Expressionstemperatur, -Stamm und Proteinausbeuten durch die Fusion der „Box“-Domäne und 
der „Pyramiden“-Domäne nicht erfolgreich war. Im Gegenteil. Eine Expression bei 15 °C und im 
Stamm E. coli ArcticExpress (DE3) führte nicht zur Isolierung von Enzym nach der Affinitäts-
Chromatographie und ist damit sogar eine Verschlechterung der Ergebnisse. Ein Grund dafür 
könnte in der falschen Position der „Fusionsnaht“ liegen. Betrachtet man die Unterteilungen der 
Domänen nach Dachwitz et al., so lässt sich diese Trennung nicht direkt an der Sequenz ablesen, 
sondern viel mehr an der letzten langen α-Helix in der „Box“-Domäne und damit in der 
Proteinstruktur.[189] Diese Domänentrennung zeigt sich in der Sequenz erst deutlich nach der in 
dieser Arbeit gewählten Sequenz FxxPxxSxG. Die maßgebliche Helix folgt erst nach der 
gewählten Sequenz, wie in der folgenden Abbildung 102 dargestellt.

Um also eine Art allgemeines Rückgrat der „Box“-Domäne mit vorteilhaften Eigenschaften 
zu finden, wie die hohe Proteinausbeute und Stabilität von NH153, sollte bei einem neuen Versuch 
der Bereich von NH153 bis hin zum konservierten Tyrosin (Y361) beibehalten werden und erst 
danach eine Fusion mit der „Pyramiden“-Domäne des Zielenzyms erfolgen. Auch Andorfer et al.
führen den Beginn der C-terminalen Domäne, der sie die Vermittlung der Substrat-Spezifität 
zuweisen, nach der hier als lange terminale „Box“-Domänen-Helix an.[32] Sofern sich diese 
Strategie auch als Fehlversuch darstellt, ließe sich die Hypothese aufstellen, dass die Instabilität 
möglicherweise allein durch die C-terminale Domäne bestimmt ist. Für eine Mutagenese-Strategie 
zur Erhöhung der Stabilität könnte der Sequenzbereich und dadurch der Screening-Aufwand stark 
reduziert werden und bspw. durch eine „constraint network analysis“ bzw. einen CNA-Ansatz nur 
für die „Pyramiden“-Domäne verwirklicht werden.[329]
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Thal  SCFVEPLESSGIYFIYAAIHMLAKHFPD----KTFDKVLVDRFNREIEEMFDDTRDFLQAHYYFSPRV 417

PltM  TGFIDPLFSRGLITTFESILRLAPKVLDAARSNRWQREQFIEVERHCLNAVATNDQLVSCSYEAFSDF 410

PrnC  NGFIDPLFSRGLENTAVTIHALAARLIKALRDDDFSPERFEYIERLQQKLLDHNDDFVSCCYTAFSDF 403

CndH  ACFVDPVFSSGVHLATYSALLVARAINTCLAGEMSEQRCFEEFERRYRREYGNFYQFLVAFYDMNQDT 372

NH153 GEFLDPVFSSGVTIALKSASLVAPLVDSYLRGEQVDFK--NDYSEPLQQGVNCFRTYVSAWYDGSFQD 367

*::*: * *:     :   :*  .      .  .       ..   .        : . *

Thal  DTPFWRANKELKLADSIKDKVETYRAGLPVNLPVTDEGTYYGNFEA--EFRN 467

PltM --HLWNVWH-------------RVWLSG-SNLGSAFLQKLLHDLE------- 439

PrnC --RLWDAFH-------------RLWAVG-TILGQFRLVQAHARFR------- 432

CndH  DSYFWSARKIINTEERANEAFVRLIAGR-SNLDEPVFQSVAKDFFTEREGFG 423

NH153 -VIFYSEKNQ-----QVREMISAILAGYAWDLQNPFVKQSNKRLNTLVELCR 413

::   :                      *           :

Abbildung 102: Ausschnitt des Sequenz-Alignments der Aminosäuresequenzen von Thal (PBD: 6h44), PltM (PDB:
6bza), CndH (PDB: 3e1t), PrnC-His9 und NH153-His6. Die Auswahl der Enzyme basiert auf den Gruppen nach 
Dachwitz et al.[189] Das Asterisk (*) zeigt in allen Sequenzen konservierte Aminosäuren (aa) an der gleichen Position. 
Der Doppelpunkt (:) hebt aa mit stark ähnlichen Eigenschaften hervor und der Punkt (.) deutet aa mit schwach ähnlichen 
Eigenschaften an. Hervorgehoben sind außerdem die konservierten Sequenzen FxxPxxSxG (schwarz) vor der 
„Fusionsnaht“, sowie die letzte lange Helix der „Box“-Domäne (rot). Für PrnC und NH153 der Bereich nach der letzten 
langen Helix in lila. Außerdem ist die in Dachwitz et al.[189] bezeichnete „flexible, kleine Unterdomände“ (blau), die im 
Prinzip der „Pyramiden“-Domäne entspricht. Letztlich ist in gelb ein konserviertes Tyrosin im Bereich der letzten langen 
„Box“-Domänen-Helix hervorgehoben.

Generell ist die Strategie der Domänen-Fusion im Sinne dieser Arbeit eher nicht gängig und 
nach unserem Wissen für die Halogenasen bisher nicht erfolgt. Diese Strategie der „Domänen-
Insertion“[330] zeigte sich aber bspw. für die Phosphoglycerat-Kinase erfolgreich.[331] Häufiger 
findet man in der Literatur (Fusionen von tags ausgenommen) entweder die Fusion von 
Bindedomänen für Materialien oder Substrate an katalytische Domänen und Enzyme[332], oder die 
Fusion von Reduktasen oder deren Domänen an Monooxygenasen zur Bereitstellung eines 
selbstversorgenden artifiziellen Ein-Komponenten-Systems.[333] Auch die Proteinfusion von 
Flavin-Reduktasen an Halogenasen über Linker-Systeme mit dem gleichen Ziel wurden bspw. für 
RebF und RebH durchgeführt.[217] Alternativ gibt es generell in der Disziplin des Protein-Designs 
die Bestrebung „de novo“ Proteine mit Funktionen zu produzieren[334], diese Designs beginnen 
jedoch komplett von Beginn an („from scratch“) und gehen weit über die Erstellung chimärer 
Enzyme durch Domänenfusion hinaus.
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8.6 Etablierung literaturbekannter Halogenasen

Neben dem Fokus der Etablierung von Flavin-abhängigen Halogenasen für pyrrolbasierte 
Naturstoffe, sollten bereits gut beschriebene Halogenasen der anderen Strukturmotive 
für die Funktionalisierung bereitgestellt werden. Einerseits war das Ziel die Möglichkeit 
zu schaffen, über Pyrrole hinaus, auch Indolalkaloide auf Basis von Tryptophan und 
phenolische Naturstoffe (Abbildung 40) derivatisieren zu können, wie bspw. das 
Violacein (48) und Physostigmin (49). Andererseits sollten auch Indol-Varianten der 
Prodiginine 31 halogeniert werden können, um an mehreren Positionen eine 
Funktionalisierung zu ermöglichen. Eine letzte Gruppe von Naturstoffen, die durch die 
Tryptophan-Halogenasen adressiert werden sollte, waren die über Anthranilsäure (50)
gebildeten Chinolin-Alkaloide der Aurachine 51.

8.6.1 Tryptophan-Halogenase PrnA

Zur Konstruktion von pET28a(+)-prnA-His6 wurde der Vektor pUC57-prnABCDF als 
Templat genutzt. Die Gradienten-PCR (Abbildung 103 A) war für die verschiedenen 
Temperaturen erfolgreich. Nach Gelelution wurde ein Gibson Assembly durchgeführt. 
Zusätzlich wurden zwei Varianten von PrnA, PrnA (F103A) und PrnA (E450K_F454K)
über eine Round-the-Horn PCR (RHPCR) (Abbildung 103 B) generiert. Hierfür diente das 
neue Konstrukt pET28a(+)-prnA-His6 als Templat. Nach der Gelelution und Ligation 
erfolgte die Transformation von E. coli ArcticExpress(DE3) mit allen drei Konstrukten.

A
B

Abbildung 103: A) Analytisches Agarosegel zur PCR von prnA-His6 mit Überhängen für pET28a(+). Als Primer wurden 
JGE0339_prnAHis_fw_OL_pET und JGE0339_prnAHis_rv _OL_pET verwendet. M steht hierbei für den Marker 
(Thermo Scientific™ O'GeneRuler 1 kb DNA Ladder, Ready-to-Use- 250-10,000 bp). Aufgetragen wurden die 
Amplifikationen der einzelnen Temperaturen. Die erwartete Bandengröße für prnA-His6 beträgt ~1700 bp. B) 
Analytisches Agarosegel zur RHPCR von pET28a(+)-prnA-His6 zu pET28a(+)-prnA-His6 (F103A) und (E450K_F454K).
Aufgetragen wurden die Amplifikationen für die Temperaturen 45 °C und 50.7 °C. Als Primer wurden 
JGE0339_prnAHis_fw_F103A_RTH, JGE0339_prnAHis_rv_F103A_RTH, JGE0339_prnAHis_fw_Anthra_RTH und 
JGE0339_prnAHis_rv_Anthra_RTH verwendet.
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8.6.2 Phenol-Halogenase RadH

Die Halogenase RadH wurde als synthetisches Konstrukt nach eigenem Design erhalten. 
Zur Expression von E. coli BL21 (DE3) pET28a(+)-radH-His6 (D465E;T501S)_fre-His6

und E. coli Tuner (DE3) pET28a(+)-radH-His6 (D465E;T501S)_fre-His6 bei 20 °C und 
180 rpm wurde bei einer OD600 von 0.5 mit 100 μM IPTG induziert. Ein Kälteschock oder 
ähnliches wurde nicht durchgeführt. Die Zellernte erfolgte nach 16 h. Aus den 500 mL

Kultur wurden ca. 2.7 g Zellpellet (CDW) für E. coli BL21(DE3) und 3.2 g für E. coli
Tuner (DE3) gewonnen. Für den Aufschluss wurde jeweils 1 g Zellen in Lagerungspuffer 
(25 mM KPi, 300 mM NaCl, pH = 7.5 mit 10 % (v/v) Glycerin) resuspendiert und mittels 
Ultraschalls aufgeschlossen. Die Expression war anhand der Bandengröße nur für RadH-
His6 (D465E;T501S) in E. coli BL21(DE3) erfolgreich (Abbildung 104).

Abbildung 104: SDS-PAGE-Gel zur Expression von E. coli BL21(DE3) pET28a(+)-radH-His6 (D465E;T501S)_fre-His6
und E. coli Tuner(DE3) pET28a(+)-radH-His6 (D465E;T501S)_fre-His6 bei 20 °C. Gezeigt sind die Spuren steht M für 
Marker (PageRuler™ ungefärbte Proteinleiter, 10 bis 200 kDa von Thermo Fisher Scientific Inc.), Zellproben vor der 
Induktion (v.I.), Zellproben vor Ernte (16h), sowie geklärtes Lysat nach Zentrifugation (KL). Das Asterisk (*) steht für 
die Doppelmutation von RadH. Sowohl RadH und Fre liegen His-tagged vor. RadH-His6 hat eine berechnete Größe 
von 57.5 kDa und Fre-His6 von 27.3 kDa.

8.6.3 Etablierung einer Analytik

Um eine einfache Analyse für Aktivitätstests der Tryptophan-7-Halogenase PrnA zu 
etablieren, wurden die Komponenten Tryptophan (23a), 7-Chlortryptophan (23b),
Anthranilsäure (50) und 3-Cl-50 via RP-HPLC analysiert. Die Chromatogramme sind in 
den folgenden Abbildung 105 und Abbildung 106 gezeigt.
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Abbildung 105: Chromatogramme der RP-HPLC zur Analyse von Tryptophan (23a) und 7-Chlor-Tryptophan (23b) bei 
280 nm. Gezeigt sind die einzelnen Spuren für 23a (blau) und 23b (rot), sowie eine Probe mit beiden Komponenten 
(schwarz). 23a zeigte eine Retentionszeit von 5.3 min und 23b hatte eine Retentionszeit von 7.3 min. Beide 
Komponenten zeigen tailoring, wobei 23b ein wesentlich undeutlicheres Signal gibt. Das Asterisk (*) zeigt eine 
unbekannte Verunreinigung.

Abbildung 106: Chromatogramme der RP-HPLC zur Analyse von Anthranilsäure (50) und 3-Chlor-Anthranilsäure (3-
Cl-50) bei 254 nm. Gezeigt sind die einzelnen Spuren für 50 (blau) und 3-Cl-50 (rot), sowie eine Probe mit beiden 
Komponenten (schwarz). Anthranilsäure zeigte eine Retentionszeit von 4.7 min und 3-Chlor-Anthranilsäure hatte eine 
Retentionszeit von 6.7 min. Das Asterisk (*) zeigt eine unbekannte Verunreinigung.

Für die Analyse der Aktivität von RadH wurde Umbelliferon (25j) vermessen. Die folgende 
Abbildung 107 zeigt die Retentionszeit von 25j, sowie das Chromatogramm der 
Lysatumsetzung von RadH mit Umbelliferon.
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Abbildung 107: Chromatogramme der RP-HPLC zur Analyse von Umbelliferon (25j) und der Lysat-Umsetzung von 
RadH mit 25j bei 254 nm. Gezeigt ist die einzelne Spur für 25j (blau) und die Umsetzung mit Lysat (rot). Umbelliferon
zeigte eine Retentionszeit von 4.8 min und das Biokatalyseprodukt (BKP) hatte eine Retentionszeit von 5.6 min mit 
einer prozentualen Fläche zum Umbelliferon von 8.3 %.

Die Bereitstellung von PrnA in E. coli ArcticExpress (DE3) dient der generellen 
biokatalytischen Anwendung zur Halogenierung von Indol-Gerüsten. Die Erstellung der Mutante 
F103A nach Vorbild von Lang et al. kann der weiteren Untersuchung ihrer Hypothese dienen, dass 
mit dieser Variante eine teilweise Umorientierung von Tryptophan erfolgt.[216] Dies könnte für 
nicht natürliche Substrate sogar eine größere Rolle spielen. Um genau diese Substratspezifität zu 
ändern erfolgte die zweite Mutagenese. Die Doppelmutante E450K_F454K basiert auf den 
Ergebnissen von Shephard et al., die mit dieser Variante die Umsetzung von Anthranilsäure (50)
von unter 2 % für den Wildtyp auf fast 30 % mit gemischtem Chlorierungsmuster (Position 3 und 
5) steigern konnten.[155] PrnA und seine Varianten werden dann zu interessanten Enzymen für die 
Derivatisierung von pharmazeutisch relevanten Chinolinen.[335] Die etablierte Analytik kann dann 
sowohl für die pBTBX-2-Konstrukte, als auch für die pET28a(+)-Konstrukte genutzt werden. Die 
Expression von radH erfolgte analog zur Proteinproduktion von Menon et al. bei 20 °C und lieferte 
qualitativ für die Variante D465E_T501S ähnliche Ausbeuten. Diese Variante wurde einerseits 
beschrieben als aktiver für 7-Hydroxy-Cumarine (Umbelliferon) und 7-Hydroxyisochinoline, als 
auch besser exprimierbar in E. coli. Die Nutzung von Lysaten und daher fehlende Angaben zur
Proteinenge machen den Vergleich zur Umsetzung von Menon et al. unmöglich. Daher lässt sich 
nicht beurteilen, warum die 73 % Chlorierung in dieser Arbeit nicht erreicht werden konnten.
Allerdings ist mit hoher Wahrscheinlichkeit die Enzymmenge im Lysat deutlich geringer als die 
von Menon et al. eingesetzten 15 μM. Warum die Reduktase Fre nicht sichtbar überexprimiert 
wurde ist nicht geklärt. Da weder im Konstrukt für eine mRNA, noch für zwei getrennte mRNAs 
die Reduktase sichtbar produziert wurde, sollte für eine Co-Expression ein dafür geeigneter Vektor 
wie pETDuet verwendet werden.[336] Andere Strategien zur Optimierung zur Produktion 
rekombinanter Proteine[337] erscheinen hier erst einmal nicht sinnvoll.
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9. AUSBLICK

Die erzielten Ergebnisse stellen einen Startpunkt für weitere Untersuchungen dar, wie 
bspw. Up-Scaling-Versuche und Integration der Enzyme in Kaskaden und Biosynthesen. 
Diese möglichen Folgeprojekte sollen in den folgenden Punkten beleuchtet werden.

9.1 Cofaktor-Recycling-System (CRS):

Eine weitere Untersuchung der SsuE ist nicht zielführend, da die etablierte Reduktase 
PrnF hohe Aktivitäten und Ausbeuten aufweist. Allerdings sollte der Ansatz des Enzym-
freien Cofaktor-Recyclings untersucht werden. Einerseits sind die NAD mimics eine 
vielversprechende Alternative zur GDH-basierten Cofaktor-Regeneration (Abbildung
108). Die Stabilität des BNA (21d) übersteigt die des NAD(P)H, da hier keine Hydrolyse 
von Phosphat-Gruppen stattfinden kann. In initialen Experimenten war die Synthese von 
21d mit 96 % nahezu quantitativ. Und auch der Reduktionsschritt zum BNAH (Dihydro-
21d) zeigte mit 80 % gute Ausbeuten. Beide sind mit der Literatur vergleichbar. Ismail et 
al. zeigten für die Reduktion von FAD mit BNAH bei gleicher Konzentration (150 μM) eine 
Aktivität von 0.72 mU/mL.  Trotz der um den Faktor ~3500 geringeren Aktivität im 
Vergleich zum Reduktase-Ansatz mit PrnF (2.5 U/mL), wurden mit 10 mM BNAH und 100 
μM FAD teilweise 3.5x – 4.7x höhere Reaktionsgeschwindigkeiten für die Halogenierung 
mit RebH und Thal erreicht.[181] Da FAD kommerziell erhältlich ist und BNA im 
Multigramm-Maßstab günstig darstellbar ist, sollte also für ein Up-Scaling von 
enzymatischen Halogenierungen auf die chemische Reduktion umgestiegen werden.

Alternativ zum Einsatz von NAD mimics bleibt auch die photochemische Reduktion von 
FAD[338] mittels Blaulicht (455 nm) und EDTA als „sacrificial reductant“ eine attraktive 
Alternative und sollte auch für die Halogenasen dieser Arbeit untersucht werden, da sie 
eine einfache Produktabtrennung nach vollständiger Umsetzung ermöglicht.[176]
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Abbildung 108: Cofaktor-Recycling-Systeme für die enzymatische Halogenierung. A) Enzym-basiertes Recyling mit 
Glucose-Dehydrogenase (GDH) und PrnF als Flavinreduktase. B) Direkte Reduktion von FAD mittels BNAH als NAD 
mimic. C) Anregung von FAD mit einer Wellenlänge von 455 nm und anschließender Reduktion durch den sacrificial 
electron donor[339] Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA)[340].[176]

9.2 Biokatalyse mit PrnC

Die Darstellung der Halogenase PrnC gestaltet sich nach wie vor schwierig. Für eine 
industriell relevante Anwendung ist eine Optimierung der Expression und Isolation 
unumgänglich. Zunächst sollte eine Codon-optimierte Gensequenz zur Expression 
genutzt werden und auf die Einhaltung des His6-tags geachtet werden. Sollte die 
angepasste codon usage für eine bessere Expressionsrate und Ausbeute an löslichem 
Protein nicht ausreichen, kann über eine Zufallsmutagenese mittles error prone PCR eine 
stabilere Proteinvariante gesucht werden. Neben Aktivitätstests und Ausbeuten kann 
dann über die Bestimmung der Schmelztemperatur die Verbesserung nominell bestimmt 
werden. Auch die Fusion mit der Reduktase PrnF kann in einem Folgeschritt nach dem 
Vorbild von RebF und RebH untersucht werden[217], da PrnF selbst gute Ausbeuten zeigt
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und möglicherweise N-terminal als eine Art Löslichkeits-tag fungieren kann. Nützlicher 
Nebeneffekt wäre bei der Beibehaltung des Enzym-basierten CRS die Verminderung von 
Expressionen und Reinigungen auf ein Fusionsprotein. Ein N-terminaler His-tag würde 
zudem die Modifikation der Halogenase bis auf den Linker reduzieren. Beachtet werden 
muss allerdings die beschriebene Dimer-Bildung von PrnC, die Peh et al.
beobachteten.[304] Alternativ wären klassische Fusionsproteine mit Maltose-Bindeprotein 
(MBP)[213, 341] und ggf. TEV-Schnittstelle eine Option und ermöglicht eine reine Elution 
des Wildtypen.[191] Im Vergleich zu RebH könnte auch die combiCLEAS-Strategie ein 
Erfolg sein, da PrnC so direkt aus dem Lysat mit der Reduktase PrnF und ggf. auch mit 
CRS immobilisiert werden könnte.[301] Neben der Halogenierung von Aryl-substituierten 
Pyrrolen sollten nach wie vor weitere Strukturen in der Analyse untersucht werden
(Abbildung 109). Obgleich Furane und Thiophene nicht reaktiv genug erscheinen, so ist 
doch eine Halogenierung von Pyrrolochinolinen[342] und Pyrroloindolen[343] in einem 
nächsten Schritt sinnvoll, um die Limitierungen der Substrat-Bindetasche zu untersuchen. 
Sollte die Halogenierung dieser Strukturen nicht erfolgreich sein, so sind die 
Chlorierungen von APPs als Vorstufen von Marinochinolinen[276] als Vertreter der 
Pyrrolochinoline ein interessantes Ziel. Nach Etablierung eines geeigneten Maßstabes 
sollten weitere Optimierungen zur Bereitstellung auch von Fludioxonil-Derivaten 
erfolgen,[285, 304] sowie die die Untersuchung zur Möglichkeit der Oxidation von
Pseudohalogeniden anstelle von Halogeniden, wie es für die Myeloperoxidase gezeigt 
wurde.[344] Nachdem Peh et al. zeigen konnten, dass auch Pyrrole mit Substituenten an 
2-Position halogenierten werden können,[304] sollte für das Ziel der Prodiginin-
Halogenierung auch MBC für die Chlorierung untersucht werden. Die Halogenierung am 
A-Ring erscheint hierbei am wahrscheinlichsten. Die gezeigte Halogenierung von Acryl-
Pyrrolen kann außerdem für die Substitution von MAP im Falle des Prodigiosins 
interessant sein. Sollte diese Strategie nicht erfolgreich sein, wäre der Wechsel, vor allem 
für die Halogenierung von Prodigiosin durch unspezifische Halogenasen wie HalB, BrvH, 
VirX1 und Weitere denkbar. Es sollte sich jedoch um Enyzme der Gruppe Spätphasen-
Halogenasen („late stage halogenases“) handeln.[192] Dabei wäre zusätzlich die 
Verwendung von natürlichen Ein-Komponenten-Systemen zu empfehlen, wie
beispielsweise die phenolische VemK[228] oder die Tryptophan-Halogenase AetF[345].

Abbildung 109: Potentielle Substrate von PrnC. X zeigt die putative Halogenierungsposition am Pyrrolochinolin,
Pyrroloindol und MBC.
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9.3 Biosynthese mit PrnC, PltA und PRN

Mit der zentralen Motivation der Arbeit durch Pyrrol-Halogenasen die Produktion von 
vorallem chlorierten Derivaten der Prodiginine 31 (Abbildung 110) zu ermöglichen,
könnten sich sowohl PrnC, als auch PltA durch die Derivatisierung von MBC eignen. 
Durch eine Expression von prnC im Stamm P. putida pig-r2 ΔpigD könnte das sich
akkumulierende MBC halogeniert werden, bevor das Prodigiosin-Derivat durch Zugabe 
eines Monopyrrols wie MAP gebildet wird. Letzteres wird mutmaßlich für PrnC 
unzugänglich sein.

Eine Untersuchung für das Finden eines geeigneten Zeitpunktes der Zugabe des
Monopyrrols – nämlich einer maximalen Menge an chloriertem MBC – kann durch 
HPLC-Analysen erfolgen. Gleiches gilt für die Halogenase PltA. Nach erfolgreicher 
Expression sollte die Funktionalität von PltA über SNAc-Substrate untersucht werden. 
Wenn diese Aktivitätstests chloriertes Produkt zeigen, kann in einem nächsten Schritt 
MBC untersucht werden. Sollten sich mit PltA dann keine halogenierten MBC-Derivate 
zeigen, kann über knock-out-Studien zu PigF, PigM, PigH und PigJ das zu optimierende 
Enzym gefunden werden. Beginnend von PigF rückwärts kann so analysiert werden, bis 
zu welchem Intermediat in der Biosynthese das doppelt chlorierte Carrier-Pyrrol noch 
akzeptiert wird. Alternativ bleibt für die Halogenierungsmöglichkeiten dieser Arbeit 
andernsfalls nur die Option der Halogenierung von Indol-Analoga des Prodigiosins wie 
bspw. dem Obatoclax[346] als Zielstruktur bspw. über die Tryptophan-Halogenasen. Für 
die Biosynthese von Pyrrolnitrin (Abbildung 35) sollte in einem kommenden Schritt 
entweder das Cluster in einen Shuttle-Vektor für Corynebacterium glutamicum überführt 
werden, um die optimierten Stämme zur Produktion von Tryptophan zu verwenden, die 
als fermentative Produktionsstämme für die Bromierung publiziert wurden,[218] oder eine 
analoge Anpassung des Metabolismus von P. putida KT2440 erfolgen, um die Titer von 
Tryptophan und folglich PRN und dessen Derivate zu erhöhen. Hierfür können die 
Produktionsstämme von Protocatechusäure als Vorlage genommen werden.[347] Im Falle 
einer funktionalen Produktion könnte dann das Cluster bspw. durch Enzyme der 
Marinochinoline (Abbildung 38) erweitert werden. Generell bleibt die Überlegung 
bestehen, ob Halogenasen die als late-stage Enzyme bezeichnet werden, zu bevorzugen 
sind, um hallogenierte Prodiginine zu produzieren.
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Abbildung 110: Übersicht über die gegabelte Biosynthese von Prodigiosin (31a) in Kurzform, mit den beiden 
Einzelrouten für MBC (32) und MAP (33). Der Biosynthesezweig von MAP ist durch den knock-out von pigD
(durchkreuzter Pfeil) ausgeschaltet und daher in grau gezeigt. Diese Zusammensetzung der Prodigiosin-Biosynthese 
entspricht dem Stamm P. putida pig-r2 ΔpigD und eignet sich für die Fütterung von Monopyrrolen. Dargestellt sind 
außerdem die hypothetischen, chlorierten Produkte von MBC nach Halogenierung mit PrnC (Monochlor-MBC) und das 
dichlorierte MBC durch Integration von pltA in den Biosynthesezweig von MBC. Die Kombination aus MBC und 
chlorierten Derivaten mit MAP ergibt Prodigiosin und die halogenierten Prodiginin-Derivate. Bei Kondensation von MBC 
mit einem halogenierten Indol kann ein Indol-Derivat des Prodigiosins entstehen, wie es bspw. das Prodiginin 
Obatoclax ist.
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9.4 Putative Halogenasen

Für die Untersuchung der putativen Halogenase NC201 ist eine Expression nach 
Bedingungen von PrnC denkbar, da hier eine lösliche Proteinproduktion wahrscheinlicher
ist. Ist eine Proteinbildung nachzuweisen, kann anschließend in einer Optimierung der 
Expression wieder schrittweise zu höheren Temperaturen gewechselt werden. Alternativ 
können auch der Vektor und Produktionsstamm gewechselt werden. Für NH153 sind die 
nächsten Schritte die Wiederholung der Kristallisation unter gleichen Bedingungen und 
die Optimierung der Kristallisation, basierend auf den gefundenen Konditionen. Integriert 
werden sollte im Zuge der Reinigung auch eine Größenausschlusschromatographie für 
die Bereitstellung einer monodispersen Proteinlösung. Parrallel können erste 
Untersuchungen zum natürlichen Substrat erfolgen. Entsprechend der AntiSMASH-
Ergebnisse wäre die Umsetzung von Alkylphenolen ein erster Schritt, sowie die SNAc-
Derivate von Tyrosin und Hydroxybenzoesäuren, sowie die freie Hydroxybenzoesäure. 
Nach erfolgter Kristallisation und Lösung der Proteinstruktur kann ein Docking mit 
Substraten durchgeführt werden und ein Vergleich der Struktur mit dem Phyre2-
Strukturhomologie-modell[1] dieser Arbeit erfolgen, um die konservierten Aminosäuren,
wie das Lysin, genau zu definieren. 

9.5 Chimäres Enzym NHprnC

Wie in der Diskussion angerissen, kann für das chimäre Enzym NHprnC aus N-Terminus 
von NH153 und C-Terminus von PrnC eine optimierte Klonierstrategie über die neue 
Fusionsnaht Aufschluss über die Funktionalität und die Labilität der „Box“-Domäne 
geben. Ist dieser Versuch erfolgreich, eröffnet sich die Möglichkeit einer universellen 
„Box“-Domäne mit variierender „Pyramiden“-Domäne, die die Substratspezifität 
bestimmt. Ebenso könnte eine Deletion der C-terminalen Domäne von PrnC untersucht 
und unter gleichen Bedingungen wie NH153 Kristallisiert werden. Wenn sich die 
Aubeuten und Stabilität der N-terminalen „Box“-Domäne von PrnC denen von NH153 
nähern, kann sich bei der Sequenzoptimierung auf die C-Terminale „Pyramiden“-Domäne 
von PrnC und NHprnC konzentriert werden. Damit wäre experimentell unterlegt, dass die 
„Pyramiden“-Domäne für die Stabilität und Produzierbarkeit ausschlaggebend ist. 
Zusätzlich zur weiteren Untersuchung dieser chimären Strategien ist auch die 
Bereitstellung von PrnC als Ein-Komponenten-System nach Vorbild von VemK und AetF 
eine Möglichkeit, um idealerweise Stabilität und Ausbeute zu erhöhen. Neben der 
Funktion als N-terminaler Löslichkeits-tag bietet die Fusion einer Reduktase an PrnC 
auch eine größere Simplizität, da für die Halogenierung nur noch ein Protein produziert 
werden muss. Durch eine geeignete Linkerwahl könnte sich auch hier ein 
Standardkonstrukt ergeben, bei dem beliebig die Halogenase getauscht werden kann.
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9.6 PrnA und RadH

Die beiden Literaturbekannten Halogenasen PrnA und RadH können nach den 
publizierten Bedingungen produziert, gereinigt und in Umsetzungen verwendet werden. 
Mit der etablierten Analytik können Tryptophan-7-Halogenasen über HPLC auf Aktivität 
untersucht werden. Der Produktionsstamm E. coli ArcticExpress (DE3) pET28a(+) 
prnA-His6 wurde zur Expression bereitgestellt und kann für die Halogenierung von 
Indolen und Tryptophan genutzt werden. Auch die beiden Varianten PrnA (F103A) für 
eine Tryptophan-Halogenierung in Position 5 und 7 im Verhältnis 1:2 und PrnA 
(E450K_F454K) für die Umsetzung von Anthranilsäure stehen zur Expression bereit. Für 
die Halogenase RadH sollte die Entfernung der Reduktase aus dem Vektor erfolgen. Die 
bereitgestellte RadH, die eine Produktbildung im Lysat zeigte, bildet aber schon jetzt den 
Startpunkt für die Halogenierung von Phenolen. Analog zu Tryptophan und 
Anthranilsäure, sollte eine HPLC-Analytik für das chlorierte Umbelliferon erfolgen, um das 
Signal eindeutig der Halogenierung zuzuordnen. Anschließend kann an einer 
Optimierung der Reaktionsbedingungen zu vollem Umsatz erfolgen. Eine Kombination 
der Halogenasen PrnA und RadH mit Pyrrol-Halogenasen wie PrnC wäre bei geeignetem 
Zielmolekül ebenfalls möglich. So könnten mit RadH und PrnA doppelt halogenierte 
Violaceine an jeweils einem Indolring entstehen (Abbildung 40) oder die Kombination aus 
PrnA und PrnC doppelt halogenierte Marinochinoline hervorbringen (Abbildung 38).
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10. GENERELLER EXPERIMENTALTEIL

10.1 Allgemeines

10.1.1 Geräte und Laborbedarf

In diesem Abschnitt werden sowohl manuelle als auch elektrische Geräte beschrieben, 
die zur Durchführung der Experimente essentiell waren. Unter Laborbedarf wird hier im 
weiteren Sinne alles betrachtet, was als Verbrauchsmaterialien bezeichnet wird.

Tabelle 8: Herstellerangaben zu den in dieser Arbeit verwendeten Geräte.

Geräte Hersteller

Pipetten

Eppendorf Research®, Pipette 0,1–2,5 μL

Eppendorf Research®, Pipette 0,5–10 μL

Eppendorf Research®, Pipette 10–100 μL

Eppendorf Research®, Pipette 100–1000 μL

Gilson Pipetman®, Pipette 0,5–5 mL

Eppendorf Research® Plus, Pipette 10–100 μL;      12 Kanal

Eppendorf Research® Plus, Pipette 30–300 μL;        8 Kanal

RaininTM Pipet-Lite XLS, Pipette 20–300 μL LTS; 8 Kanal

RaininTM Pipet-Lite XLS, Pipette 100–1200 μL LTS; 6 Kanal

Eppendorf SE, Hamburg

Eppendorf SE, Hamburg

Eppendorf SE, Hamburg

Eppendorf SE, Hamburg

Gilson, Middleton, WI, USA

Eppendorf SE, Hamburg

Eppendorf SE, Hamburg

Mettler-Toledo GmbH, Gießen

Mettler-Toledo GmbH, Gießen

Zentrifugen

Eppendorf Centrifuge 5242R, gekühlte Zentrifuge mit 
Festwinkelrotor für Reaktionsgefäße (1.5 + 2 mL)

Eppendorf Centrifuge 5810R, gekühlte Zentrifuge mit 
Festwinkelrotor für Reaktionsgefäße (15 + 50 mL)

Beckman Coulter Type 50.2 Ti Rotor, Festwinkel-
Zentrifugationsrotor

Thermo Scientific™ Sorvall™ RC 6 Plus Zentrifuge

Sorvall™ F10S-4x1000, Festwinkelzentrifugationsrotor

Eppendorf SE, Hamburg

Eppendorf SE, Hamburg

Beckman Coulter, Brea, CA, USA

Thermo Fischer Scientific, Waltham, 
MA, USA

Thermo Fischer Scientific, Waltham, 
MA, USA
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Sorvall™ F9S, Festwinkelzentrifugationsrotor

Thermo Scientific™ Sorvall™ Lynx 6000 centrifuge

Thermo Scientific™ Fiberlite™ F12-6 x 500 LEX Fest-
winkelrotor mit Auto-Lock

Fiberlite™ F21-8 x 50y Festwinkelrotor

Thermo Scientific™ Fiberlite™ F9-6 x 1000 LEX Fest-
winkelrotor

Thermo Fischer Scientific, Waltham, 
MA, USA

Thermo Fischer Scientific, Waltham, 
MA, USA

Thermo Fischer Scientific, Waltham, 
MA, USA

Thermo Fischer Scientific, Waltham, 
MA, USA

Thermo Fischer Scientific, Waltham,
MA, USA

Schüttler/Inkubatoren

BioCote Stuart rotator SB2, Rotationsschüttler 
(37 °C Raum)

Eppendorf Thermomixer compact, beheizt (1.5 – 2 mL)

Hettich Benelux MKR23, beheizt/gekühlt (1.5 – 50 mL)

New Brunswick™ Innova® 42R

BioCote Ltd, Wolverhampton, UK

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Hettich Benelux B.V., Geldermalsen, 
Niederlande

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Waagen

Sartorius MC1, Laborwaage 

Sartorius LA1200S, Feinwaage

Sartorius 2004MP, Ultrafeinwaage

Sartorius AG, Göttingen, Deutschland

Sartorius AG, Göttingen, Deutschland

Sartorius AG, Göttingen, Deutschland

PCR Cycler

VWR Doppio

Biometra TProfessional Basic Gradient

VWR International GmbH, Darmstadt, 
Deutschland

Analytik Jena AG, Jena, Deutschland

Zellaufschluss

Sonopuls HD2070, diverse Horngrößen (1.5–50 mL)

EmulsiFlex-C5

Bandelin electronic GmbH & Co. KG, 
Berlin, Deutschland

Avestin Europe GmbH, Mannheim, 
Deutschland
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Ultraschallbad

Sonorex RK 100H Bandelin electronic GmbH & Co. KG, 
Berlin, Deutschland

Elektroporator

ÄKTA™ Purifier GE Healthcare, München, Deutschland

Chromatographie (Proteinreinigung)

MicroPulser Electroporator Bio-Rad Laboratories GmbH, München, 
Deutschland

Geldokumentationssystem

INTAS GeliX Imager INTAS Science Imaging Instruments
GmbH, Göttingen, Deutschland

Agarosegelelektrophorese

300 V Netzgerät

Agarosegel-Kammern

VWR International GmbH, Darmstadt, 
Deutschland

peqLab Biotechnologie GmbH,
Erlangen, Deutschland

Gelelektrophorese für SDS--PAGE

Gelelektrophoresesystem für Invitrogen precast 
SDS-PAGE-gels (XCell SureLock™ Mini-Cell 
Electrophoresis System)

Bio-Rad Mini-Protean® Tetra System

Invitrogen GmbH, Darmstadt, 
Deutschland

Bio-Rad Laboratories GmbH, München, 
Deutschland

Heißluftpistole

Steinel HG3002LCD Typ 3458 Steinel Vertrieb GmbH,
Herzebrock-Calrholz, Deutschland

Heizschrank 

Jouan Innovens 234 EU1 Thermo Fischer Scientific, Waltham, 
MA, USA

Magnetrührer mit Heizplatte 

Heidolph MR 3001 K, kombiniert mit EKT HeiCon 
Kontaktthermometer

Heidolph Instruments GmbH & Co. KG, 
Schwabach, Deutschland
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pH--Meter 

Mikroprozessor-pH-Meter 764

pH--Elektrode

NORDANTEC pH-Elektrode IJ44C

pHenomenal® pH 1100L

Knick Elektronische Messgeräte GmbH 
& Co. KG, Berlin, Deutschland

NORDANTEC GmbH, Bremerhaven, 
Deutschland

VWR International GmbH, Darmstadt, 
Deutschland

UV--Lampe

Prinz UV-Testlampe für Netzbetrieb PRINZ Verlag GmbH, Passau,
Deutschland

Rotationsverdampfer 

Büchi Rotavapor® R-210 Rotationsverdampfer mit 
Büchi B-491 Heizbad und Büchi V-700 Membranpumpe

Büchi Rotavapor® R-114 Rotationsverdampfer mit 
Büchi B-480 Heizbad und Büchi V-700 Membranpumpe

Büchi Labortechnik GmbH, Essen,
Deutschland

Büchi Labortechnik GmbH, Essen,
Deutschland

Pumpen

Vaccubrand RZ 6 Drehschieberpumpe

DIVAC 1.2 L Membranpumpe

Vaccubrand GmbH & Co. KG,
Wertheim, Deutschland

Leybold GmbH, Köln, Deutschland

Photometer 

Tecan Infinite® M1000 PRO, Mikrotiterplatten

Shimadzu UV-1800; temperiert (Küvetten)

NanoDrop 2000c, Kleinvolumenphotometer

Tecan Group AG, Männedorf, Schweiz

Shimdazu, Duisburg, Deutschland

Thermo Fischer Scientific, Waltham, 
MA, USA

Fotoapparat

Canon EOS 1000D, digitale Spiegelreflexkamera mit EF-S
60 mm f/2.8 USM Makroobjektiv

Canon EOS 6D Mark II, digitale Spiegelreflexkamera mit 
Canon EF 24 – 105 mm f/4L IS USM Objektiv

Canon Deutschland GmbH, Krefeld, 
Deutschland

Canon Deutschland GmbH, Krefeld, 
Deutschland
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Lösemittel-Trocknungsanlage

MB-SPS-800 solvent purification system M. Braun Inertgas-Systeme GmbH, 
Garching, Deutschland

Analytische Geräte

GC-MS Trace 1310 Gaschromatograph

Dionex HPLC

LC-MS; UltiMate 3000 HPLC, Dionex

NMR Advance/ DRX 600 NMR Spectrometer

Thermo Fischer Scientific, Waltham, 
MA, USA

Thermo Fischer Scientific, Waltham, 
MA, USA

Thermo Fischer Scientific, Waltham, 
MA, USA

Bruker Corporation, Billerica, MA, USA

Zu den weiteren Verbauchsmaterialien – welche in der Regel Einwegprodukte waren –
zählen bspw. die verwendeten Pipettenspitzen (0.5–5000 μL) der verschiedenen Firmen.
Außerdem fanden in dieser Arbeit Reaktionsgefäße (1.5 mL, 2 mL, 15 mL & 50 mL)
Verwendung, Petrischalen in diversen Maßen aus Plastik und Mikrotiterplatten 
(Nunclon®; Polystyrol, flacher Boden) von Nunc™ Thermo Fisher Scientific (Waltham, 
MA, USA), sowie Deep-Well Platten (Polypropylen, lösungsmittelresistent, konischer 
Boden) von Eppendorf AG (Hamburg, Deutschland) und FlowerPlates (MTP-48-B, 48 
Well) von m2p labs GmbH (Baesweiler, Deutschland). Außerdem fanden 
Semimikroküvetten (Polystyrol) von neoLab Migge GmbH (Heidelberg, Deutschland), 
EP-102 Elektroporationsküvette von cell projects Ltd (Harrietsham, UK), sterile 
Einwegspritzen der Injekt® Serie (Polypropylen/Polyethylen) von B. Braun Melsungen AG 
(Melsungen, Deutschland), sterile Spritzenfilter (0.20 μm, Celluloseacetatmembran) und 
Spritzenfilter mit regenerierter Cellulose (Sartorius Minisart RC4, 0.45 μm) von 
VWR International GmbH (Darmstadt, Deutschland) Verwendung. Zum ausstreichen von 
Kulturen wurden sterile MoonLab® Drigalskispatel (L-förmig, PS) der Firma neoLab Migge
GmbH (Heidelberg, Deutschland) genutzt. Zur Schnellanalytik in der Chemie wurden 
Dünnschichtchromatographie (DC)-Platten mit Kieselgel 60 [Polygram®SIL G/UV254;
spezifische Oberfläche (BET) ≈ 500 m2/g, mittlere Porenweite 60 Å, spezifisches 
Porenvolumen 0.75 mL/g, Partikelgröße 5–17 μm] und DC-Platten mit Aluminiumoxid 
[Polygram®Alox N/UV254; spezifische Oberfläche (BET) ≈ 200 m2/g, mittlere Porenweite 
60 Å) von Macherey-Nagel (Düren, Deutschland) genutzt. Zur Produktreinigung in der 
flash chromatography fanden Kieselgel 60 (Partikelgröße 40–63 μm) von Macherey-
Nagel (Düren, Deutschland) und basisches Aluminiumoxid (Aktivitätsstufe I, 
Partikelgröße 63–200 μm, pH-Wert bei 10 %iger Lösung zw. 8.5 – 10.5) von Merck KGaA 
(Darmstadt, Deutschland) Anwendung.
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10.1.2 Softwares und Applikationen 

Für die diversen analytischen Anwendungen in Geräten, aber auch zur 
Ergebnisauswertung, Versuchsplanung und Darstellung wurden verschiedene 
Programme bzw. Softwares verwendet. Diese sind in der folgenden Tabelle dargestellt.

Tabelle 9: Auflistung der verwendeten Programme mit Angaben zu Herstellern und Anwendung.

Software Hersteller Verwendung

ensochemLab 7.0.5

ChemBioDraw 16.0 & 18.0

CloneManager 9.4 Professional

Design Expert 11 & 12 

MestReNova 10.0 & 14.1.2

OriginPro 9.6 (2019)

EndNoteTM 20.2.1

GIMP 2.10.12

Inkscape 0.9.24

UCSF Chimera 1.13.1

enso Software GmbH

PerkinElmer Informatics

Scientific & Educational 
Software

StatEase, Inc.

Mestrelab Research S.L

OriginLab Corp.

Clarivate Analytics

The GIMP Development 
Team. (2019)

Inkscape Project. (2020)

Resource for Biocomputing, 
Visualization, and 
Informatics at the University 
of California, San 
Francisco, with support 
from NIH P41-GM103311.

Elektronisches Laborjournal für 
die Chemie

Darstellung von Strukturformeln

Planung von Klonierstrategien und 
Darstellung von Plasmidkarten

Planung & Auswertung von 
Experimenten 

Analyse von NMR-, GC-MS- und
LC-MS-Daten

Darstellung von Graphen

Citation und Literaturverwaltung

Bildbearbeitung

Bildbearbeitung

Molekulare Grafiken und Analysen
von Proteinen

10.1.3 Chemikalien, Kits und Stammlösungen

Alle nicht selbst synthetisierten Chemikalien wurden von den Herstellern Carl Roth GmbH
& Co KG (Karlsruhe, Deutschland), Sigma-Aldrich/ Fluka (Steinheim, Germany) bzw. 
Merck KGaA (Darmstadt, Deutschland), Fermentas GmbH (St. Leon-Rot, Deutschland), 
TCI Europe (Zwijndrecht, Belgien), Alfa Aesar (Karlsruhe, Deutschland) und VWR 
International (Radnor, PA, USA) bezogen.
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Für verschiedene Operationen wurden kommerziell erhältliche Kits verwendet. Für die 
Genom-Isolation wurde das DNeasy® Plant Mini Kit (50) (Qiagen GmbH, Hilden, 
Deutschland) verwendet. Plasmid-Isolationen erfolgten abhängig vom Kulturvolumen 
entweder mittels innuPREP Plasmid Mini Kit von Analytik Jena AG Life Science (Jena, 
Deutschland) oder NucleoSnap Plasmid Midi kit for plasmid DNA der Firma Macherey-
Nagel (Düren, Deutschland).
In Anlehnung an ein kommerzielles Kit wurde der Gibson Assembly durchgeführt und sei 
daher an dieser Stelle zwischen Kits und Stammlösungen aufgeführt. Zusammensetzung 
und Durchführung wird bei der entsprechenden Methodenbeschreibung näher 
beleuchtet. Für klassische Anwendungen wie Kultivierung, Expression oder Extraktionen 
wurden verschiedene Medien und Stammlösungen verwendet. Diese sind in der 
folgenden Tabelle aufgeführt.

Tabelle 10: Zusammensetzung und Verwendung der in dieser Arbeit verwendeten Medien und Lösungen.

Medium/ Lösung Zusammensetzung/
Konzentration

Anwendung

Medien

LB-Medium 
(lysogeny broth)

TB-Medium 
(terrific broth)
Carl Roth GmbH & Co KG 
(Karlsruhe, Deutschland)

10 g/L Trypton, 5 g/L Hefe-extrakt, 
2 g/L Natriumchlorid

12 g/L Casein, 24 g/L Hefe-extrakt, 
12.54 g/L K2HPO4, 2.31 g/L KH2PO4;
hinzugefügt werden mussten 0.4 % (v/v) 
Glycerin

Vorkulturen für Hauptkultur 
oder Elektroporation

Hauptkulturen für Gen-
expression und Biosynthesen

Antibiotika

Kanamycin (Kan50)

Ampicillin (Amp100)

Gentamycin (Gent20)

Irgasan (Irg25)

50 mg/mL in Aqua dest (1000x)

100 mg/mL in Aqua dest (1000x)

20 mg/mL in Aqua dest (1000x)

25 mg/mL in Ethanol (p.a.) (1000x)

Antibiotikum für pET28a(+)-,
pGEB-, pCombiCom- und
pBTBX-2-Vektoren

Antibiotikum für pET22a(+)-
und pUC-Vektoren

Antibiotikum für das Arbeiten 
mit E. coli ArcticExpress(DE3)

Antibiotikum für das Arbeiten 
mit nativen P. putida KT2440 

Expression

Isopropyl-β-D-
thiogalactopyranosid 
(IPTG)

100 mM in Aqua dest (1000x) Induktion der Expression von 
PT7- und Ptac-Systemen
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Natrium-Salicylat (Sal)

L-Arabinose (Ara)

1000 mM in Aqua dest (500x)

1 – 2 % (w/v); 67 – 133 mM in Aqua dest

Induktion der Expression von 
PNagAa-Systemen

Induktion der Expression von 
ParaBAD-Systemen

Gelelektrophorese

DNA-Ladepuffer (6x)

TAE-Puffer (10x)

SDS-Ladepuffer (5x)

Kolloidale Coomassie 
G-250 Lösung

Tricin-SDS-PAGE 
Sammelgel (4%)

Tricin-SDS-PAGE 
Trenngel (10%)

Gelpuffer (3x)

Kathodenpuffer (10x)

Anodenpuffer (10x)

NuPAGETM

NuPAGETM-MOPS-Puffer
(20x)

60 % (w/v) Glycerin, 10 % (w/v) SDS, 
0.03 % (w/v) Bromphenolblau, 60 mM

EDTA, 10 mM TRIS/HCl, pH 7.6

400 mM TRIS, 190 mM Essigsäure,
10 % (v/v) 100 mM EDTA (pH 8.0) 

30 % (w/v) Saccharose, 10 % (w/v) 
SDS, 0.1 % (w/v) Bromphenolblau, 50 
mM DTT 500 mM TRIS/HCl, pH 6.8

50 g Al2(SO4)3 * H2O14-18, 20 mL H3PO4,
100 mL 96 % Ethanol, 880 mL H2O dest.,
200 mg Coomassie Brilliant blue G-250

0.8 mL 30 % Acrylamid/Bisacrylamid 
(37.5:1; Carl Roth GmbH & Co KG),
1.5 mL Gelpuffer (3x), 3.7 mL H2O dest.
150 μL 10 % (w/v) APS, 10 μL TEMED

3 mL 30 %iges Acrylamid/Bisacrylamid 
(37.5:1; Carl Roth GmbH & Co KG), 
3 mL Gelpuffer (3x), 8.82 mL H2O dest.
+ 0.71 g Glycerin, 
150 μL 10 % (w/v) APS, 10 μL TEMED

3 M TRIS, 1 M HCl, 0.3 % (w/v) SDS, pH 
8.45

1 M TRIS, 1 M Tricin, 1 % (w/v) SDS, 
pH 8.25

1 M TRIS, 0.225 M HCl, pH 8.9

4 – 12 % Bis-Tris Proteingel

50 mM MOPS, 50 mM TRIS, 0.1 % (w/v) 
SDS, 1 mM EDTA, pH 7.7

Probenvorbereitung zur 
Analyse via Agarose-
Gelelektrophorese

Puffersystem für 
Gelelektrophorese (1x)

Probenvorbereitung zur 
Analyse via SDS-PAGE

Färbung von Proteinbanden im 
SDS-PAGE Gel

SDS-PAGE Gel
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10.1.4 Enzyme

Für die molekularbiologischen Arbeiten wurden kommerzielle Enzyme verwendet. Für die 
PCR wurde die Phusion Hot Start II DNA-abhängige DNA-Polymerase von Thermo 
Scientific™ mit einer Aktivität von 2 U/μL verwendet. Ebenfalls von Thermo Fisher 
Scientific (Waltham, MA, USA) stammen die T4 DNA-Ligase, die Desoxiribonucleotide 
(dNTPs) mit einer Konzentration von 10 mM und die Restriktionsenzyme (auch FastDigest 
Restriktionsendonukleasen). Für den selbst erstellten Gibson Assembly® Mastermix 
wurden die T5 Exonuklease mit einer Aktivität von 10 kU/mL und die DNA-abhängige Taq
Ligase mit einer Aktivität von 40 kU/mL von New England BioLabs GmbH (Frankfurt a. 
M., Deutschland) genutzt. Für die MALDI-ToF Analyse von Proteinen erfolgte zunächst 
ein tryptischer Verdau mit Hilfe der Thermo Scientific™ Pierce™ Trypsin Protease (MS-
Gütegrad). Die genutzte GDH wurde von unserem Partnerinstitut (Institut für Molekulare 
Enzymtechnologie; IMET) durch Fermentationsprozesse in Form von geernteten Zellen 
bereitgestellt.[297]

10.1.5 Synthetische Gene, Vektoren und Oligonucleotide

Die in dieser Arbeit verwendeten synthetischen Gene wurden über GenScript USA Inc.
(Piscataway, NJ, USA) bestellt. Grundsätzlich erfolgte die Synthese im pUC57-Brick(+) 
und einige Gene wurden zusätzlich in dem von unserem Partnerinstitut – IMET –
konstruierten pCombiCom1-Vektor, kurz pCC1, versandt. In einem Fall erfolgte die 
Klonierung in dieser Arbeit im pUC19b für eine Blau-Weiß-Selektion. Für die generellen 
Expressionen in E. coli Stämmen erfolgte die Klonierung entweder in den pET28a(+)-
Vektor von Novagen® (Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland) oder einem in der MCS 
veränderten Derivat, den pGEB. Für die Arabinose-induzierten Expressionen in P. putida
KT2440 wurde der pBTBX-2 („was a gift from Ryan Gill (Addgene plasmid # 26068“) von 
der Non-profit organization Addgene (Watertown, MA, USA) verwendet. Die 
bereitgestellte GDH lag im pETDuet-1 vor. Oligonucleotide, die in dieser Arbeit verwendet
wurden, stellte die Firma Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland) als entsalztes 
Lyophylisat bereit. Sie wurden in deionisiertem (dest.) Wasser gelöst und auf eine 
Konzentration von 100 mM eingestellt.
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Tabelle 11: Auflistung der genutzten Primer mit Informationen über Namen des Oligonucleotids, der Sequenz, sowie 
der entsprechenden Verwendung. Hierbei wird unterschieden zwischen klassischer PCR, den Sonderformen
Touchdown-PCR (TPCR) und Overlap Extension PCR (OEPCR). Oligonucleotide für Mutaganesen in QuikChange PCR 
(QCPCR) und Round-the-Horn PCR (RHPCR). Außerdem hervorgehoben sind die Primer für eine Backbone-
Amplifikation (BB), sowie für eine PCR für einen anschließenden Gibson Assembly® (G). Zur Kontrolle wurden Primer 
genutzt für analytische PCR (A) und für Sequenzierungen (S).

Nummer Name Sequenz 5′→3′ Anwendung

1 JGE0190_pGEB_V3_fw ctagaaataattttgtttaactttaagaaggagata-
tacccgtcgcggatccg BB

2 JGE0190_pGEB_V3_rv aattcggatccgcgacggg-
tatatctccttcttaaagttaaacaaaattattt BB

3 AFE005_V001_pET28a_prnC fw aataattttgtttaactttaagaaggagatatacatgactcagaa-
gagccccgcgaacgaa TPCR

4 AFE005_V001_pET28a_prnC rv His agtggtggtggtggtggtgcac-
gtgcttcttcagcgccaggccgatgc TPCR

5 prnC-His9 E9G fw atgactcagaagagccccgcgaacggacac QCPCR

6 prnC-His9 E9G rv gaagtggttgctatcgtgtccgttcg QCPCR

7 JGE0209_PrnF OL pET28 fw gaataattttgtttaactttaagaaggagata-
tacccatgattgctgccaccgaaaccaaagttc G

8 JGE0209_PrnF OL pET28 rv
gttagcagccggatctcagtggtggtggtggtggtgctcgagtca
gagctcttattcgtgcttgaggacgctttctg

G

9 JGE0209_PrnF-His6 OL pET28 rv
cggatctcagtggtggtggtggtggtgctcgag-
tcagagctcttaactagttcagtggtggtggtggtg gtgactag-
tttcgtgcttgaggacgctttc

G

10 radH-fre_short linker_fw_V2
agtcatcaccaccatcaccattaaactagttaaccatgggctagc
gctgcaactttaagaaggagatatacaagcttctcgagatgaca
accttaagctg

G

11 radH-fre_short linker_rv_V2
cagcttaaggttgtcatctcgagaagcttgtatatctccttcttaaag
ttgcagcgctagcccatggttaactagtttaatggtgatggtggtg
atgact

G

12 JGE0068_SsuE_fw gagctcatgcgtgtcatcaccctggcg PCR

13 JGE0068_SsuE_His6_rv ctcgagttagtggtggtggtggtggtgcacgtgcgcatggg-
cattacctcgc PCR

14 NH153 fw OL
gaaataattttgtttaactttaagaaggagatatacccatgggcaa
caaccaggtgcagcaggccgac G

15 NH153 rv OL
gttagcagccggatctcagtggtggtggtggtggtgctcgagtca
gagctctcagtggtgatgatggtggtggagctcgagctcgtcgcg
gcacagttc

G

16 NC201 fw OL
gaaataattttgtttaactttaagaaggagatatacccatgggcgt
gtcgcagtacgccgacgtgctg

G
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17 NC201 rv OL
cagccggatctcagtggtggtggtggtggtgctcgagtcagagct
ctcagtggtgatgatggtggtggagctcgatgtggaacagctgc
atggcgtg

G

18 NHprnC_prnC fw_NH153 OL
ggcaacgccggcgagttcctggacccggtgttctcgtcgggcct
cgagaacaccgcggtgac OE

20 NHprnC_NH153 rv_prnC OL
gcgccgcgagcgcgtggatggtcaccgcggtgttctcgaggcc
cgacgagaacaccgggtcc OE

21 pltLA pB OL fw
gagataggcggagatacgaactttaagaaggagatatacccat
gggagacggagaggaagttaaagaaaag G

22 pltLA pB OL rv
cctgaatgatatcaagcttgaatttgttgacgaattttctagattaga
acgcgggtttggcggtag G

23 PrnC OL pCC1 fw catatgtgaaagcttgagctcatgactcagaagagccccg G

24 PrnC OL pCC1 rv
ggatgcgaccactcgagtctagatcagtggtggtggtggtggtgc
acgtgcttc G

25 pBTBX-2_MCS OL fw
gtttctccatacccgtttttttgggctagcgaattcccatgggcttata
acatatggagctccgtcgacactagttctagaaaattcgtcaacg
cattc

G

26 pBTBX-2_MCS OL rv
gaatgcgttgacgaattttctagaactagtgtcgacggagctccat
atgttataagcccatgggaattcgctagcccaaaaaaacgggta
tggagaaac

G

27 prnA_pB OL fw
gagataggcggagatacgaactttaagaaggagatatacccat
gggaaacaagccaatcaagaatatcgtc OEPCR

28 PrnA_prnABFCD_OL_rv
gtatctccgcctatctcacacgagataggcggtccatggttacac
gtgttagtggtgatgatggtggtgcacgtgctggcgttcctgcgcc
gcgagcgtc

OEPCR

29 prnB_prnABFCD OL fw
gcctatctcgtgtgagataggcggagatacgaactttaagaagg
agatatacgagctcatggaacgcaccttgaaccgggtatc OEPCR

30 prnB_prnABFnagRCD_OL_rv
tgtgtaagtggccttatgtccgatcctctcagtgaccccttaagttag
tggtgatgatggtggtgcttaagggattcatcgagcgcggcgcg
gatg

OEPCR

31 prnC_prnABFCD OL fw
gcaattttcgtactgaaacatcttaatcatgctaaggaggttttcata
tggcaactcagaagagccccgcgaacggac OEPCR

32 prnC_prnABFCD OL rv
ctccttcttaaagttaaacaaaattatacatatgcacgtgtcagtgg
tggtggtggtggtgcacgtgcttcttcagagccaagccgatg OEPCR

33 prnF_prnABFCD OL fw
taaggagctcgtgagataggcggagatacgaactttaagaagg
agcccgaattcatgattgctgccaccgaaaccaaag OEPCR
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34 prnF_prnABFCD OL rv
gcgccacaagggcgctttagtttgttttcagtccagttacggaattc
tcagtggtggtggtggtggtgttcgtgcttgaggacgctttctgctc OEPCR

35 nagR_prnABFCD OL fw
gaaaacaaactaaagcgcccttgtggcgctttagttttgttccgcg
ggctagccagtcaatatgggtttgctggaagcttatg OEPCR

36 nagR_prnABFCD OL rv
gcatgattaagatgtttcagtacgaaaattgctttcattgttgatctcc
tttttaagtgaacttgggccggtacctcctgtttcctgtggcaag OEPCR

37 prnD_prnABFCD OL fw
tgtataattttgtttaactttaagaaggagatactagtatgaacaac
attcaattggatcaag OEPCR

38 prnD_pB OL rv
cctgaatgatatcaagcttgaatttgttgacgaattttctagaacta
gttcagtggtggtggtggtggtgcttaagctgctcactcgcgacac
ggtcg

OEPCR

39 prnA fw intern gacctgttcatcgactgctc S/A

40 PrnA fw intern 2 gaccggagtcgatccagaag S/A

41 prnB fw intern ctgcgatccgctacag S/A

42 prnB fw intern 2 ctacgctcggttcgccacag S/A

43 prnC fw intern ctgttgcaagcggccatc S/A

44 prnC fw intern 2 cacaacgacgacttcgtcag S/A

45 prnF fw intern atgattgctgccaccgaaac S/A

46 nagR fw intern gacgtagccacatgttgc S/A

47 nagR fw intern 2 cgatacgctccggtcgagcag S/A

48 prnD fw intern gaacggcctcagggacaag S/A

49 prnF fw OL JGE0333
gataggcggagatacgaactttaagaaggagatatacccatgg
gagctcgggtcactgagaggatcgg OEPCR

50 nagR rv OL JGE0333
gcttgaattcgttgacgaattttctagagtccgttcgcggggctcttc
tgagttgccatatgaaaacctccttagcatgattaagatgtttcagt
acga

OEPCR

51 JGE0339_prnAHis_fw_OL_pET
gaaataattttgtttaactttaagaaggagatatacccatgggaaa
caagccaatcaagaatatcgtc

G

52 JGE0339_prnAHis_fw_OL_pET
gatctcagtggtggtggtggtggtgctcgagctggcgttcctgcgc
cgcgagcgtc G
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53 JGE0339_prnAHis_fw_F103A_RTH [Pho] cttctaccatttggcaggcagcgtg RHPCR

54 JGE0339_prnAHis_rv_F103A_RTH [Pho] taatcttcgcgcgatgggtcg RHPCR

55 JGE0339_prnAHis_fw_Anthra_RTH [Pho] cgttcgactacaagttcaagaacaagtggttgaacggc RHPCR

56 JGE0339_prnAHis_rv_Anthra_RTH [Pho] tctcgtagtacgtggaatcg RHPCR

57 JGE0109_pCC1 fw Vektorampl tctagactcgagtggtcgcatc BB

58 JGE0109_pCC1 rv Vektorampl gagctcaagctttcacatatg BB

59 prnC-His6 rv_pET28a OL
tctcagtggtggtggtggtggtgctcgagtcagagctctcagtggt
gatgatggtggtggagctccttcttcagcgccag G

Mit diesen zuvor genannten Primern konnten in der Folge die entsprechenden Konstrukte 
zur Expression erstellt werden. 

Tabelle 12: Übersicht über die in dieser Arbeit verwendeten und erstellten Vektoren, sowie deren genotypische 
Beschreibung.

Name Genotyp Herkunft

pET28a(+) lacI, T7 Prom, T7 Term, f1 ori, KanR, pBR322 Ori Novagen

pGEB lacI, T7 Prom, T7 Term, f1 ori, KanR, pBR322 Ori
ΔNcoI-NdeI

Diese Arbeit

pUC19 Bla, AmpR, lacZ, rep (pMB1) Novagen

pUC57-Brick(+) Bla, AmpR, lacZ, rep (pMB1) GenScript USA Inc.

pCombiCom1 (pCC1) Ptac, KanR, lacIQ, oriV, rep Anita Loeschcke

pBTBX-2 araC PBAD Promotor, KanR, pBBR1 oriV,
mobilizable vector

Provider PI: Ryan 
Gill Addgene[348]

pET28a(+)-prnC-His9 lacI, T7 Prom, T7 Term, f1 ori, KanR, pBR322 Ori, 
prnC-His9

Diese Arbeit

pET28a(+)-prnF lacI, T7 Prom, T7 Term, f1 ori, KanR, pBR322 Ori, 
prnF

Diese Arbeit
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pET28a(+)-prnF-His6 lacI, T7 Prom, T7 Term, f1 ori, KanR, pBR322 Ori, 
prnF-His6

Diese Arbeit

pET28a(+)-prnABCDF lacI, T7 Prom, T7 Term, f1 ori, KanR, pBR322 Ori, 
prnA, prnB, prnC, prnD, nagR, prnF

Diese Arbeit

pET28a(+)-radH-His6

(D465E;T501S)_fre-His6

lacI, T7 Prom, T7 Term, f1 ori, KanR, pBR322 Ori, 
radH (D465E/T501S), fre

GenScript USA Inc.

pET28a(+)-radH-His6

(D465E;T501S)_fre-His6_V2
lacI, T7 Prom, T7 Term, f1 ori, KanR, pBR322 Ori, 
radH (D465E/T501S), fre

Diese Arbeit

pET28a(+)-nh153-His6 lacI, T7 Prom, T7 Term, f1 ori, KanR, pBR322 Ori, 
NH153-His6

Diese Arbeit

pET28a(+)-nc201-His6 lacI, T7 Prom, T7 Term, f1 ori, KanR, pBR322 Ori, 
NC201-His6

Diese Arbeit

pET28a(+)-nhprnC-His6 lacI, T7 Prom, T7 Term, f1 ori, KanR, pBR322 Ori, 
NHprnC-His6

Diese Arbeit

pGEB-ssuE-His6 lacI, T7 Prom, T7 Term, f1 ori, KanR, pBR322 Ori, 
ΔNcoI-NdeI, ssuE-His6

Diese Arbeit

pGEB-prnABCDF lacI, T7 Prom, T7 Term, f1 ori, KanR, pBR322 Ori, 
ΔNcoI-NdeI, prnA, prnB, prnC, prnD, nagR, prnF

Diese Arbeit

pUC19-pltL_pltA Bla, AmpR, lacZ, rep (pMB1), pltL, pltA Diese Arbeit

pUC57-Brick(+)-nh153 Bla, AmpR, lacZ, rep (pMB1), NH153-Strep GenScript USA Inc.

pUC57-Brick(+)-nc201 Bla, AmpR, lacZ, rep (pMB1), NC201-Strep GenScript USA Inc.

pUC57-Brick(+)-prnABCDF Bla, AmpR, lacZ, rep (pMB1), prnA, prnB, prnC, prnD, 
nagR, prnF

GenScript USA Inc.

pCC1-nh153-Strep Ptac, KanR, lacIQ, oriV, rep, NH153-Strep GenScript USA Inc.

pCC1-nc201-Strep Ptac, KanR, lacIQ, oriV, rep, NC201-Strep GenScript USA Inc.

pCC1-prnC-His6 Ptac, KanR, lacIQ, oriV, rep, prnC-His6 Diese Arbeit

pETDuetTM-1-gdh/ pGDH lacI, T7 Prom, T7 Term, f1 ori, bla AmpR, pBR322 
Ori, gdh

Daniel Bokonyi[297,

349, 350]

pBTBX-2* araC PBAD Promotor, KanR, pBBR1 oriV,
mobilizable vector, MCS des pET28a(+)

Diese Arbeit
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pBTBX-2*-prnD araC PBAD Promotor, KanR, pBBR1 oriV,
mobilizable vector, MCS des pET28a(+), prnD

Diese Arbeit

pBTBX-2*-pltL_pltA araC PBAD Promotor, KanR, pBBR1 oriV,
mobilizable vector, MCS des pET28a(+), pltL, pltA

Diese Arbeit

pBTBX-2*-prnFnagR araC PBAD Promotor, KanR, pBBR1 oriV,
mobilizable vector, MCS des pET28a(+), prnF, nagR

Diese Arbeit

pBTBX-2*-prnFnagRprnCD araC PBAD Promotor, KanR, pBBR1 oriV,
mobilizable vector, MCS des pET28a(+), prnF,
nagR, prnC, prnD

Diese Arbeit

pBTBX-2*-PRN ptac araC PBAD Promotor, KanR, pBBR1 oriV,
mobilizable vector, MCS des pET28a(+), prnA, prnB,
prnF, nagR, prnC, prnD

Diese Arbeit

pET28a(+)-prnA-His6 lacI, T7 Prom, T7 Term, f1 ori, KanR, pBR322 Ori, 
prnA-His6

Diese Arbeit

10.1.6 Stämme

Die Proteinproduktionen wurden in zwei Organismen durchgeführt.
Neben Escherichia coli K12 Stämmen, wurden auch Pseudomonas putida KT2440 
Stämme genutzt. Genomisolationen wurden unter anderem aus Pseudomonas protegens
Pf-5 durchgeführt.

Tabelle 13: Beschreibung der Mikroorganismen, die in dieser Arbeit verwendet wurden.

Name Genotyp Herkunft Nutzung

E. coli DH5α F– Φ80lacZΔM15 Δ(lacZYA-argF) U169 recA1 
endA1 hsdR17 (rK

–, mK
+) phoA supE44 λ– thi-1

gyrA96 relA1

[351] Klonierung

E. coli BL21(DE3) F– ompT gal dcm lon hsdSB (rB
– mB

–) λ(DE3 [lacI
lacUV5-T7p07 ind1 sam7 nin5]) [malB+]K- 12(λS)

[352] Genexpression

E. coli TunerTM (DE3) F– ompT hsdSB (rB
– mB

–) gal dcm lacY1 (DE3) Novagen Genexpression

E. coli ArcticExpress (DE3) E. coli B F– ompT hsdS(rB
– mB

–) dcm+ TetR gal
λ(DE3) endA Hte [cpn10 cpn60 GentR]

Agilent
Technologies, 
Inc.

Genexpression

P. putida KT2440 r-, m+ [353] Genexpression
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P. putida pig-r44 r-, m+, TREX-LipR GmR [354] Biosynthese

P. putida pig-r2 ΔpigD r-, m+, pig Cluster, TREX-LipR ΔpigD GmR SmR [355, 356]

Nora L. Bitzenhofer
Biosynthese

P. protegens Pf-5[357]

(ATCC® BAA-477™)
Wildtyp IMET

(Katrin Röllen)
Genomisolation
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10.2 Molekularbiologische Methoden

10.2.1 Isolation genomischer DNA

Die Isolation genomischer DNA erfolgte mit Hilfe des DNeasy® Plant Mini Kit (50) der 
Firma Qiagen GmbH (Hilden, Deutschland). Durchgeführt wurde dies für die Stämme 
Escherichia coli DH5α und Pseudomonas protegens Pf-5. Hierzu wurde eine 5 mL

Übernachtkultur schrittweise in einem 2.0 mL Eppendorf Reaktionsgefäß zentrifugiert 
(20k rpm, 5 min, RT). Anschließend erfolgte die Isolation nach Herstellerangaben des 
Abschnitts „Protocol: Purification of Total DNA from Plant Tissue (Mini Protocol)“. Da die 
genutzten bakteriellen Zellen keine Zellwände besitzen, wurde der Aufschluss mit Puffer 
AP1 ab Schritt 7 begonnen. Abweichend des Protokolls wird final mit dest. H2O eluiert, 
um hohe Salzkonzentrationen bei Folgeschritten zu vermeiden.

10.2.2 Isolation von Plasmid DNA 

Die Isolation von Plasmid DNA erfolgte aus E coli DH5α mit Hilfe des innuPREP Plasmid 
Mini Kit von Analytik Jena AG Life Science (Jena, Deutschland). Hierzu wurden 
Übernachtkulturen mit 5 mL oder 10 mL verwendet und dabei das jeweilige Protokoll 
genutzt. Dieses Kit wurde ebenfalls verwendet, um PCR-Reaktionsansätze zu reinigen, 
sofern keine Gelelution erfolgt ist. Wurden größere Mengen Plasmid DNA benötigt, oder 
sollten höhere Konzentrationen erzielt werden, erfolgte die Isolation mittels NucleoSnap
Plasmid Midi Kit for plasmid DNA der Firma Macherey-Nagel (Düren, Deutschland).

10.2.3 Design von Oligonucleotiden zur PCR und Sequenzierung

Die Konstruktion von Oligonucleotiden bzw. Primern erfolgte mit CloneManager. Kriterien 
waren hierbei, dass die Länge 20 bp in der Regel nicht überschreiten sollte (Überhänge 
für OLPCR und Gibson Assembly® ausgeschlossen). Die Schmelztemperaturen des 
überlappenden Bereichs mit dem zu amplifizierenden Genbereich sollten außerdem im 
Bereich von 50 – 60 °C liegen. Der Überlapp der Primer folgte den gleichen Kriterien.
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10.2.4 PCR Methoden

Neben der Amplifikation von Genen in einer Polymerase-Kettenreaktion (PCR),
basierend auf genomischer oder Plasmid-DNA, wurden in dieser Arbeit auch Kolonie-
PCRs (CPCR) durchgeführt, um in einem analytischen Verfahren zu testen, ob sich das 
Zielgen im gewünschten Vektor und somit Organismus befindet. Auch die Einführung von 
Punktmutationen zur Sequenzkorrektur oder gezielte Optimierungen an präzisen Stellen 
sind eine Anwendung der PCR-Methode und wurden durch die QuikChange PCR
(QCPCR) oder wahlweise die Round-The-Horn Methode (RHPCR) verwirklicht. Letztlich 
war es für die Konstruktion eines geeigneten Biosynthese-Clusters zielführend, die 
Overlap Extension PCR (OEPCR) anzuwenden. Während im Folgenden die Bedingungen 
für die Genvervielfältigung aus isolierter DNA und ganzen Zellen (CPCR) dargestellt 
werden sollen, befinden sich die weiteren Informationen zu den einzelnen Methoden in
den entsprechenden Unterkapiteln.

10.2.4.1 Konventionelle PCR

Basierend auf der klassischen Polymerase-Kettenreaktion erfolgte die 
Zusammensetzung der Reaktionslösung wie in der folgenden Tabelle 14 beschrieben. 
Hierbei wird für jedes Gen oder für jeden Vektor das Temperatur- bzw. Zyklus-Programm
dargestellt.

Tabelle 14: PCR-Zusammensetzung. Generelle Bestandteile (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA) für 
den PCR-Mastermix mit Details zu Konzentrationen und Aktivitäten.

Komponente Stock-Konzentration Endkonzentration

dNTPs 10 mM 200 μM

DNA (Genom, Vektor) 10 - 40 ng/μL 1-5 ng/μL

Oligonucleotid 100 μM 0.5 μM

Phusion Polymerase 2 U/μL 40 mU/μL

Phusion Puffer 5x 1x

DMSO - 3%

Water - -
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Tabelle 15: PCR-Programme. Temperaturprogramme für die verschiedenen Genamplifikationen oder Vektor-
Vervielfältigungen (BB). Die drei Schritte Denaturierung, Anlagerung und Elongation (gelb) wurden mit der Zahl der 
genannten Zyklen wiederholt. Hinter den Genen ist in Klammern der Zielvektor angegeben, in den das Amplifikat 
übertragen wird.

Schritt Zeit/Zyklus Temperatur Zeit/Zyklus Temperatur Zeit/Zyklus Temperatur Zeit/Zyklus Temperatur

Deckeltemperatur - 110 °C - 110 °C - 110 °C - 110 °C

Initiale 
Aktivierung

1 – 3 min 98 °C 1 – 3 min 98 °C 1 – 3 min 98 °C 1 – 3 min 98 °C

Zahl der Zyklen 35 35 35 35

Ende der PCR ∞ 10 °C ∞ 10 °C ∞ 10 °C ∞ 10 °C

Finale Elongation 10 min 72 °C 10 min 72 °C 10 min 72 °C 10 min 72 °C

ssuE-His6 (pGEB) prnF/ prnF-His6 (pET28) pGEB nh153-His6 (pET28)

Denaturierung 10 s 98 °C 10 s 98 °C 10 s 98 °C 10 s 98 °C

Anlagerung 
(Gradient)

1 min 65 – 75 °C 1 min 50 – 70 °C 1 min 55 – 75 °C 1 min 55 – 75 °C

Elongation 10 s 72 °C 15 s 72 °C 210 s 72 °C 90 s 72 °C

nc201-His6 (pET28)
C-Term. nhprnC-His6

(pET28)
N-Term. nhprnC-His6

(pET28)
pCC1 (BB)

Denaturierung 10 s 98 °C 10 s 98 °C 10 s 98 °C 10 s 98 °C

Anlagerung 
(Gradient)

1 min 55 – 75 °C 1 min 55.7 °C 1 min 55.7 °C 1 min 61.5 °C

Elongation 90 s 72 °C 30 s 72 °C 30 s 72 °C 75 s 72 °C

prnC-His6 (pCC1) pltL_pltA (pUC19b) pltL_pltA (pBTBX-2*) prnA-His6 (pET28)

Denaturierung 10 s 98 °C 10 s 98 °C 10 s 98 °C 10 s 98 °C

Anlagerung 
(Gradient)

1 min 61.5 °C 1 min 65 – 75 °C 1 min 45 – 65 °C 1 min 45 – 65 °C

Elongation 75 s 72 °C 35 s 72 °C 30 s 72 °C 45 s 72 °C
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Schritt Zeit/Zyklus Temperatur Zeit/Zyklus Temperatur Zeit/Zyklus Temperatur Zeit/Zyklus Temperatur

prnF (pBTBX-2*) nagR (pBTBX-2*) prnC (pBTBX-2*) prnD (pBTBX-2*)

Denaturierung 10 s 98 °C 10 s 98 °C 10 s 98 °C 10 s 98 °C

Anlagerung 
(Gradient)

1 min 45 – 65 °C 1 min 45 – 65 °C 1 min 45 – 65 °C 1 min 45 – 65 °C

Elongation 40 s 72 °C 30 s 72 °C 40 s 72 °C 40 s 72 °C

prnA (pBTBX-2*) prnB (pBTBX-2*) pCC1

Denaturierung 10 s 98 °C 10 s 98 °C 10 s 98 °C

Anlagerung 
(Gradient)

1 min 45 – 65 °C 1 min 45 – 65 °C 1 min 54 – 76 °C

Elongation 40 s 72 °C 40 s 72 °C 150 s 72 °C

10.2.4.2 Touchdown PCR (TPCR)

Die Touchdown-PCR[358] als Abwandlung der konventionellen PCR wird verwendet, um 
unspezifische Primer-Bindung zu minimieren bzw. die Menge an Nebenproduktion in der 
PCR zu reduzieren. Eine Ursache kann bspw. eine zu unterschiedliche 
Schmelztemperatur der zu nutzenden Primer sein. Hierfür werden in den ersten Phasen 
eines Touchdown-PCR-Zyklus hohe Annealing-Temperaturen verwendet, die mit jedem 
weiteren Zyklus schrittweise herabgesetzt werden. Der Primer wird bei der höchsten 
Temperatur annealed, die er tolerieren kann, ohne die unspezifische Bindung wesentlich 
zu beeinträchtigen. Dadurch liegt die erste amplifizierte Sequenz zwischen den Regionen 
mit der höchsten Primerspezifität, was die Wahrscheinlichkeit erhöht, dass es sich um 
die gewünschte Sequenz handelt. In den folgenden Runden werden diese Fragmente bei 
niedrigeren Temperaturen weiter amplifiziert, wodurch unspezifische Sequenzen, an die 
die Primer bei diesen niedrigeren Temperaturen binden können, verdrängt werden. Wenn 
der Primer zunächst an die Zielsequenz bindet (während der Phasen mit höheren 
Temperaturen), können zusätzliche Runden der Polymerase-Kettenreaktion 
durchgeführt werden, um diese Fragmente weiter zu amplifizieren. Touchdown erhöht die 
Reaktionsspezifität bei höheren Temperaturen und steigert die Effizienz zum Ende hin, 
indem die Annealing-Temperatur gesenkt wird.[359] Diese Strategie wird häufiger bei 
Halogenase-Genen verwendet, wenn sie bspw. aus Organismen stammen, die einen 
hohen GC-Gehalt haben.[360]
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10.2.4.1 QuikChange®-PCR (QCPCR)

Diese Methode wird in der Regel verwendet, um Punktmutationen in Gene einzubringen. 
Hierbei werden komplementäre Primer verwendet, die jeweils einen der beiden DNA-
Stränge vervielfältigen. Dafür können die initialen Amplifikationsschritte separat 
durchgeführt werden, um eine Paarung der beiden Primer zu verhindern. Ursprung dieser 
Technik ist eine PCR-Methode, die sich als „Ligation während der Vervielfältigung“ 
übersetzen lässt (ligation-during-amplification (LDA)). Dabei war zunächst die in vitro
Erstellung von zirkularer Plasmid-DNA nach PCR das Ziel.[361] Die Einführung von 
Mutationen, Insertionen oder Deletionen wurden im Folgenden entwickelt, indem ein 
Primer die gewünschten Veränderungen der Gensequenz in sich trug. Da die 
amplifizierten DNA-Stränge des Plasmids in vitro – im Gegensatz zu der parentalen 
Matrize – keine Methylierung tragen, erfolgt im Anschluss ein DpnI-Verdau, welcher nur 
Templat-DNA verdaut. Somit kann bei der anschließenden Transformation der Bakterien 
nur die amplifizierte DNA (Plasmid mit Mutationen) aufgenommen werden.[362]

Kommerzialisiert wurde diese Strategie erstmals als Quik-ChangeTM Site-Directed 
Mutagenesis Kit (Stratagene, La Jolla, CA). Zur Einführung mehrerer Mutationen wurde 
dieses Protokoll dann weiterentwickelt.[363] Auf Grund der entstehenden Lücken durch 
fehlende Ligation – sogenannten „Nicks“ – kann nur der parentale Strang amplifiziert 
werden, sodass es sich um eine lineare Vermehrung handelt und die Ausbeute von der 
eingesetzten DNA abhängt.

Abbildung 111: Schematische Darstellung der QuikChange-PCR (QCPCR). Der zu amplifizierende Vektor ist in grau 
dargestellt. Die Primer (rot), mit der durch das Kreuz angedeuteten Mutation, vervielfältigen jeweils einen der 
parentalen Stränge (blau). Durch die Amplifikation entstehen Kopien der Stränge mit Mutation, die nicht zum Zyklus 
verbunden sind (nicked). Die Strichelung zeigt den Abbau des parentalen Strangs, das Templat. Lineare 
Vervielfältigung.
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10.2.4.1 Round-the-Horn-PCR (RHPCR)

Um die Limitation der QuikChange®-PCR (QCPCR) zu überwinden, kann eine Round-the-
Horn PCR zielführend sein. Hierbei trägt nur einer der beiden Primer die Mutation und 
die Primer haben keinen Überlapp, sondern werden versetzt zur Amplifikation verwendet. 
Da hierdurch glatte Enden „blunt ends“ entstehen, müssen phosphorylierte (5‘-Ende) 
Primer verwendet werden. In diesem Fall können die bereits amplifizierten Stränge erneut 
als Matrize verwendet werden, wodurch sich eine exponentielle Vervielfältigung ergibt. 
Aus diesem Grund ist der Verdau des parentalen Plasmids optional, abhängig von der 
Anzahl der PCR-Zyklen. Als finaler Schritt muss in der Regel eine Ligation folgen.

Abbildung 112: Schematische Darstellung der Round-the-Horn-PCR (RHPCR). Der zu amplifizierende Vektor ist in 
grau dargestellt. Der Primer, mit der durch das Kreuz angedeuteten Mutation (rot) und der zweite Primer ohne Mutation 
(schwarz), vervielfältigen jeweils einen der parentalen Stränge (schwarz). Beide Primer sind phosphoryliert [Pho] 
(Kreis). Durch die Amplifikation entstehen Kopien der Stränge, von denen einer die Mutation trägt. Beide Stänge 
werden nicht zum Zyklus verbunden (nicked). Ab der zweiten Amplifikation tragen beide Stränge (blau) die Mutation.
Exponentielle Vervielfältigung.

Tabelle 16: PCR-Programme. Temperaturprogramme für die verschiedenen Sonderformen der Genamplifikationen. 
Dargestellt sind die Details für die Touchdown-, die QuikChange- und die Round-The-Horn-PCR. Die drei Schritte 
Denaturierung, Anlagerung und Elongation (gelb) wurden mit der Zahl der genannten Zyklen wiederholt. Für alle PCRs 
gilt: Deckeltemperatur 110 °C, Initiale Aktivierung von 1 – 3 min bei 98 °C, 35 Zyklen und eine finale Elongation für 10 
min bei 72 °C. Die Lagerung erfolgte dann bis zur Weiterverwendung bei 10 °C.

Schritt Zeit/Zyklus Temperatur Zeit/Zyklus Temperatur Zeit/Zyklus Temperatur Zeit/Zyklus Temperatur

Touchdown prnC-His9 QuikChange prnC-His9 Round-the-Horn PrnA-His6

(F103A)
Round-the-Horn PrnA-His6

(E450K_F454K)

Denaturierung 10 s 98 °C 10 s 98 °C 10 s 98 °C 10 s 98 °C

Anlagerung 
(Gradient)

15 s 45 – 60 °C 1 min 70 – 80 °C 1 min 45 – 65 °C 1 min 45 – 65 °C

Elongation 30 s 72 °C 210 s 72 °C 120 s 72 °C 120 s 72 °C
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10.2.4.2 Kolonie-PCR (CPCR)

Wie zuvor erwähnt wurden für diese Methode ganze Zellen genutzt, die als 
Einzelkolonien von Agarplatten erhalten wurden. In der Regel wurde hierbei auf einen 
erneuten Ausstrich zur Vereinzelung auf Agarplatten verzichtet, sondern direkt eine 
Vorkultur inokuliert. Diese Vorkulturen wurden dann genutzt, um Glycerin-Kulturen zu 
erstellen und das Plasmid zu isolieren. Letzteres erfolgte zur sukzessiven Sanger-
Sequenzierung, sofern die Kolonie-PCR ein Amplifikationsprodukt der erwarteten Größe 
(Basenpaare [kb]) vermuten ließ. Hierfür wurde das standardisierte Protokoll der RedTag 
genutzt. https://www.sigmaaldrich.com/deepweb/assets/sigmaaldrich/product/documents/372/183/r2523bul.pdf

10.2.4.3 Overlap Extension PCR (OEPCR)

Diese PCR-Methode fand originär in der Einführung von Mutationen Anwendung[364], wird 
aber unter Anderem auch zur Erstellung längerer DNA-Fragmente aus einzelnen 
Bereichen oder Genen genutzt. Durch das gezielte Zusammenführen von Genen über 
die Überhänge der Primer lassen sich so entweder Insertionen realisieren, Deletionen 
einfügen oder einfach – wie im Fall dieser Arbeit – gezielt Gencluster erstellen und 
optional direkt in den Zielvektor klonieren.[365] Hierfür erfolgt zunächst eine Amplifikation 
von Gen 1 mit zwei Primer, von denen einer der Primer einen gewünschten Überlapp Ü1 
trägt. Durch die Amplifikation in der PCR wird dadurch faktisch das Zielgen 1 um den 
Überlapp Ü1 verlängert. Gleiches geschieht nun für die Amplifikation von Gen 2. Trug bei 
der Amplifikation von Gen 1 der reverse Primer den Überhang Ü1, so ist es bei der 
Vervielfältigung von Gen 2 der forward Primer. Dieser Überhang Ü2 ist in vielen Fällen 
der gleiche wie Ü1, kann aber auch nur teilweise identisch sein. Dies kann passieren, 
wenn die Primer andernfalls zu lang werden, oder der inserierte Bereich (Überlapp) zu 
lang ist und damit nicht nur die Limitierung der Primerlänge betrifft, sondern ggf. auch 
einen zu hohen GC-Gehalt erreicht. In beiden Fällen erfolgt dann in Schritt 3 die 
Erstellung des Gesamtfragments Gen 1 – Überlapp – Gen 2, indem die Einzelstränge der 
zuvor generierten Fragmente Gen 1 – Ü und Ü – Gen 2 als neue Primer für die 
Amplifikation dienen.



Genereller Experimentalteil

158

Abbildung 113: Schematische Darstellung der Overlap-Extension-PCR (OEPCR). Die zu kombinierenden Gene sind 
in rot und blau dargestellt. Für die Annahme der Reihenfolge Gen1-Gen2 trägt der Gen 1 rv Primer einen Überlapp, 
der identisch ist mit dem Überlapp von Gen 2 fw Primer. Beide Gene werden für 5 Zyklen getrennt jeweils mit zusätzlich 
einem weiteren Primer ohne Überlapp amplifiziert. Nach 5 Zyklen werden beide PCR-Ansätze vereinigt. In den 
folgenden PCR-Zyklen dient jeweils ein Strang der eben amplifizierten Gene mit Überlapp als neuer Primer. Im letzten 
Schritt G werden nun die Primer ohne Überlapp für die exponentielle Amplifikation des Fragments Gen1-Gen2 
verwendet.

Tabelle 17: PCR-Programme. Temperaturprogramme für die verschiedenen Sonderformen der Genamplifikationen. 
Dargestellt sind die Details für die Overlap Extension PCR. Die drei Schritte Denaturierung, Anlagerung und Elongation 
(gelb) wurden mit der Zahl der genannten Zyklen wiederholt. Deckeltemperatur 110 °C und Inititale Aktivierung (1 min 
bei 98°C). Am Ende Lagerung bei 10°C.

Schritt Zeit/Zyklus Temperatur Zeit/Zyklus Temperatur Zeit/Zyklus Temperatur Zeit/Zyklus Temperatur

Zahl der Zyklen 35 30 35 40

prnFnagR (pBTBX-2*)
prnCprnD

(pBTBX-2*-prnFnagR)
prnAprnB 

(pBTBX-2*-prnFnagRprnCD)
nhPrnC-His6 (pET28a(+))

Denaturierung 10 s 98 °C 10 s 98 °C 10 s 98 °C 10 s 98 °C

Anlagerung 
(Gradient)

60 s 30 – 60 °C 60 s 30 – 60 °C 60 s 45 – 65 °C 60 s 30 – 60 °C

Elongation 180 s 72 °C 150 s 72 °C 90 s 72 °C 90 s 72 °C

Finale 
Elongation

10 min 72 °C 10 min 72 °C 10 min 72 °C 10 min 72 °C

10.2.5 Restriktion und Ligation

Vereinzelt kam es vor, dass ein Assembly-Ansatz nach Gibson nicht erfolgreich war, oder 
andere Gründe für eine klassische Klonierung sprachen. Hierfür wurde das Restriktions-
Ligationsverfahren genutzt. Auch die Bereitstellung von linearisiertem Zielvektor oder ein 
weiteres Testverfahren zur Kontrolle des Gen-Einbaus zu dem gewünschten Konstrukt 
boten sich für Restriktions-Verdaus an und wurden in Form von optimierten FastDigest
Ansätzen (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) verwendet.
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Anschließend an den Restriktionsverdau erfolgte eine Ligation mit der T4-DNA Ligase. 
Sowohl PCR-Amplifikate, als auch geschnittene Vektoren wurden in aller Regel vor der 
Ligation durch Gelelution gereinigt, zumindest aber über das DNA-Isolations-Kit entsalzt. 
Die Ligation erfolgte dann in der Regel für 2h bei Raumtemperatur und über Nacht bei 
4°C im Kühlschrank. Meistens wurde die Hälfte des Ansatzes nach 1h Raumtemperatur
und die andere Hälfte nach 12 – 16h bei 4°C jeweils zur Transformation genutzt.

Tabelle 18: Zusammensetzung des Ligationsansatzes.

Komponenten Menge

Verdauter Vektor 100 ng

PCR-Produkt 75 ng

T4 DNA Ligase Puffer (10x) 4 μL

T4 DNA Ligase 2 μL

100 mM ATP 2 μL

Wasser (Milli-Q) ad 40 μL

10.2.6 Gibson Assembly®

Bei diesem isothermen Assembly handelt es sich um eine Methode zur Kombination von 
mindestens zwei DNA-Fragmenten, welche einen überlappenden Bereich beinhalten. 
Durch die 5‘-Exonuklease können so „blunt end“ Fragmente mit „sticky ends“ versehen 
werden, wodurch die homologen, überlappenden Bereiche aneinander anlagern können. 
Die durch den Einzelstrang-Verdau entstandenen Lücken, die nicht durch die Anlagerung 
abgedeckt sind, werden durch eine DNA-Polymerase aufgefüllt und die übrigen beiden 
„nicks“ letztlich durch eine DNA-Ligase behoben, wodurch wieder ein geschlossenes, 
doppelsträngiges Fragment entsteht.[366] Der Gibson Assembly wird bei 50°C für 1 h im 
ThermoCycler durchgeführt. Als Faustregel gilt das Verhältnis Insert zu Vektor 2:1.

Abbildung 114: Gibson Assembly für zwei unspezifizierte Fragmente. Die bspw. durch PCR eingebrachten Überhänge 
(Ü) lagern sich nach dem Verdau aneinander an. Nach dem Annealing füllt die Polymerase die Lücken auf und 
schließlich erfolgt die Ligation. Die Reaktion dauert 1h bei 50°C. Die Exonuklease ist thermolabil und wird daher über 
die Zeit deaktiviert.
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Tabelle 19: Zusammensetzung des Gibson Assembly® Mastermixes und des ISO-Puffers.

Mastermix 5x ISO-Puffer

Komponenten Menge Komponenten Mengen

ISO-Puffer (5x) 60 μL MgCl2 (2 M) 25 μL

T5-Exonuklease (100 U/mL) 24 μL dATP (100 mM) 10 μL

Phusion HotStart II DNA-Polymerase (0.4 U/μL) 18 μL dTTP (100 mM) 10 μL

Taq DNA Ligase (8000 U/mL) 39 μL dCTP (100 mM) 10 μL

Wasser (Milli-Q) 309 μL dGTP (100 mM) 10 μL

Summe 450 μL DTT (1 M) 50 μL

PEG-8000 250 mg

NAD+ (100 mM) 50 μL

TRIS-HCl (1 M, pH = 7.5) 500 μL

Summe 665 μL

10.2.7 Agarosegelelektrophorese

Die Durchführung dieser Trennung von DNA-Proben erfolgte unter anderem für die
Untersuchung von PCR-Reaktionen, Restriktionen und zur Bestimmung der Reinheit 
nach Plasmidisolationen. Neben dem klassischen analytischen Gel wurde in einigen 
Fällen auch ein präparatives Gel verwendet, um die Ausbeute durch höhere 
Probenbeladung zu steigern. Hierbei wurde eine Agaroselösung mit 0,8 % (w/v) Agarose 
in TAE-Puffer (1x) hergestellt. Diese wurde solange erhitzt, bis die Agarose vollständig 
gelöst war. Zugabe von Gel RedTM (Bioticum Inc., Hayward, CA, USA) zur noch flüssigen 
Agarose-Lösung mit dem Verdünnungsfaktor 10000 ermöglichte eine spätere 
Visualisierung unter UV-Licht. Für präparative Gele wurde der Anteil von Agarose auf 
1,0 % (w/v) und für kleine Gene und Fragmente nach Bedarf sogar bis zu 2,5 % (w/v)
erhöht. Die Lagerung der fertigen Lösung erfolgte bei 60 °C im Heizschrank (ohne 
Farbstoff). Nach Gießen des Agarosegels fand die Polymerisierung bei Raumtemperatur 
für etwa eine halbe Stunde statt. Die Elektrophorese selbst erfolgte in TAE-Puffer (1x) für 
30 min bei 180 V. Die Probenbeladung (10 μL) erfolgte nachdem die Taschen des Gels 
mit Puffer gefüllt waren. Zur Einordnung der Bandengröße wurde der Standard (auch 
Marker oder Ladder genannt) 1 kb DNA Ladder (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA)
mit 1 – 2 μL verwendet. 
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Bei kleinen Fragmenten wurde Quick-Load® 100 bp DNA Ladder (New England BioLabs
GmbH, Frankfurt am Main, Deutschland) genutzt. Die Analyse und Bildgebung, sowie 
Dokumentation erfolgten via Kamera (INTAS Science Imaging Instruments GmbH, 
Göttingen, Deutschland).

Tabelle 20: Zusammensetzung der Lösungen für Agarosegelelektrophorese zur DNA-Trennung.

Komponenten Menge

TAE-Puffer (50x)

TRIS 2 M

EDTA (500 mM, PH = 8) 50 mM

Essigsäure 900 mM

Probenpuffer (5x)

EDTA 100 mM

Glycerin 45 %(v/v) Glycerin

Bromphenolblau 0.05 % (w/v)

Agarosegel

TAE-Puffer (50x) (1x)

Agarose 0.8 % – 2.5 % (w/v)

Gel RedTM 0.01 % (8 μL auf 80 mL)

10.2.8 Bestimmung der DNA-Konzentration

Um zu bestimmen, welche Konzentration PCR-Produkte, isolierte Plasmide, oder andere 
DNA hatte, wurde mittels NanoDrop2000 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)
die Absorption bei der Wellenlänge λ = 260 nm gemessen. Sowohl zur „Ein-Punkt-
Kalibrierung“ mittels „blank“ (Wasser), als auch zur Konzentrationsbestimmung der Probe 
wurden 2 μL verwendet. Zur Reinheitskontrolle der Proben wurde zusätzlich die 

Absorption bei λ = 280 nm gemessen. Der Quotient ஺ (ଶ଺଴ ௡௠)஺ (ଶ଼଴ ௡௠) sollte hierbei für DNA ca. 

1.8 betragen. Dies gilt allgemein als reine Probe. Ist der Quotient deutlich niedriger, so 
befinden sich Proteine, Phenole oder andere Verunreinigungen in der Probe 
(T042-TECHNICAL BULLETIN NanoDrop Spectrophotometers 260/280 and 260/230 
Ratios, Thermo Scientific, Waltham, MA, USA).
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10.2.9 Sequenzierung

Alle finalen Plasmide wurden zur Verifizierung sequenziert. Zwischenschritte wurden 
teilweise überprüft. Die Sequenzierungen der isolierten Vektoren wurden von der Firma 
GATC Biotech AG (Konstanz, Deutschland) durchgeführt. Der Service wurde fortgeführt, 
auch nachdem Eurofins Scientific (Luxemburg, Luxemburg) GATC Biotech AG 
übernommen hatte. Bei der genutzten Methode handelt es sich um die Sanger-
Sequenzierung.

10.3 Mikrobielle Methoden

Für die Produktion der Biokatalysatoren mussten die Zellen zunächst eine ausreichende
Zelldichte erreichen.

10.3.1 Anzucht und Lagerung

Sofern nicht anders beschrieben, erfolgte die Anzucht der Kulturen zunächst als 
Übernacht-Kulturen (ÜNK) in LB-Medium (lysogeny broth, 5 mL, 10 g/L Trypton oder 
Pepton, 5 g/L Hefeextrakt, 2 g/L NaCl) aus Lager-/Cryo-Kulturen oder einer Agar-Platte 
(LB-Medium mit 1.5 % Agar-Agar). Während E. coli Stämme bei 37 °C kultiviert wurden, 
erfolgte das Wachtum von P. putida KT2440 bei 30 °C. Entsprechend der Resistenz bei 
Stämmen mit Plasmid erfolgte die Zugabe von Kanamycin (Kan50, 50 μg/mL) bei pET28a(+),
pCombiCom und pBTBX-2, sowie Ampicillin (Amp100, 100 μg/mL) bei pUC19b mittels Stock-
Lösung (Verdünnungsfaktor 1000). Da der Stamm E. coli ArcticExpress (DE3) zusätzlich 
noch ein pACYC-basiertes Plasmid für die Oleispira antarctica Chaperonine Cpn10 und 
Cpn60 trägt, wurde in diesem Fall auch noch Gentamycin (Gent20, 20 μg/mL) hinzugefügt.
Für die Kultivierung der Hauptkultur erfolgte die 1 %ige Inokulation (5 mL ÜNK für 500 mL

Hauptkultur). Für die Hauptkultur wurde – sofern nicht anders beschrieben – TB-Medium 
(terrific broth, 12 g/L Casein oder Trypton, 24 g/L Hefeextrakt, 12.54 g/L K2HPO4, 2.31 g/L
KH2PO4, 0.4 % (v/v) Glycerin) verwendet. Auch bei Nutzung von kommerziell 
erhältlichem TB-Medium musste Glycerol hinzugefügt werden (Carl Roth, Karlsruhe, 
Germany). Gelagert wurden Zellkulturen bei -80 °C in 25 % (v/v) Glycerin. Hierfür wurden
600 mL Kultur mit 600 mL Glycerin-Lösung versetzt (50 % (v/v) in deionisiertem Wasser). 

10.3.2 Herstellung chemisch kompetenter Zellen

Zur Herstellung chemisch kompetenter E. coli Zellen werden zunächst die hergestellten 
Lösungen A (100 mM MgCl2) und B (100 mM CaCl2, 15 % (w/v)) sterilfiltriert. 
Anschließend wurden die E. coli Zellen in 400 mL LB-Medium in einem 
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3 L Fernbachkolben mit Schikanen kultiviert. Inokuliert wurde mit einer ÜNK (0.5 %). 
Wenn nötig, erfolgte zusätzlich die Zugabe von Antibiotika. Die Anzucht erfolgt bis zu 
einer OD600 = 0.4 – 0.6 bei 37 °C und 120 rpm. Nach Zellernte (10 min, 1230 x g, 4 °C)
wurde das Pellet mit eisgekühlter Lösung A überschichtet und ebenfalls während der 
Resuspension auf Eis gelagert. Nach 30-minütiger Inkubation erfolgte ein erneuter 
Zentrifugationsschritt (10 min, 1230 rcf, 4 °C), bevor das Pellet in 2 mL eisgekühlter 
Lösung B aufgenommen wird. Die resuspendierten Zellen werden anschließend steril in 
1.5 mL Reaktionsgefäße überführt. Die Aliquots werden letztlich in flüssigem Stickstoff 
schockgefroren, bevor sie bei -80 °C gelagert werden.

10.3.3 Hitzeschock-Transformation

Die Transformation chemisch kompetenter Zellen erfolgte mittels Hitzeschock. Ein 
Aliquot der chemisch kompetenten Zellen wurde für 30 min auf Eis aufgetaut, mit dem 
gewünschten Plasmid (~ 50 – 100 ng/μL) versetzt und ohne Resuspension, sondern 
durch Verrühren mit der Pipettenspitze vermischt. Im Falle des Gibson Assembly und 
anderen Reaktionen wie PCRs oder Ligationen wurden 10 – 15 μL verwendet. Die Zellen 
wurden für weitere 10 min auf Eis inkubiert und anschließend für 90 s bei 42 °C inkubiert. 
Danach erfolgt die Zugabe von 700 μL LB-Medium. Die folgende Inkubation ist abhängig 
von der jeweiligen Antibiotika-Resistenz, wurde jedoch in aller Regel für 60 min bei 37 °C 
durchgeführt (Phänische Expression). Zellernte erfolgte durch Zentrifugation (2 min, 
2000 x g, RT). Nach Entsorgung des Überstandes wurde das Zellpellet in 50 – 100 μL

Restvolumen resuspendiert und auf Agar-Platten mit entsprechendem Antibiotikum 
ausgestrichen. Die Agarplatten werden invertiert über Nacht bei 37 °C inkubiert. 

10.3.4 Elektroporation

Für die Elektroporation von E. coli Zellen, aber vor allem für P. putide KT2440 wurde ein 
Protokoll genutzt, das von Nora L. Bitzenhofer[367] (Institut für Molekulare 
Enzymtechnologie) bereitgestellt wurde. Vorteil dieser Methode ist der Verzicht auf 
kompetente Zellen, sowie die Durchführung bei Raumtemperatur. Es basiert auf der 
Publikation von Tu et al.[368] Hierfür wurde 1 mL einer Vorkultur durch Zentrifugation (2 
min, 2000 x g, RT) pelletiert. Der Überstand wird verworfen und die Zellen zweimal mit 
Wasser (1 mL Milli-Q®) vorsichtig gewaschen (Pellet ist sehr weich und kann leicht 
verloren gehen). Danach wurde das Pellet in 80 μL Wasser aufgenommen und 
resuspendiert. Da es sich um Wasser ohne Ionenstärke handelt, sollten diese Schritte 
zügig durchgeführt werden, da andernfalls die Gefahr besteht, die Zellen durch den 
osmotischen Druck zu zerstören. Vor der Elektroporation erfolgt die Zugabe von 1 μL

Plasmid (~ 50 – 100 ng/μL). Die Elektroporation erfolgte mittels MicroPulser
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Electroporator (Bio-Rad Laboratories GmbH, München, Deutschland). Die etwa 80 μL

Zell-Wasser-Suspension mit Plasmid wird in die Elektroporationsküvette EP-102 (2 mm,
cell projects Ltd, Harrietsham, UK) oder Elektroporationsküvetten 450 µL (2 mm, Carl 
Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, Deutschland) überführt. Entsprechend der Anleitung 
„MicroPulser™ Electroporation Apparatus Operating Instructions and Applications Guide“ 
erfolgte die Bedienung des Elektroporators. Für die Elektroporation von Mikroorganismen 
werden meist Küvetten mit 0.1 und 0.2 cm Abstand verwendet. Die Elektroporation von 
E. coli erfolgt im Allgemeinen bei einer Spannung von 1.8 kV (E = 18 kV/cm), wenn Zellen 
in 0.1-cm-Küvetten elektroporiert werden und mit einer Spannung von 2.5 kv (E = 12.5
KV/cm), wenn Zellen in 0.2-cm-Küvetten elektroporiert werden. Diese Elektroporations-
bedingungen sind im MicroPulser als Programme Ec1 (V = 1,8 kV) und Ec2 (V = 2,5 KV)
im Menü für die Bakterieneinstellungen vorprogrammiert. Entsprechend der 2 mm-Spalt-
Küvetten wurde das Programm Ec2 verwendet. Der Puls hatte eine Dauer von etwa 5 ms. 
Nach dem Puls wurde die Suspension mit 600 μL LB-Medium gemischt. Anschließend 
wurde 1 h (abhängig von der Resistenz) inkubiert (30°C P. putida, 37°C E. coli). Durch 
die in der Regel sehr hohe Elektroporationseffizienz werden nach der Inkubation nur 5 –
10 μL der Zellkultur auf der Resistenz entsprechenden LB-Agar-Platten ausplattiert.

10.3.5 Genexpression 

Für die Produktion der Proteine wurden abhängig vom verwendeten Stamm und Induktor 
abgewandelte Protokolle genutzt. Generell erfolgte die Expression, sofern nicht anders 
beschrieben, in E. coli auf Basis der folgenden Bedingungen.

10.3.5.1 Genexpression in E. coli 

In einem 3L-Fernbachkolben mit Schikanen wurden 500 mL TB-Medium mit 
entsprechendem Antibiotikum vorgelegt und das Medium mit 1 % LB-Kultur (ÜNK) 
inokuliert. Anschließend erfolgte die Kultivierung bei 37 °C und 130 rpm. Die Induktion 
erfolgte anschließend bei einer optischen Dichte von OD600= 0.4 – 0.6 mit 100 μM IPTG
(Isopropyl-β-D-thiogalactopyranosid). Für die Proteinproduktion wurde dann die 
Temperatur auf 10 – 20 °C, je nach Stamm und Protein gesenkt. Die Expression wurde 
über 12 – 36 h durchgeführt. Die folgende Tabelle 21 zeigt die variierenden Parameter
für jedes einzelne Protein. Expressionen wurden teilweise mit der Unterstützung von 
Beatrix Paschold durchgeführt.
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Tabelle 21: Bedingungen der Expression. Für jedes zu produzierende Protein sind auch Angaben zum verwendeten 
Vektor, der optischen Dichte zur Zeit der Induktion, der Durchführung eines cold shocks durch Temperatursenkung auf 
4 °C und der Zugabe von Ethanol (4 % (v/v), der Temperatur während der Expression und der Expressionszeit 
hinterlegt.

Protein Stamm Vektor OD600 Schock Temperatur Zeit

SsuE-His6 E. coli TunerTM (DE3) pGEB 0.6 no 18 °C 16 h

PrnC-His9 E. coli ArcticExpress (DE3) pET28a(+) 0.5 yes 15 °C 48 h

PrnF E. coli BL21 (DE3) pET28a(+) 0.4 no 20 °C 18 h

PrnF-His6 E. coli BL21 (DE3) pET28a(+) 0.4 no 20 °C 18 h

RadH-His6 E. coli BL21 (DE3) pET28a(+) 0.5 no 20 °C 15 h

Fre-His6 E. coli BL21 (DE3) pET28a(+) 0.5 no 20 °C 15 h

NH153-His6 E. coli BL21 (DE3) pET28a(+) 0.5 no 20 °C 20 h

NC201-His6 E. coli BL21 (DE3) pET28a(+) 0.5 no 20 °C 20 h

NHprnC-His6 E. coli BL21 (DE3) pET28a(+) 0.8 yes 18 °C 20 h

10.3.5.2 Genexpression in P. putida

In einem 100 mL-Erlenmeyerkolben mit Schikanen wurden 20 mL TB-Medium mit 
entsprechendem Antibiotikum vorgelegt und das Medium mit 1 % LB-Kultur (ÜNK) 
inokuliert. Anschließend erfolgte die Kultivierung bei 30 °C und 130 rpm. Die Induktion 
erfolgte anschließend bei einer optischen Dichte von OD600 = 0.6 mit 100 mM L-Arabinose, 
1 – 2 mM Salicylsäure und 100 μM IPTG. Die Expression wurde über 20 h durchgeführt. 
Die Induktion erfolgte jeweils einzeln mit den Induktoren, als auch kombiniert.

10.3.6 Zellaufschluss

Für die Verwendung von Zelllysaten oder zur Reinigung von Proteinen erfolgte in den 
meisten Fällen der Zellaufschluss über Ultraschall. Für größere Zellmengen wurde ein 
FrenchPress-System genutzt. Für den Ultraschallaufschluss wurden gefrorene 
Zellpellets mit 20 % (w/v) in Äquilibrierungspuffer (50 mM KPi, 300 mM NaCl, 10 mM

Imidazol, pH = 8) resuspendiert, sofern nicht anders beschrieben. Der Aufschluss 
erfolgte dann auf Eis mit 2 Zyklen á 5 min (50 % Intensität, 35 % Power). Zwischen 
beiden Zyklen wurde 1 min auf Eis inkubiert. Die Zelltrümmer und unaufgeschlossenen 
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Zellen wurden schließlich durch Zentrifugation abgetrennt (30 min, 4 °C, 12,000 x g). Für 
größere Zellmengen erfolgte der Zellaufschluss über die EmulsiFlex-C5 der Firma 
Avestin Europe GmbH (Mannheim, Germany), die von unserem Schwesterinstitut für 
Molekulare Enzymtechnologie zur Verfügung gestellt wurde. Nach Einweisung durch 
Esther Knieps-Grünhagen erfolgte der Aufschluss mit 10 – 15 % (w/v) in einem Volumen 
von 50 – 300 mL in Äquilibrierungs-Puffer (25 mM KPi, 150 mM NaCl, 10 mM Imidazol, 
pH = 8). In zwei Zyklen erfolgte der Aufschluss bei 1000 – 1500 bar mit permanenter 
Kühlung des gewonnen Lysats. Das geklärte Lysat wird durch anschließende 
Zentrifugation (30 min, 4 °C, 10,000 x g) gewonnen.[369]

10.4 Biochemische Methoden

10.4.1 Affinitätschromatographie

PrnC-His9:

Zunächst wurde eine 5 mL Ni-NTA-Superflow-Kartusche (QIAGEN GmbH, Hilden, 
Deutschland) mit 5 Säulenvolumen (column volume, CV) Äquilibrierungspuffer 
(50 mM KPi, 300 mM NaCl, 10 mM Imidazol, pH = 8) äquilibriert. Das gereinigte Lysat 
wurde mit dem gesamten Volumen mit einer Peristaltikpumpe auf die Säule aufgetragen 
und danach zyklisch für 20 Minuten weiter beladen. Die weiteren Schritte wurden 
teilweise von Hand (Schwerkraftreinigung) oder mit einem automatischen System wie 
dem Äkta Purifier durchgeführt. Die Säule wurde mit 7 CV Waschpuffer (50 mM KPi, 300 
mM NaCl, 100 mM Imidazol, pH = 8) gewaschen. Die Elution des Zielproteins erfolgte mit 
8 CV Elutionspuffer (50 mM KPi, 300 mM NaCl, 500 mM Imidazol, pH = 8). Nach 
Konzentration der Proteinprobe mit Vivaspin® 500 Zentrifugalkonzentratoren (cut-off 10 
kDa) bei 4,000 U/min wurde PrnC dreimal mit Lagerungspuffer (25 mM KPi, 300 mM NaCl, 
pH = 7.5 mit 10 % (v/v) Glycerin) um den Faktor 10 verdünnt. Die Endkonzentration 
wurde bei 2 mL Volumen eingestellt. Die Proteinkonzentration wurde durch Absorption 
bei 280 nm bestimmt, da der Anteil an Tryptophanen relativ hoch ist. Die Reinheit wurde 
durch SDS-PAGE überprüft, und die verbleibende Proteinlösung wurde aliquotiert und 
eingefroren. Die Aliquots wurden bei -20 °C gelagert. Bei größeren Elutionsvolumina 
wurde der Pufferaustausch im Schwerkraftverfahren durchgeführt. Es wurden PD10 
Entsalzungssäulen für 2.5 mL Probenvolumen (Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland) 
verwendet, wie in deren Handbuch beschrieben. Je nach Erfolg der Expression und damit 
der Enzymkonzentration, erschienen die Elutionsfraktionen manchmal gelb. In den 
meisten Fällen war die Elution jedoch farblos.
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PrnF-His6 und NHprnC-His6:

Zunächst wurde eine 5 mL Ni-NTA-Superflow-Kartusche (QIAGEN GmbH, Hilden, 
Deutschland) mit 5 CV Äquilibrierungspuffer (50 mM KPi, 300 mM NaCl, 20 mM Imidazol, 
pH = 8) äquilibriert. Das gereinigte Lysat wurde zu PrnC auf die Säule aufgetragen. Die 
Reinigung wurde fortfolgend mit der Äkta Purifier durchgeführt. Die Säule wurde mit 5 CV 
Äquilibrierungspuffer und 7 CV Waschpuffer (50 mM KPi, 300 mM NaCl, 100 mM Imidazol, 
pH = 8) gewaschen. Die Elution des Zielproteins erfolgte mit 10 CV Elutionspuffer (50 mM

KPi, 200 mM NaCl, 200 mM Imidazol, pH = 8). Die Proteinlösung wurde wie zuvor 
beschrieben konzentriert und der Puffer durch Auffüllen und Zentrifugation gewechselt.
Die erhaltenen 10 mL PrnF-His6 im Lagerungspuffer wurden aliquotiert, die 
Proteinkonzentration mittels Absorption bei 280 nm bestimmt und bei -20 °C gelagert.

NH153-His6:

Als Abwandlung zu den vorherigen Reinigungen erfolgt die Elution mit dem Elutionspuffer 
(50 mM KPi, 200 mM NaCl, 300 mM Imidazol, pH = 8). Die gelben Fraktionen wurden 
anschließend konzentriert auf ein Volumen von 2 mL.

10.4.2 SDS-PAGE 

Genexpressionen oder Proteinreinigungen wurden mittels SDS-PAGE analysiert. Dazu 
wurden Tricin-SDS-PAGE Gele selbst hergestellt und genutzt. Teilweise wurden auch 
kommerzielle Gele (NuPAGE™ 4–12 % Bis-TRIS Protein Gele; Thermo Fischer,
Waltham, Massachusetts, USA) verwendet. Die Glycin-SDS-PAGE wurde mithilfe des 
Mini-Protean® Tetra Cell Casting Stand (Bio-Rad Laboratories GmbH, München, 
Deutschland) durchgeführt und die NuPAGESTM mit dem XCell SureLockTM Mini-Cell 
Electrophoresis System (Invitrogen GmbH, Darmstadt, Deutschland) genutzt. Für das 
Gießen der Tricin-Gele wurde zunächst der Gelpuffer (3x, 3 M TRIS, 1 M HCl, 0.3 % (w/v) 
SDS, pH = 8.45) bereitgestellt. Danach wurde das Trenngel (10 %, 6.7 mL Acrylamid/ 
Bisacrylamid-Lösung (30 %, 37.5:1; Carl Roth), 6.7 mL Gelpuffer (3×), 4.7 mL dest. H2O,
2 g Glycerin, 200 μL APS (10 % (w/v) Ammoniumperoxodisulfat) und 20 μL TEMED 
(N,N,N′,N′-Tetra-methylethylendiamin) gegossen und mit iso-Propanol überschichtet, um 
für einen geraden Gelrand zu sorgen. Nach Polymerisation des Trenngels und
Entfernung des iso-Propanols erfolgte das Gießen des Sammelgels (4 %, 1.6 mL

Acrylamid/Bisacrylamid-Lösung (30 %, 37.5:1; Carl Roth), 3 mL Gelpuffer (3×), 7.4 mL

dest. H2O, 200 μL APS (10 % (w/v)) und 20 μL TEMED. Je nach Probenzahl wurden
Probenkämme (10 oder 15 Taschen) gewählt. Die Proteinproben wurden mit Wasser und 
SDS-Ladepuffer (5x, 10 % (w/v) SDS, 30 % (w/v) Saccharose, 0.1 % (w/v) 
Bromphenolblau, 0.5 M TRIS/HCl, pH = 6.8, 50 mM DTT) versetzt und für 10 min bei 98°C
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denaturiert. Durch die Entfaltung kann so das SDS an die Proteine angelagert werden 
und für eine negative Nettoladung sorgen. Die fertigen Gele wurden dann mit 10 μL Probe
und 5 μL Proteinmarker Roti®-Mark 10–150 (Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, 
Deutschland) beladen. Für die Tricin-Gele wurde das Kammersystem nun mit den 
entsprechenden Laufpuffern (1x) gefüllt. Mit einer Verdünnung des Faktors 10 wurden 
die Stammlösungen von Anodenpuffer (10x, 1 M TRIS, 0.225 M HCl, pH = 8.9; äußere 
Kammer) und Kathodenpuffer (1 M TRIS, 1 M Tricin, 1.0 % (w/v) SDS, pH = 8.25; innere 
Kammer) verwendet. Für die kommerziellen Gele wurde in beiden Kammerbereichen der 
MOPS-Puffer (20x, NuPAGE™ 4 – 12 % Bis-TRIS Protein Gele) in einer Verdünnung 
1:20 verwendet. Die Elektrophorese zur Trennung der Proteine nach Größe erfolgte für 
die Tricin-Gele mit 30 V für 20 min; 60 V für 6 min und letztlich mit 190 V für 50 min. Für 
die NuPAGETM wurden über eine Dauer von 50 min eine konstante Spannung von 200 V

angelegt. Nach erfolgter Trennung wurden die Gele 10 min in dest. H2O gewaschen,
dann für 30 – 60 min in Fixierlösung (10 % (v/v) Essigsäure, 30 % (v/v) Ethanol, Wasser)
inkubiert und erneut gewaschen. Die Färbung erfolgte mittels kolloidaler Coomassie G-
250 Lösung (2 % (w/v) H3PO4, 10 % (v/v) Ethanol, 5 % (w/v) Al2(SO4)3, 0.02 % (w/v) 
Coomassie Brillant Blue G-250) über Nacht. Entfärbung erfolgte dann wieder in Wasser 
unter Zuhilfenahme von Zellstofftüchern. Die Dokumentation der Gele erfolgte unter 
Verwendung eines Weißlicht Tisches (Edvotek Inc., Washington, DC, USA) und einer 
digitalen EOS 1000D Spiegelreflexkamera mit einem EF-S 60 mm Objektiv (Canon 
Deutschland GmbH, Krefeld, Deutschland) mit folgenden Einstellungen: ISO 400, 
Belichtungszeit 1/250 s, Blende F/8.0. Alternativ wurden die fertigen Gele in Plastiktüten 
transferiert und mittels Scanner digitalisiert.

10.4.3 MALDI-ToF

Für die Analyse von identifizierten Proteinbanden, die der erwarteten Größe entsprachen, 
wurden im Fall von PrnC-His9 MALDI-ToF-MS-Experimente durchgeführt. Die mit dem 
Skalpell ausgeschnittenen Banden aus dem gefärbten SDS-PAGE Gel wurden in ein 
2 mL Reaktionsgefäß überführt und in 750 μL Entfärbelösung (30 % (v/v) Acetonitril,
100 mM NH4HCO3) 15 min unter leichtem Schütteln inkubiert. Anschließend wurde der 
Überstand entfernt und der Vorgang wiederholt, bis das Gel-Stück farblos war (2x – 3x 
wiederholen). Das Acetonitril wurde mittels Vakuumzentrifuge (Speed-Vac concentrator 
5301, Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland) bei 40°C für 30 min entfernt. Für den 
tryptischen Verdau erfolgte die Zugabe von 6 μL Trypsin-Puffer (3 mM TRIS-HCl, 
pH = 8,8, 10 ng/μL Trypsin). Das Reaktionsgefäß wurde anschließend mehrmals 
invertiert, dann für 1 min zentrifugiert und der Verdau für 30 min bei Raumtemperatur 
durchgeführt. Anschließend wurden für den weiteren Verdau über Nacht ein weiteres 
Äquivalent von 6 μL Trypsin-Puffer hinzugefügt. Um dem Verdunstungseffekt 
entgegenzuwirken wurden nach der Inkubation über Nacht 10 μL deion. H2O hinzugefügt 
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und für 30 min inkubiert. Schließlich wurde die Probe mit 10 μL Fällungs-Lösung (30 %
Acetonitril, 0.2 % Trifluoressigsäure) versetzt. Da die Messung nicht am selben Tag 
stattfand, wurde die Probe bei -20 °C gelagert. Die Messung und Analyse erfolgte durch 
die Kollegin Christina Mack am Institut für Bio- und Geowissenschaften IBG-1: 
Biotechnologie (Forschungszentrum Jülich) an einem Daltonics Ultraflex III TOF/TOF-
Massenspektrometer (Bruker Daltonics GmbH & Co. KG, Bremen, Deutschland).

10.4.4 DLS-Messungen

Für die Untersuchung des oligomären Zustandes von PrnC-His9 und NH153-His6

erfolgten Experimente zur dynamischen Lichtstreuung (dynamic light scattering)
zusammen mit PD Dr. Oliver H. Weiergräber (Institut für Biologische 
Informationsprozesse, IBI-7: Strukturbiochemie, Forschungszentrum Jülich). Hierfür 
wurden PrnC-Proben (1 mg/mL) im Kristallisationspuffer (20 mM HEPES, 100 mM NaCl, 
pH = 7.5) verwendet und NH153 (6 mg/mL) zur gleichen Konzentration verdünnt. Die 
Messung erfolgte nach Zentrifugation (30 min, 20.000 × g, 4 °C) an einem SpectroSize 
300-Instrument (Xtal Concepts GmbH, Hamburg, Deutschland). Die Aufzeichnung 
erfolgte über 25 aufeinanderfolgende Akquisitionen (Intervall 10 s, 20 °C).

10.4.5 Kristallisation von Proteinen

Für die Kristallisation von PrnC-His9 und NH153-His6 mussten zunächst passende 
Konditionen gefunden werden. Hierzu erfolgte mit den Proben, die auch zur DLS-
Messung genutzt wurden, ein initiales Screening bei 20 °C in Dampfdiffusions-
experimenten (vapor diffusion) im „sitting-drop“ Verfahren in Zusammenarbeit mit PD Dr. 
Oliver H. Weiergräber. Dieses Screening erfolgte an einem Freedom Evo® robotic system
(Tecan, Männedorf, Schweiz) und einem Kristallisations-Kit von Sigma Aldrich 
(Crystallization Low Ionic Strength Kit for Proteins [Sigma-Aldrich, 86684]).

Für die initial beobachteten Kristalle von NH153-His6 mit leichter Tryptophan-Fluoreszenz 
waren die Bedingungen 07 (Bedingung Well A7: Reservoirlösung mit 1 M LiCl und 10 %
(w/v) PEG 6000 in 100 mM Bicin, pH 9.0 mit finalem pH-Wert 9.0; Ref: 136301-07). Die 
Proteinlösungen hatte hierbei für PrnC-His9 eine Konzentration von 1.5 mg/mL und für die 
gelbe NH153-His6 6.3 mg/mL im Kristallisationspuffer (20 mM HEPES, 100 mM NaCl, 
pH = 7.5). Protein- und Reservoirlösung wurden äquivoluminär (Verhältnis 1:1) mit
jeweils 0.5 μL eingesetzt.
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10.5 Analytische Methoden

Sowohl für den Nachweis von synthetisierten Produkten, als auch der Überprüfung von 
Biokatalysen wurden verschiedene Verfahren und Geräte genutzt. Zusätzlich wurden 
bereits etablierte bzw. in der Literatur bekannte Aktivitätsnachweise genutzt. Diese finden 
sich unter den folgenden Unterpunkten. 

10.5.1 GC-MS

Für die Analyse flüchtiger Substanzen, vor allem aber zur Reaktionskontrolle von PrnC, 
sowie Pyrrolnitrin und dessen Derivate und Intermediate wurde die Gaschromatographie 
mit Massenspektrometrie verwendet. Hierfür wurde das Standard-Programm MIC41PPK 
verwendet. Als Säule wurde eine Optima 5MS column (30 m * 0.25 mm (ID) und 0.25 μm
Dicke) verwendet. Als Transfer-Gas diente Helium mit einem konstanten Druck von 
60 kPa. Die Temperatur des Injektors betrug 210 °C, der Transfer line 180 °C und für die 
Ionenquelle 200 °C. Die Proben wurden getrennt durch eine Initialtemperatur von 60 °C. 
Diese wurde für die Dauer von 1 min gehalten. Danach erfolgte ein gradueller Anstieg 
der Temperatur um 15 °C/min bis eine Temperatur von 185 °C erreicht wurde. Schließlich 
wurde die Temperatur mit einem Anstieg von 120 °C/min auf 280 °C erhöht. Diese 
Temperatur wurde für 5 min gehalten. Die Messungen wurden mit Unterstützung von 
Birgit Henßen durchgeführt.

10.5.2 HPLC

Für den initialen Nachweis der Aktivität von PrnA und RadH, sowie eine präparative 
Reinigung von Aminopyrrolnitrin (22b) wurde eine Hochleistungsflüssigchromatographie 
(high performance liquid chromatrography, HPLC) in Umkehrphase (reverse phase RP) 
durchgeführt (Jasco RP-HPLC System). Vor der Trennung wurden alle Lösemittel 3 h im 
Ultraschallbad entgast. Die Nutzung erfolgte ausschließlich durch Birgit Henßen.
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Analytische RP-HPLC:

Tabelle 22: Parameter für die HPLC-Analyse von Tryptophan, 7-Chlor-Tryptophan, Anthranilsäure, 3-Chlor-
Anthranilsäure, sowie Umbelliferon.

Trennbedingungen

Säule
HyperClone® ODS (C18) 120 Å, 125 × 4 mm, 5 μm (Fa. Phenomenex, USA)

(Fully porous silica, C18-column)

Laufmittel

Gradient:

5 – 80 % ACN + 0.1 % HCOOH in 10 min (0-10 min)

80 % ACN + 0.1 % HCOOH (2 min)

Gesamtanalysezeit (12 min)

Equilibrieren der Säule vor jedem Lauf mit 5 % ACN + 0.1 % HCOOH 
(15 min)

Flussrate 1 mL/min

Detektionswellenlängen: 

220 nm und 280 nm: Tryptophan und 7-Chlortryptophan

224 nm und 254 nm für Anthranilsäure und 3-Chlor-anthranilsäure

324 nm für Umbelliferon

Temperatur 25 °C

Injektionsvolumen 30 μL

Für die Referenzen mit ca. 0.75 mg/mL in 33 % ACN ergaben sich folgende 
Retentionszeiten.

Tabelle 23: Retentionszeiten der Komponenten in der RP-HPLC.

Analyt Retentionszeit

Tryptophan (20a)

7-Chlortryptophan (20b)

Anthranilsäure

3-Chlor-Antranilsäure

Umbelliferon

5.3 min

7.3 min

4.7 min

6.7 min

4.8 min
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Tabelle 24: Parameter für die HPLC-Analyse von MDA (22c). Die Retentionszeit betrug 6.0 – 8.0 min.

Trennbedingungen

Säule
HyperClone® ODS (C18) 120 Å, 125 × 4 mm, 5 μm (Fa. Phenomenex, USA)

(Fully porous silica, C18-column)

Laufmittel

35 % ACN + 0.1 % HCOOH 

Gesamtanalysenzeit (15 min)

Spritzenspülung mit 100 % ACN 

Flussrate 1 mL/min

Detektionswellenlängen: 212 nm und 225 nm

Temperatur 25 °C

Injektionsvolumen 30 μL

Präparative RP-HPLC:

Tabelle 25: Paramater für die präparative HPLC von APRN (22b). Die Retentionszeit betrug 70 – 80 min.

Trennbedingungen

Säule
HyperClone® ODS (C18) 120 Å, 250 × 10 mm, 5 μm (Fa. Phenomenex, 
USA) (Fully porous silica, C18-column)

Laufmittel

35 % ACN + 0.1 % HCOOH 

Gesamtanalysenzeit (180 min) Abbruch nach 80 min

Spritzenspülung mit 100 % ACN 

Flussrate 3 mL/min

Detektionswellenlängen: 212 nm und 224 nm

Temperatur 25 °C

Injektionsvolumen 100 μL
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10.5.3 NMR-Spektroskopie

Als Hauptanalysemethode für die chemische Synthese wurde die Kernspinresonanz-
Spektroskopie (nuclear magnetic resonance, NMR) verwendet. Die Aufnahme der 1H-
und 13C-NMR-Spektren erfolgte mit den Advance/DRX 600 NMR Spektrometer oder 
Advance/DRX 300 NMR Spektrometer (Bruker Corporation, Billerica, MA, USA) bei einer
Temperatur von 297.0 K (Messfrequenz: 1H-Spektren 600 MHz, 13C-Spektren 151 MHz).
Zur Aufnahme des Spektrums wurden deuterierte Lösungsmittel wie CDCl3 oder 
DMSO-d6 verwendet. Die chemische Verschiebung wird in ppm angegeben, dabei dient 
den 1H-Spektren Tetramethylsilan [TMS, 1H: (CH3)4Si = 0 ppm] als Referenz. Zur 
genauen Normierung werden jedoch die Lösemittel genutzt. Bei den 13C-Spektren 
wurden die Signale von CDCl3 (77.2 ppm) und DMSO-d6 (39.5 ppm) als Normierung 
gewählt, während bei den 1H-Spektren auf CDCl3 (7.26 ppm) und DMSO-d6 (2.5 ppm) 
normiert wurde. Neben 1H- und 13C-Spektren wurden zusätzlich 2D-Spektren wie 
DEPT-135 (distortionless enhancement by polarization transfer), 1H-1H-COSY 
(correlation spectroscopy), 1H-13C-HSQC (heteronuclear single quantum coherence) und
1H-13C-HMBC (heteronuclear multiple bond correlation) aufgenommen und zur
Zuordnung der Signale verwendet. Die Multiplizitäten der Signale werden wie folgt 
abgekürzt: s = Singulett, d = Dublett, t = Triplett, q = Quartett, quin = Quintett, sext = 
Sextett, sept = Septett und m = Multiplett. Je nach Aufspaltung der Signale können sich 
Kombinationen ergeben.

10.5.4 Aktivitäts-Assay GDH

Rohlysate des Cofaktor-Recycling-Systems wurden von Beatrix Paschold zur Verfügung 
gestellt. Diese wurden vor der Verwendung zentrifugiert und die Aktivität des 
Überstandes vermessen. Hierzu wurden 10 μL eines verdünnten Lysats 
(Verdünnungsfaktor VF: 10,000) mit 20 μL 100 mM NAD+-Lösung und 170 μL

Reaktionspuffer (50 mM KPi pH = 7.2, 40 mM Glukose) vermischt. Die GDH-Aktivität 
wurde folglich durch Messung der Absorptionszunahme bei 340 nm (NAD(P)H) bestimmt.
Der Extinktionskoeffizient für die Berechnungen lautet ε340 = 6.22 mM-1 cm-1. Die 
Messungen wurden in einem Plattenlesegerät Tecan Infinite® M1000 PRO
(Tecan Group AG, Männedorf, Schweiz) mit einer definierten Weglänge d = 0.5 cm 
(200 μL in Mikrotiterplatte) durchgeführt.
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10.5.5 Aktivitäts-Assay Reduktasen

Flavinreduktase-Aktivitäten wurden durch Messung der Absorptionsabnahme bei 340 nm 
(NAD(P)H) bestimmt. Der Extinktionskoeffizient für die Berechnungen lautet ε340 =
6.22 mM-1 cm-1. Die Messungen wurden in einem Plattenlesegerät Tecan Infinite® M1000 
PRO (Tecan Group AG, Männedorf, Schweiz) mit einer definierten Weglänge d = 0.5 cm 
(200 μL in Mikrotiterplatte) durchgeführt.

Für die Reduktase SsuE-His6 wurden die Umsatzraten in 200 μL Reaktionsvolumen 
bestimmt. Dafür wurden 20 μL geklärtes Lysat mit 140 μL Reduktase-Puffer (50 mM KPi,
100 mM NaCl, pH = 7.0) und 20 μL FAD-Lösung (30 μM) gemischt. Die Reaktion wurde 
durch Zugabe von 20 μL NADPH (200 μM) gestartet. Als Leerprobe wurde eine 
Reaktionslösung mit 20 μL Reaktions-Puffer anstelle von Lysat verwendet. Die Reaktion 
erfolgte bei 30 °C.

Die Aktivitäten von PrnF und PrnF-His6 wurden für gereinigtes Enzym bestimmt. Dafür 
mussten die Proteinproben verdünnt werden (VF: 2,500). Nach Einstellen der 
Konzentration auf ca. 0.1 μg/mL erfolgte die Aktivitätsbestimmung ebenfalls in 200 μL

Reaktionsvolumen. In diesem Fall betrug die Konzentration von FAD (10c) 15 μM und die 
Reaktion wurde mit der Zugabe von 300 μM NADH gestartet. 1 Unit wurde hierbei definiert 
als Menge Enzym, die 1 μmol NAD(P)H in einer Minute zu NAD(P)+ oxidiert. 
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11. SPEZIELLER EXPERIMENTALTEIL

11.1 Chemische Methoden 

Alle Synthesen dieser Arbeit wurden in einer Inert-Gas-Atmosphäre – wahlweise 
trockener Stickstoff oder Argon – durchgeführt, sofern nicht anders beschrieben. 
Vorausgesetzt die Startmaterialien lagen als Feststoff vor, wurden diese vor 
Reaktionsbeginn im Reaktionsgefäß vorgelegt und sekuriert. Hierzu wurden Kolben als 
auch Feststoffe mit einer Heizpistole ausgeheizt und anschließend mit Inert-Gas geflutet. 
Dieser Vorgang wurde dreimal durchgeführt. Trockene Lösemittel wurden entweder mit 
Septum unter Inertgas-Lagerung bestellt, oder der Lösemitteltrocknungsanlage der Firma 
MBraun Inertgas Systeme GmbH (MB SPS 800) entnommen. 

In den folgenden Abschnitten sollen die verschiedenen Verbindungen, die synthetisiert 
wurden, mit Analytik und Synthesewegen dargestellt werden. Außerdem werden 
teilweise Analytik-Daten der Startmaterialien gezeigt, um die entsprechenden 
Veränderungen bspw. in den NMR-Signalen besser diskutieren zu können. 
Volumenangaben per Stoffmenge beziehen sich immer auf das Ausgangsmaterial der 
geringsten Äquivalente (Äq.). Für die Aufarbeitung der Reaktionen wurde die über 
Magnesiumsulfat (MgSO4) getrocknete Lösung über Watte und Celite® unter Vakuum 
filtriert.

11.1.1 Synthese von Arylpyrrolen via Kreuzkupplungsreaktion

Für die Synthese des natürlichen Substrates der Halogenase PrnC und einigen Derivaten 
erfolgten Experimente in Anlehnung an die Publikation von Matthew D. Morrison.[305]

Diese Strategie beinhaltet eine Bifurkation des Synthesewegs bestehend aus der 
Synthese des substituierten Anilins auf der einen Seite und der Synthese von teilweise 
substituierten Pyrrolen auf der anderen Seite. Beide Synthesezweige werden in einer 
Suzuki-Kupplung zusammengeführt (Schema 2).

Schema 2: Reaktionsschema der Suzuki-Kreuzkupplung von N-TIPS-Pyrrolen mit halogenierten Arylen.
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11.1.1.1 Synthese von 2-Brom-6-chlorbenzoesäure (39)

Für die Synthese von 39 wurden 1.40 Äq. n-BuLi (2.7 M Lösung in 
n-Heptan) zu 68 mL trockenem THF (2 mL/mmol Benzol 38) bei 0 °C 
gegeben. Nach Zugabe von 1.50 Äq. DIPA (Diisopropylamin) wurde 
die Lösung mindestens 15 min. bei gleicher Temperatur gerührt.
Anschließend wurde die Temperatur auf -78 °C gesenkt 
(Aceton/CO2(s)). Wenn nach Zugabe von CO2(s) in den Dewar keine 

weitere Gasentwicklung sichtbar war (Zieltemperatur erreicht), wurde tropfenweise 1.00
Äq. 1-Brom-3-chlorbenzol (38) (4.00 mL, 6.50 g, 34.00 mmol) unter Beibehaltung der
Temperatur hinzugefügt. Die Reaktion wurde für 1 h durchgeführt, bevor dem 
Reaktionsgemisch CO2(s) zugesetzt wurde. Dazu wurde eine 20-mL-Spritze mit 
Trockeneis gefüllt und die Nadel in das Septum gesteckt, um die Spritze mit CO2(g) zu 
füllen. Angereicherte Kohlendioxid-Atmosphäre wurde dem Reaktionsgemisch mehrmals 
zugeführt (Nadel unter der Oberfläche), bis der Temperaturunterschied kleiner als 0.2 °C 
gewesen ist. Wenn keine Temperaturschwankungen mehr feststellbar waren, wurde 
CO2(g) im Überschuss für 30 min. zugegeben. Die Reaktion wurde auf Raumtemperatur 
erwärmt, mit Wasser gequencht und in einen Scheidetrichter überführt. Die erste 
Extraktion wurde dreimal mit 100 mM NaOH-Lösung durchgeführt. Das Benzoat 39 in der 
gesammelten wässrigen Phase wurde dreimal mit Essigsäureethylester gewaschen. Die 
wässrigen Phasen wurden dann mit HCl auf pH = 1 angesäuert. Schließlich wurde die 
reprotonierte Benzoesäure 39 dreimal mit Essigsäureethylester extrahiert und die 
gesammelten organischen Phasen mit Kochsalzlösung (Brine) gewaschen. Nach 
Trocknung über MgSO4 wurde die Lösung über Kieselgel filtriert und in vacuo eingeengt.
Das Produkt wurde als weißer Feststoff in hoher Reinheit mit 58 – 90 % Ausbeute 
erhalten (Lit. quantitativ, Morrison et al. (2009)[305]). In Bezug auf diese hochskalierte
Charge wurden 4.60 g (19.70 mmol) isoliert.

1H-NMR (600 MHz, CDCl3): δ [ppm] = 7.24 (t, 3J = 8.1 Hz, 1H, 4-H), 7.41 (d, 3J = 8.1 Hz, 
1H, 3-H or 5-H), 7.53 (d, 3J = 8.1 Hz, 1H, 3-H or 5-H); 13C-NMR (151 MHz, CDCl3):
δ [ppm] = 119.74, 128.65, 131.24, 131.63, 131.83, 134.88, 169.60 (CO2H). Die Daten
stimmen mit der Literatur überein.[305]

11.1.1.2 Schmidtreaktion zur Synthese von 2-Brom-6-chloranilin (40)

39 (1.00 Äq., 5.00 g, 21.20 mmol) wurde in 55 mL konzentrierter H2SO4

(2.5 mL/mmol Benzoesäure 39) gelöst und für 2 h auf 60 °C erhitzt. Nach 
dem Abkühlen der Reaktionsmischung auf Raumtemperatur wurde 
1.00 Äq. NaN3 schrittweise in kleinen Portionen zugegeben (starke 
Gasentwicklung!). Das resultierende Gemisch wurde 42 h lang gerührt. Die 
Lösung wurde anschließend schrittweise mit einer Pasteurpipette (Glas) in 
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eine auf Eis befindliche Lösung von 30 % NH3 (in Wasser) überführt. Die basische 
Lösung wurde dreimal mit EtOAc extrahiert. Die organischen Phasen wurden vereinigt,
mit Brine gewaschen, mit MgSO4 getrocknet und unter vermindertem Druck konzentriert,
um das Produkt in ausreichender Reinheit zu erhalten (hellbeiger Feststoff). Das Anilin 
40 wurde mit 90 % bis quantitativen Ausbeuten synthetisiert, was zu maximal 4.38 g
(21.20 mmol) isoliertem Produkt führte (Lit. 92 %, Morrison et al. (2009)[305]).

1H-NMR (600 MHz, CDCl3): δ [ppm] = 4.50 (s, 2H, NH2), 6.55 (t, 3J = 8.0 Hz, 1H, 4-H),
7.21 (dd, 3J = 8.1 Hz, 4J = 1.4 Hz 1H, 3-H oder 5-H), 7.33 (dd, 3J = 8.1 Hz, 4J = 1.4 Hz 1H, 
3-H oder 5-H); 13C-NMR (151 MHz, CDCl3): δ [ppm] = 109.37, 118.92, 119.48, 128.66, 
131.16, 141.25. Die Daten stimmen mit der Literatur überein.[305]

11.1.1.3 Synthese von 3-Iod-N-(TIPS)-1H-pyrrol (26b)

Zu einer Lösung von N-(TIPS)-Pyrrol (26a) (1.00 Äq., 2.50 mL, 2.30 g, 
10.10 mmol) in 20 mL Aceton (2,0 mL/mmol Pyrrol) wurde 
N-Iodsuccinimid (2b) (NIS, 1.10 Äq., 2.50 g, 11,11 mmol) hinzugefügt. 
Der Reaktionskolben wurde mit Aluminiumfolie abgedeckt und die 
Lösung bei Raumtemperatur 11 h lang gerührt. Der Reaktionsfortschritt 
wurde mittels GC-MS überwacht. Dazu wurde eine Pipettenspitze der 
Reaktionsmischung durch basisches Aluminiumoxid (ALOX) mit EtOAc 
(HPLC-Qualität) filtriert. Nach Abschluss der Reaktion wurde das rohe 

Gemisch in vacuo konzentriert. Das Rohprodukt (fast schwarz) wurde dann in 20 mL n-
Pentan aufgenommen, über ALOX filtriert und erneut unter vermindertem Druck 
konzentriert, um das Produkt 26b in hoher Reinheit mit 97 % (3.40 g, 9.80 mmol) als 
farbloses Öl zu erhalten.

1H-NMR (600 MHz, CDCl3): δ [ppm] = 1.08 (d, 3J = 7.6 Hz, 18H, TIPS-CH3), 1.42 (dq, 3J
= 7.5 Hz, 3J = 15 Hz, 3H, TIPS-CH), 6.36 (dd, 3J = 2.7 Hz, 4J = 1.3 Hz, 1H, 4-H), 6.66 (t, 
3J = 2.5 Hz, 1H, 2-H oder 5-H), 6.81 – 6.77 (m, 1H, 2-H oder 5-H); 13C-NMR (151 MHz, 
CDCl3): δ [ppm] = 11.74, 17.86, 117.69, 125.83, 128.85, 129.76.
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11.1.1.4 Synthese von 3-Chlor-N-(TIPS)-1H-pyrrol (26c)

Zu einer Lösung von 26b (1.00 Äq., 2.50 g, 7.20 mmol) in 15 mL THF 
(2.0 mL/mmol Pyrrol 26b) wurden 8.68 mL tert-BuLi bei -78 °C (2.05 Äq.
einer 1.7 M Lösung in n-Pentan) tropfenweise zugegeben. Dieses
Gemisch wurde 30 Minuten lang bei dieser Temperatur gerührt. Die 
beige-farbene Lösung wurde gelb und nach Zugabe von 
Hexachlorethan (2.0 Äq.) wieder trüb-beige. Das Hexachlorethan wurde 
vor der Zugabe in 22 mL THF (3.0 mL/mmol Pyrrol 26b) gelöst und dann 
tropfenweise zugegeben. Die Reaktion wurde weitere 30 Minuten bei -

78 °C gerührt, bevor sie auf Raumtemperatur erwärmt wurde. Danach wurde mit 
gesättigter NH4Cl-Lösung gequencht und das Gemisch in einen Scheidetrichter 
überführt. Die organische Phase wurde gesammelt und die wässrige Phase mit EtOAc 
extrahiert. Die organischen Phasen wurden vereinigt und mit gesättigter Kochsalzlösung
gewaschen, mit MgSO4 getrocknet und unter vermindertem Druck konzentriert, um das
Rohprodukt zu erhalten. Das Rohprodukt wurde durch Säulenchromatographie über 
deaktiviertem Kieselgel (5 % Triethylamin) gereinigt. Als mobile Phase wurde ein 
Gemisch von n-Pentan/Dichlormethan (99:1) verwendet. Das Produkt 26c wurde als 
farbloses Öl mit 92 – 98 % Reinheit (bezogen auf andere Pyrrole als Nebenprodukte) und 
60 – 82 % (1.26 g, 4.90 mmol) Ausbeute (Lit. 87 % Ausbeute, Morrison et al. (2009)[305])
erhalten. Häufig war mehr als eine Säule erforderlich, um das Hexachlorethan-
Nebenprodukt größtenteils zu entfernen. In diesem Fall wurde das Produkt dreimal 
gereinigt.

1H-NMR (600 MHz, CDCl3): δ [ppm] = 1.09 (d, 3J = 7.5 Hz, 18H, TIPS-CH3), 1.41 (dq, 3J
= 7.6 Hz, 3J = 15.2 Hz, 3H, TIPS-CH), 6.23 (dd, 3J = 2.8 Hz, 4J = 1.4 Hz, 1H, 4-H), 6.66 
(t, 3J = 2.6 Hz, 1H, 2-H oder 5-H), 6.67 – 6.69 (m, 1H, 2-H oder 5-H); 13C-NMR (151 MHz, 
CDCl3): δ [ppm] = 11.72, 17.86, 110.98, 113.99, 120.90, 124.15. Die Daten stimmen mit 
der Literatur überein.[305]

11.1.1.5 Synthese von 3-Chlor-4-iod-N-(TIPS)-1H-pyrrol (26d)

Zu einer Lösung von 1.00 Äq. (2.50 g, 9.70 mmol) 26c in 20 mL Aceton 
(2.0 mL/mmol Pyrrol 26c) wurde N-Iodsuccinimid (2b) (1.10 Äq.,
2.40 g, 10,67 mmol) zugegeben. Der Reaktionskolben wurde mit 
Aluminiumfolie abgedeckt und die Mischung 13 h lang bei 
Raumtemperatur gerührt. Der Reaktionsverlauf wurde mittels GC-MS 
überwacht. Dazu wurde eine Pipettenspitze der Reaktionsmischung 
durch basisches Aluminiumoxid (ALOX) mit EtOAc (HPLC-Qualität) 
filtriert. Sobald die Reaktion beendet war, wurde das Rohprodukt im 

Vakuum eingeengt. Dieses konzentrierte Gemisch (fast schwarz) wurde dann in 20 mL
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n-Pentan aufgenommen, durch ALOX filtriert und erneut in vacuo konzentriert, um das 
Produkt 26d in moderater Reinheit (80 – 90 %) mit 60 – 90 % Ausbeute als farbloses Öl 
oder Feststoff zu erhalten. In dieser Reaktion wurde eine Ausbeute von 78 % (2.90 g, 
7.60 mmol) erzielt. Nach einer Weile färbte sich das Produkt grün, behielt aber die 
korrekte Masse bei, was mittels GC-MS überprüft wurde.

1H-NMR (600 MHz, CDCl3): δ [ppm] = 1.09 (d, 3J = 7.5 Hz, 18H, TIPS-CH3), 1.4 (dq, 3J
= 7.4 Hz, 3J = 15 Hz, 3H, TIPS-CH), 6.70 (d, 5J = 2.5 Hz, 1H, 2-H oder 5-H), 6.74 (d, 5J = 
2.5 Hz, 1H, 2-H oder 5-H); 13C-NMR (151 MHz, CDCl3): δ [ppm] = 11.63, 17.80, 66.77, 
110.97, 121.17, 128.85.

11.1.1.6 Synthese von 3-Chlor-4-BPin-N-(TIPS)-1H-pyrrol (26e)

In einem Ofen-getrockneten Schlenkkolben wurden alle 
festen Ausgangsstoffe wie 26d (1.00 Äq., 2.00 g, 
5.20 mmol), Bis(acetonitril)dichlorpalladium(II)/
[PdCl2(CH3CN)2, 0.03 Äq., 41.5 mg, 0.16 mmol], und
2-Dicyclohexylphosphin-2',6'-dimethoxybiphenyl/ SPhos 
(0.09 Äq., 192,9 mg, 0.47 mmol) vorgelegt. Lag 26d als 
Öl vor, wurde es in Toluol gelöst und später mit dem 
restlichen Lösungsmittel zugegeben. Der Schlenkkolben, 
der die festen Ausgangsmaterialien enthielt, wurde 
evakuiert und wieder mit Argon aufgefüllt (3x) und 

anschließend mit 10 mL trockenem Toluol (2.0 mL/mmol Pyrrol 26d), entgastem 
Triethylamin (NEt3) (2.50 Äq., 1.80 mL, 13.00 mmol) und schließlich Pinacolboran (41)
(HBPin, 1.30 Äq., 1.89 mL, 13.00 mmol) versetzt. Die resultierende Mischung wurde bei 
95 °C für ca. 3 h erhitzt. Der Reaktionsfortschritt wurde durch DC mit n-
Pentan/Dichlormethan (95:5) überwacht. Das Produkt ist als auf dem Kopf stehender 
Fleck in U-Form sichtbar (Rf: 0.33), wobei Anisaldehyd als Färbereagenz genutzt wurde. 
Das Rohprodukt wurde dann durch einen Trichter filtriert, wobei EtOAc als Elutionsmittel 
verwendet wurde. Das Lösemittel wurde in vacuo reduziert. Reinigung durch 
Säulenchromatographie über deaktiviertem Kieselgel (5 % NEt3) erfolgte zunächst mit n-
Pentan, bevor das Lösungsmittel zu n-Pentan/Essigsäureethylester (98:2) gewechselt 
(Rf: 0.18) wurde. Dies lieferte das gewünschte Pinacolboronat. Um eine Zersetzung zu 
vermeiden, wurde die Säulenchromatographie so schnell wie möglich durchgeführt. 26e
wurde als grau-weißer Feststoff (kann gelbliche Spuren enthalten) mit 20 – 40 %
Ausbeute (Lit. 80 %, Morrison et al. (2009)[305]) und 80 – 90 % Reinheit erhalten. In dieser 
Reaktion lag die Ausbeute bei 20 % (0.40 g, 1.05 mmol).
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1H-NMR (600 MHz, CDCl3): δ [ppm] = 1.08 (d, 3J = 7.5 Hz, 18H, TIPS-CH3), 1.33 (s, 12H, 
BPin-CH3), 1.42 (dq, 3J = 7.5 Hz, 3J = 15 Hz, 3H, TIPS-CH), 6.70 (d, 5J = 2.3 Hz, 1H, 2-H
oder 5-H), 7.07 (d, 5J = 2.3 Hz, 1H, 2-H oder 5-H); 13C-NMR (151 MHz, CDCl3): δ [ppm] 
= 11.69, 17.83, 24.99, 83.01, 103.30, 119.42, 122.34, 133.83. Die Daten stimmen mit der 
Literatur überein.[305]

11.1.1.7 Synthese von N-(TIPS)-Aminopyrrolnitrin (N-TIPS-22b)

In einem Ofen-getrockneten Schlenkkolben wurden die 
festen Ausgangsstoffe vereinigt: 40 (1.00 Äq., 280 mg, 
1.10 mmol), 26e (1.20 Äq., 507 mg 1,32 mmol), 
SPhos Pd G4 (0.05 Äq., 44 mg, 0.06 mmol), SPhos
( 0.10 Äq., 45 mg, 0.11 mmol), und K3PO4 (2.00 Äq.,
467 mg, 2.20 mmol). Der Schlenkkolben, der die Feststoffe 
enthält, wurde evakuiert und mit Argon (3x) gefüllt.
anschließend wurden die beiden Lösungsmittel [1571 μL

entgastes n-Butanol und 629 μL entgastes, entionisiertes 
Wasser (Verhältnis 2.5:1)] mit insgesamt 2.20 mL

( 2.0 mL/mmol Anilin 40) getrennt hinzugefügt. Die resultierende Mischung wurde 12 h
bei 35 °C erhitzt. Das Rohgemisch wurde dann durch einen Trichter mit basischem ALOX 
filtriert, wobei EtOAc als Elutionsmittel verwendet wurde. Das Lösemittel wurde im 
Vakuum entfernt. Die Reinigung erfolgte durch Säulenchromatographie (n-
Pentan/Essigsäureethylester (98:2) über deaktiviertem Kieselgel (5 % NEt3). Dies ergab 
das gewünschte Produkt (Rf: 0.2). N-TIPS-geschütztes Aminopyrrolnitrin mit 40 – 60 %
Ausbeute (Lit. 82 %, Morrison et al. (2009)[305]). In dieser Reaktion wurde eine Ausbeute 
von 59 % (249 mg, 0.65 mmol) erreicht.

1H-NMR (600 MHz, CDCl3): δ [ppm] = 1.11 (d, 3J = 7.6 Hz, 18H, TIPS-CH3), 1.43 (dq, 3J
= 7.5 Hz, 3J = 15 Hz, 3H, TIPS-CH), 4.22 (s, 2H, NH2), 6.70 (t, 3J = 7.8 Hz, 7.8 Hz, 1H, 
4’-H), 6.80–6.83 (m, 2H, 2-H and 5-H), 7.11 (dd, 3J = 7.6 Hz, , 4J = 1.5 Hz, 1H, 3’-H oder 
5’-H), 7.21 (dd, 3J = 8.0 Hz, 4J = 1.5 Hz, 1H, 3’-H oder 5’-H); 13C-NMR (151 MHz, CDCl3):
δ [ppm] = 11.69, 17.89, 113.67, 117.95, 119.49, 120.66, 121.16, 122.03, 123.30, 128.35, 
129.96, 141.70. Die Daten stimmen mit der Literatur überein.[305]
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11.1.1.8 Synthese von Aminopyrrolnitrin (APRN) (22b)

Zu einer Lösung von N-TIPS-22b (1.00 Äq., 190 mg, 
0.50 mmol) in 1 mL THF (2.0 mL/mmol Pyrrol N-TIPS-22b)
wurden bei Raumtemperatur 1.00 mL einer 1 M

Tetrabutylammoniumfluorid-Lösung (TBAF, 2.00 Äq,
1.00 mmol) tropfenweise zugegeben. Der Kolben wurde mit 
Aluminiumfolie abgedeckt, um den Einfall von Licht zu 
minimieren. Das Gemisch wurde 1 h bei Raumtemperatur 
gerührt, bevor mit gesättigter NH4Cl-Lösung gequencht 
wurde. Das resultierende zweiphasige Gemisch wurde in 

einen Scheidetrichter überführt. Die organische und die wässrige Schicht wurden 
getrennt und die wässrige Phase mit Essigsäureethylester extrahiert. Die organischen 
Phasen wurden vereinigt, mit gesättigter Kochsalzlösung gewaschen, über MgSO4

getrocknet und unter vermindertem Druck konzentriert, um das Rohprodukt zu erhalten. 
Die Reinigung erfolgte durch Säulenchromatographie unter Verwendung von basischem 
Aluminiumoxid (ALOX) als stationäre und n-Pentan/Essigsäureethylester (90:10 bis 
80:20) als mobile Phase. Das Produkt 22b wurde bei den Entschtzungen mit 80 – 90 %
Ausbeute und in diesem Fall mit 80 % (90 mg, 0.40 mmol) erhalten (Lit. 73 %, Morrison
et al. (2009)[305]).

1H-NMR (600 MHz, CDCl3): δ [ppm] = 4.24 (s, 2H, NH2), 6.72 (t, 3J = 7.8 Hz, 7.8 Hz, 1H, 
4’-H), 6.82 (td, J = 2.6, 2.4, 1.3 Hz, 1H, 2-H oder 5-H), 6.86 (dd, J = 3.3 Hz, 1.8 Hz 1H, 2-
H oder 5-H), 7.09 (dd, 3J = 7.5 Hz, , 4J = 1.5 Hz, 1H, 3’-H oder 5’-H), 7.24 (dd, 3J = 8.0 
Hz, , 4J = 1.5 Hz, 1H, 3’-H oder 5’-H), 8.45 (bs,1H, 1-H); 1H-NMR (600 MHz, DMSO-d6):
δ [ppm] = 4.7 (s, 2H, NH2), 6.57 (t, 3J = 7.7, 7.7 Hz, 1H, 4’-H), 6.87 (t, J = 2.6, 1H, 2-H
oder 5-H), 6.90–6.95 (dd, 3J = 8.1 Hz, 4J = 1.6 Hz, 1H, 3’-H oder 5’-H), 6.98 (t, J = 2.5 Hz, 
1H, 2-H oder 5-H), 7.14 (dd, 3J = 8.1 Hz, 4J = 1.6 Hz, 1H, 3’-H oder 5’-H), 11.27 (bs, 1H, 
1-H); 13C-NMR (151 MHz, CDCl3): δ [ppm] = 112.20, 116.37, 117.29, 118.05, 119.29, 
119.55, 120.34, 128.60, 130.17, 141.85. Die Signale im NMR stimmen mit der Literatur
überein.[279]
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11.1.1.9 Synthese von N-(TIPS)-Monodechloraminopyrrolnitrin (N-TIPS-22c)

In einem Ofen-getrockneten Schlenkkolben wurden die 
festen Ausgangsstoffe vereinigt: 40 (1.00 Äq., 1.20 g, 
5.80 mmol), (N-TIPS-1H-Pyrrol-3-yl)boronsäure (26f)
(1.20 Äq., 1.86 g, 6.96 mmol), ([1,1'-Bis(diphenylphos-
phino)ferrocen] Palladium(II)-dichlorid/ Pd(dppf)2Cl2,
0.05 Äq., 212 mg, 0.29 mmol), und Kaliumphosphat 
(K3PO4, 3.00 Äq., 3.69 g, 17.40 mmol). Der 
Schlenkkolben, der die Feststoffe enthält, wird evakuiert 
und mit Argon aufgefüllt (3x). Dann wurde das 

Lösungsmittelgemisch, bestehend aus 7.73 mL entgastem n-Butanol und 3.87 mL

entgastem, deionisiertem Wasser (2:1) hinzugefügt. Das resultierende Gemisch wurde 
12 h lang bei 35 °C erhitzt. Das rohe Reaktionsgemisch wurde dann über einen Trichter, 
gefüllt mit basischem ALOX, mit Essigsäureethylester filtriert und im Vakuum 
konzentriert. Die Reinigung wurde durch Säulenchromatographie über deaktiviertem 
Kieselgel (5 % Triethylamin) mit n-Pentan/Essigsäureethylester (98:2) als mobile Phase 
durchgeführt. N-TIPS-22c wurde als brauner Feststoff mit 45 – 80 % Ausbeute erhalten.
In dieser Reaktion lag die Ausbeute bei 55 % (1.12 g, 3.20 mmol) (Lit. 82 %, Morrison et 
al. (2009)[305]).

1H-NMR (600 MHz, CDCl3): δ [ppm] = 1.13 (d, 3J = 7.5 Hz, 18H, TIPS-CH3), 
1.48 (dq, 3J = 7.5 Hz, 15.2 Hz, 3H, TIPS-CH), 4.37 (s, 2H, NH2), 6.50 (dd, 3J = 2.4 Hz, 
4J = 1.8 Hz, 1H, 4-H), 6.69 (t, 3J = 7.7 Hz, 7.7 Hz, 1H, 4’-H), 6.85 (t, 3J = 2.4 Hz, 1.8 Hz, 
1H, 2-H oder 5-H), 6.96 (t, 3J = 2.4 Hz, 1.8 Hz, 1H, 2-H oder 5-H), 7.14 (dd, 3J = 7.7 Hz,
4J = 1.5 Hz, 1H, 3’-H oder 5’-H), 7.16 (dd, 3J = 7.7 Hz, 4J = 1.5 Hz, 1H, 3’-H oder 5’-H).
Die Daten stimmen mit der Literatur überein. [305]

11.1.1.10 Synthese von Monodechloraminopyrrolnitrin (MDA) (22c)

Zu einer Lösung von N-TIPS-22c (1.00 Äq., 0.95 g, 2.75 mmol) 
in 5.50 mL THF wurden 5.50 mL einer 1 M

Tetrabutylammoniumfluorid (TBAF) (2.00 Äq., 5.50 mmol)
tropfenweise bei Raumtemperatur zugegeben. Der Kolben 
wurde mit Aluminiumfolie abgedeckt, um die Lichteinwirkung zu 
minimieren. Die Lösung wurde 1 h lang bei Raumtemperatur 
gerührt. Das Reaktionsgemisch wurde mit gesättigter NH4Cl-
Lösung gequencht und die resultierende zweiphasige 
Mischung wurde in einen Scheidetrichter überführt. Die 

organischen und wässrigen Phasen wurden getrennt, und die wässrige Phase mit 
Essigsäureethylester extrahiert. Die organischen Phasen wurden vereinigt, mit 
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gesättigter Kochsalzlösung gewaschen, über MgSO4 getrocknet und unter vermindertem 
Druck konzentriert, um das Rohprodukt zu erhalten. Die Reinigung erfolgte durch 
Säulenchromatographie unter Verwendung von basischem Aluminiumoxid (ALOX) als 
stationäre und n-Pentan/Essigsäureethylester (90:10 bis 80:20) als mobile Phase. Das 
Produkt 22c wurde mit 65 – 80 % Ausbeute und in dieser Reaktion mit 76 % Ausbeute 
(0.40 g, 2.10 mmol) erhalten (Lit. 80%).

1H-NMR (600 MHz, CDCl3): δ [ppm] = 4.37 (s, 2H, NH2), 6.44 (q, J = 2.2 Hz, 2.2 Hz, 
2.1 Hz, 1H, 4-H), 6.69 (t, 3J = 7.8 Hz, 7.8 Hz, 1H, 4’-H), 6.89 (q, J = 2.5 Hz, 2.5 Hz, 2.4 Hz, 
1H, 2-H oder 5-H), 7.00 (q, J = 2.1 Hz, 2.1 Hz, 2.1 Hz, 1H, 2-H oder 5-H), 7.13 (dd, 3J = 
7.6 Hz, 4J = 1.5 Hz, 1H, 3’-H oder 5’-H), 7.17 (dd, 3J = 8.0 Hz, 4J = 1.6 Hz, 1H, 3’-H oder 
5’-H) 8.37 (bs, 1H, 1-H);13C-NMR (151 MHz, CDCl3): δ [ppm] = 108.85, 116.51, 118.40, 
118.79, 119.70, 121.66, 123.65, 127.38, 128.38, 140.77. Die Daten stimmen mit der 
Literatur überein.[305]

11.1.1.11 Synthese von 3-(ortho-Nitrophenyl)-N-(TIPS)-1H-pyrrol (N-TIPS-22i)

In einem Ofen-getrockneten Schlenkkolben wurden die festen 
Ausgangsstoffe vereinigt: 1-Iod-2-nitrobenzol (42) (1.00 Äq.,
500 mg, 2.00 mmol), 26f (1.20 Äq., 640 mg, 2.40 mmol), [1,1'-
Bis(diphenyl-phosphino)ferrocen]-PdCl2/ Pd(dppf)2Cl2
(0.05 Äq., 73 mg, 0.10 mmol) und Kaliumphosphat (K3PO4,
3.0 Äq., 1.27 g, 6.00 mmol). Der Schlenkkolben, der die 
Feststoffe enthält, wurde evakuiert und mit Argon (3x) 
aufgefüllt. Anschließend wurde das Lösungsmittelgemisch
(Verhältnis 2:1), bestehend aus 2.67 mL entgastem n-Butanol

und 1.33 mL entgastem, entionisiertem Wasser, hinzugefügt. Die resultierende Mischung 
wurde bei 35 °C für 12 h erhitzt. Das rohe Reaktionsgemisch wurde dann über einem 
Trichter mit basischem ALOX und EtOAc filtriert und im Vakuum konzentriert. Reinigung 
durch Säulenchromatographie über deaktiviertem Kieselgel (5 % Triethylamin) erfolgte 
mit n-Pentan/Essigsäureethylester (80:20) als mobile Phase. N-TIPS-22i wurde als 
brauner Feststoff mit 40 – 70 % Ausbeute und in dieser Reaktion mit 50 % Ausbeute 
(0.34 g, 1.00 mmol) gewonnen.

1H-NMR (600 MHz, CDCl3): δ [ppm] = 1.12 (d, 3J = 7.6 Hz, 18H, TIPS-CH3), 1.45 (dq, 
3J = 7.5 Hz, 3J = 15.8 Hz , 3H, TIPS-CH), 6.40 (dd, 3J = 2.8 Hz, 1.5 Hz, 1H, 4-H), 6.79 (t,
3J = 2.4 Hz, 1H, 2-H oder 5-H), 6,90 (t, 3J = 1.8 Hz, 1H, 2-H oder 5-H), 7.28 (m, 1H), 7.48 
(td, J = 7.7 Hz, 7.6 Hz, 1.3 Hz, 1H), 7.54 (dd, J = 7.8 Hz, 1.4 Hz, 1H), 7.58 (dd, J = 8.0 
Hz, 1.3 Hz, 1H). 
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11.1.1.1 Synthese von 3-(ortho-Nitrophenyl)-1H-pyrrol (3-oNPP) (22i)

Zu einer Lösung von N-TIPS-22i (1.0 Äq., 0.25 g, 0.74 mmol) in 2 mL

THF (2.0 mL/mmol Pyrrol N-TIPS-22i) bei Raumtemperatur wurden 
2.00 Äq. TBAF (1.48 mL einer 1 M Lösung in THF) tropfenweise 
zugegeben. Der Kolben wurde mit Aluminiumfolie abgedeckt, um die 
Lichtexposition zu minimieren. Das Gemisch wurde 1 h lang bei 
Raumtemperatur gerührt. Anschließend wurde mit gesättigter NH4Cl-
Lösung gequencht und das resultierende zweiphasige Gemisch in 
einen Scheidetrichter überführt. Die organische und die wässrige 
Phase wurden getrennt und die wässrige Phase mit 

Essigsäureethylester extrahiert. Die organischen Phasen wurden vereinigt, mit 
gesättigter Kochsalzlösung gewaschen, über MgSO4 getrocknet und unter vermindertem 
Druck konzentriert, um das Rohprodukt zu erhalten. Die Reinigung erfolgte durch 
Säulenchromatographie über deaktiviertem Kieselgel (5 % Triethylamin) und 
n-Pentan/Essigsäureethylester (90:10) als mobile Phase. Das Produkt 22i wurde mit 
70 % (0.10 g, 0.53 mmol) Ausbeute (Lit. 78%) erhalten.

1H-NMR (600 MHz, CDCl3): δ [ppm] = 6.33 (td, J = 2.8 Hz, 2.7 Hz, 1.6 Hz, 1H, 4-H), 6.84 
(q, J = 2.5 Hz, 2.5 Hz, 2.4 Hz, 1H, 2-H oder 5-H), 6.98 (dd, J = 2.8 Hz, 1.7 Hz, 1H, 2-H
oder 5-H), 7.31 (ddd, J = 8.1 Hz, 6.8 Hz, 1.9 Hz, 1H), 7.46-7.56 (m, 2H), 7.61 (dd, J = 8.1 
Hz, 1.2 Hz, 1H), 8.41 (bs, 1H, 1-H); 13C-NMR (151 MHz, CDCl3): δ [ppm] = 108.61, 
116.92, 119.01, 119.31, 123.43, 126.53, 129.92, 131.12, 131.61, 149.50.

11.1.1.2 Synthese von Monodechloraminofuralnitrin (MDAF) (44)

In einem Ofen-getrockneten Schlenkkolben wurden die festen 
Ausgangsstoffe vereinigt: 40 (0.85 Äq.), 3-Furylboronsäure (43)
(1.0 Äq., 0.22 g, 2.00 mmol), SPhos Pd G4 (0.1 Äq.), 
Dicyclohexyl(2′,6′-dimethoxy[1,1′-biphenyl]-2-yl)phosphan (SPhos, 
0.20 Äq.) und Kaliumcarbonat (K2CO3, 3.0 Äq.). Der Schlenkkolben 
mit den Feststoffen wurde evakuiert und mit Argon wieder aufgefüllt 
(3x). Dann wurde 96 % entgastes Ethanol (50.0 mL/mmol Furan 43)
hinzugefügt. Die resultierende Mischung wurde bei 85 °C für 16 h

erhitzt. Das Rohprodukt wurde mit Dichlormethan durch Kieselgel filtriert, im Vakuum 
konzentriert und durch Säulenchromatographie auf Kieselgel mit 
n-Pentan/Dichlormethan (60:40) gereinigt. Das Produkt 44 wurde als beiger Feststoff 
(0.27 g, 1.40 mmol) mit einer Ausbeute von 70 % (Lit. 81 %, (Read et al., 2012)[370]

erhalten.
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1H-NMR (600 MHz, CDCl3): δ [ppm] = 4.27 (s, 2H, NH2), 6.62 (dd, J = 1.8 Hz, 0.9 Hz, 
1H), 6.71 (t, J = 7.8 Hz, 1H), 7.10 (dd, J = 7.6 Hz, 1.4 Hz, 1H), 7.23 (dd, J = 8.0 Hz, 1.4 Hz, 
1H), 7.54 (t, J = 1.7 Hz, 1H), 7.66 (t, J = 1.2 Hz, 1H); 13C-NMR (151 MHz, CDCl3): δ [ppm] 
= 110.89, 118.54, 119.77, 119.96, 123.24, 128.37, 128.58, 140.20, 140.99, 143.67. Die 
Daten stimmen mit der Literatur überein.[370]

11.1.2 Synthese von Arylpyrrolen via van Leusen Reaktion

Für die Synthesen von weiteren Derivaten des Substrates der Halogenase PrnC erfolgten 
Experimente in Anlehnung an die Publikation von Smith et al.[371]. Diese Strategie 
beinhaltet einen Aufbau des Pyrrolrings mittels Tosylmethylisocyanid (TosMIC) und der 
Doppelbindung des Styrols.

Schema 3: Reaktionsschema der van-Leusen-Reaktion von Styrolen mit TosMIC.

11.1.2.1 Synthese von 3-Phenyl-1H-pyrrol (3-PP) (22j)

Zu einer Suspension von NaOtBu (2.00 Äq., 384 mg, 4.00 mmol) in 
6 mL trockenem DMSO (3.0 mL/mmol Styrol 45) wurde bei 
Raumtemperatur eine Lösung aus Styrol 45 (1.00 Äq., 230 μL,
210 mg, 2.00 mmol) und Tosylmethylisocyanid (TOSMIC) (46)
(1.30 Äq., 508 mg, 2.60 mmol) in 6 mL DMSO (3.0 mL/mmol Styrol
45) gegeben. Die beigefarbene Lösung wurde 18 h lang bei 50 °C
gerührt. Anschließend wurde die Lösung auf Raumtemperatur 
abgekühlt und mit Essigsäureethylester und gesättigter 

Kochsalzlösung verdünnt. Das resultierende zweiphasige Gemisch wurde in einen 
Scheidetrichter überführt. Die wässrige Phase wurde dreimal mit EtOAc extrahiert, über 
MgSO4 getrocknet, filtriert und im Vakuum konzentriert. Das Rohprodukt wurde durch 
Säulenchromatographie auf Kieselgel mit n-Pentan/Dichlormethan (80:20) gereinigt, um 
22j (Rf: 0.22) als braunen Feststoff mit 40 % Ausbeute (0.12 g, 0.80 mmol) zu erhalten 
(Lit. 47 %, Smith et al. (2002)).[371]
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1H-NMR (600 MHz, CDCl3): δ [ppm] = 6.56 (td, J = 2.7 Hz, 2.7 Hz, 1.5 Hz, 1H, 4-H), 6.84 
(q, J = 2.5 Hz, 2.5 Hz, 2.4 Hz, 1H, 2-H oder 5-H), 7.10 (q, J = 2.1 Hz, 2.1 Hz, 2.0 Hz, 1H, 
2-H oder 5-H), 7.17 (tt, J = 7.3 Hz, 1.3 Hz, 1.3 Hz, 1H, 4’-H), 7.34 (t, J = 7.8 Hz, 2H), 7.52 
(m, 2H), 8.27 (bs, 1H, 1-H); 13C-NMR (151 MHz, CDCl3): δ [ppm] = 106.77, 114.67,
119.01, 125.42, 125.65, 127.22, 128.74, 138.47. Die Daten stimmen mit der Literatur 
überein.[371]

11.1.2.2 Synthese von 3-(meta-Chlorphenyl)-1H-pyrrol (3-mCPP) (22k)

Zu einer Suspension von NaOtBu (2.00 Äq., 672 mg, 7.00 mmol) in 
10 mL trockenem DMSO (3.0 mL/mmol Styrol 45a) wurden als Lösung 
3-Chlorstyrol (45a) (1.00 Äq., 445 μL, 490 mg, 3.50 mmol) und 
TosMIC (46) (1.30 Äq., 889 mg, 4.55 mmol) in DMSO (3.0 mL/mmol 
Styrol 45a) bei Raumtemperatur hinzugegeben. Die beigefarbene 
Lösung wurde 6 h lang bei 50 °C gerührt. Anschließend wurde die 
Lösung auf Raumtemperatur abgekühlt und mit Essigsäureethylester
und gesättigte Kochsalzlösung verdünnt. Das resultierende 
zweiphasige Gemisch wurde in einen Scheidetrichter überführt. Die 

wässrige Phase wurde dreimal mit EtOAc extrahiert, über MgSO4 getrocknet, filtriert und 
im Vakuum konzentriert. Das Rohprodukt wurde durch Säulenchromatographie auf 
Kieselgel mit n-Pentan/Dichlormethan (80:20) gereinigt, um 22k (Rf: 0.22) als braunen 
Feststoff mit 30 % Ausbeute (0.19 g, 1.05 mmol) zu erhalten (Lit. 58 %, Smith et al.
(2002).[371]

1H-NMR (600 MHz, CDCl3): δ [ppm] = 6.52 (q, J = 2.7 Hz, 2.6 Hz, 1.7 Hz, 1H, 4-H), 6.84 
(q, J = 2.6 Hz, 2.6 Hz, 2.2 Hz, 1H, 2-H oder 5-H), 7.10 (q, J = 2.1 Hz, 2.0 Hz, 2.0 Hz, 1H, 
2-H oder 5-H), 7.13 (ddd, J = 7.9 Hz, 2.1 Hz, 1.0 Hz, 1H), 7.23-7.28 (t, J = 7.8 Hz, 1H), 
7.40 (dt, J = 7.8 Hz, 1.3 Hz, 1.3 Hz, 1H), 7.51 (t, J = 1.9 Hz, 1H), 8.31 (bs, 1H, 1-H);13C-
NMR (151 MHz, CDCl3): δ [ppm] = 106.22, 110.15, 115.12, 119.21, 119.77, 123.22,
125.09, 125.13, 129.80, 138.01. Die Daten stimmen mit der Literatur überein.[371]
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11.1.2.3 Synthese von 3-(para-Pyridinyl)-1H-pyrrol (3-pPyP) (22l)

Zu einer Suspension von NaOtBu (2.00 Äq., 547 mg, 5.70 mmol) in 9 mL

trockenem DMSO (3.0 mL/mmol Styrol 45b) wurde bei Raumtemperatur 
eine Lösung von 4-Vinylpyridin 45b (1.00 Äq., 310 μL, 300 mg, 
2.85 mmol) und 46 (1.30 Äq., 724 mg, 3.71 mmol) in DMSO 
(3.0 mL/mmol Styrol 45b) zugegeben. Die beigefarbene Lösung wurde 
2 h lang bei Raumtemperatur gerührt. Anschließend wurde die Lösung mit 
Essigsäureethylester und gesättigter Kochsalzlösung verdünnt. Das 
resultierende zweiphasige Gemisch wurde in einen Scheidetrichter 

überführt. Die wässrige Phase wurde dreimal mit EtOAc extrahiert, über MgSO4

getrocknet, filtriert und im Vakuum konzentriert. Das Rohprodukt wurde durch 
Säulenchromatographie auf Kieselgel unter Verwendung von n-Pentan/Dichlormethan 
(80:20) gereinigt, um Verunreinigungen zu entfernen. Dann wurde das Lösungsmittel 
durch Methanol ersetzt. Schließlich musste das Produkt in kaltem Methanol mehrere 
Male umkristallisiert werden, um die grün gefärbte Verunreinigung abzutrennen. Das 
Produkt 22l wurde als weißer Feststoff mit 55 % Ausbeute (0.23 g, 1.57 mmol) erhalten
(Lit. 67 %, Smith et al. (2002)).[371]

1H-NMR (600 MHz, DMSO-d6): δ [ppm] = 6.56-6.60 (m, 1H, 4-H), 6.86 (q, J = 2.5 Hz, 2.5 
Hz, 2.2 Hz 1H, 2-H oder 5-H), 7.47-7.51 (m, 3H), 8.37-8.41 (m, 2H), 11.18 (bs, 1H, 1-H);
13C-NMR (151 MHz, DMSO-d6): δ [ppm] = 106.57, 117.32, 118.93, 119.70, 120.56,
143.26, 149.55. Die Daten stimmen mit der Literatur überein.[371]
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11.1.3 Chemische Halogenierung

Schema 4: Chemische Chlorierungs-Reagenzien. Neben hypochloriger Säure und N-Chlorsuccinimid ist auch das 
Guanidin-Derivat Palau‘Chlor® [320] zu sehen.

11.1.3.1 Biomimetischer Ansatz zur chemischen Chlorierung von MDA

Für den Vergleich von biokatalytischer Chlorierung und chemischer Halogenierung 
wurden beide – MDA (22c) und geschütztes N-TIPS-22c – verwendet. Zunächst wurden 
biomimetische Reaktionen durchgeführt, bei denen 50 μL DMSO-Stocks an 22c (1.2 mM)
in 950 μL deionisiertem Wasser gelöst wurden. Zu der entstandenen Lösung von 60 μM

MDA (1.00 Äq., 11.56 μg, 60 nmol) mit 5 % (v/v) DMSO, wurden in zwei 
Reaktionsgefäßen anschließend jeweils 1.00 Äq. (8.01 μg, 60 nmol) NCS (2a) bzw. 
1.00 Äq. (12.58 μg, 60 nmol) Palau‘Chlor® (47) hinzugefügt. In einem dritten Ansatz 
erfolgte die Zugabe von 15 % Hypochlorsäure (1a). Wegen der hohen Konzentration 
wurde die 15 %-Lösung von Hypochlorsäure (150 g/L) um den Faktor 1000 verdünnt 
(150 mg/L), bevor sie in der Reaktion eingesetzt wurde. Nach der Vorlage von 50 μL

DMSO-Stock an 22c (1.00 Äq., 11.56 μg, 60 nmol), erfolgte dann die Zugabe von 971 μL

Wasser, bevor 29 μL der verdünnten hypochlorigen Säure (1.00 Äq., 150 mg/L, 4.35 μg,
60 nmol) als Halogenierungsreagenz hinzugefügt wurden. Für alle drei Reaktionen 
betrug das Endvolumen 1 mL. Die Reaktion wurde 24 h lang bei Raumtemperatur gerührt. 
Die Proben wurden mit Essigsäureethylester extrahiert und über einer mit Watte und
MgSO4 gefüllten Pasteurpipette getrocknet. Die Reaktion wurde mittels GC-MS 
analysiert. Bei diesem Experiment wurde nur 1 % Chlorierung für 2a und keine für die 
anderen Halogenierungsreagenzien nachgewiesen.
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11.1.3.2 Chlorierung von MDA bei verschiedenen Temperaturen

Im folgenden Versuch wurden in zwei Reaktionsgefäßen jeweils 1.00 Äq. (10 mg, 
51.90 μmol) von MDA 22c in 1 mL Chloroform (20.0 mL/mmol 22c) gelöst. Für Reaktion 
1 wurden 2.20 Äq. (15.24 mg, 114.18 μmol) NCS (2a) und für Reaktion 2 wurden 2.20 Äq. 
(23.94 mg, 114.18 μmol) Palau‘Chlor® (47) hinzugefügt. Die Reaktionen 1 und 2 wurden 
bei 50 °C für eine Stunde gerührt. Die Proben wurden mit Essigsäureethylester extrahiert 
und über einer mit Watte und MgSO4 gefüllten Pasteurpipette getrocknet. Die Reaktion 
wurde mittels GC-MS analysiert. In diesem Fall zeigten beide Halogenierungsreagenzien 
das gleiche Produktmuster (Rodriguez et al., 2014)[320]. Um eine bessere Selektivität zu 
erhalten, wurde anschließend die Temperatur auf Raumtemperatur reduziert und die 
Reaktion sowohl mit 1.00 Äq. (18.11 mg, 51.90 μmol) N-TIPS-22c, als auch 1.00 Äq.
(10 mg, 51.90 μmol) MDA (22c) und 2.20 Äq. (23.94 mg, 114.18 μmol) Palau‘Chlor® (47)
wiederholt. Für die Chlorierung von 1.00 Äq. (18.11 mg, 51.90 μmol) N-TIPS-22c wurde 
zum Vergleich erneut auch NCS (2a) (2.20 Äq. 15.25 mg, 114.18 μmol) in einer Reaktion 
bei Rauumtemperatur verwendet. Der letzte Ansatz war die Chlorierung von 1.00 Äq.
(18.11 mg, 51.90 μmol) N-TIPS-22c mit NCS (2a) (2.20 Äq. 15.25 mg, 114.18 μmol) bei 
0 °C für 12 h und anschließender Erwärmung auf Raumtemperatur. Die Reaktionen 
wurden mit Essigsäureethylester extrahiert und über einer mit Watte und MgSO4 gefüllten 
Pasteurpipette getrocknet, um mittels GC-MS analysiert zu werden. Die Ansätze mit 
geschütztem MDA wurden nach der Extraktion und vor der GC-MS-Analyse analog dem 
Kapitel 11.1.1.10 mit 2.00 Äq. TBAF (1 M in THF) in THF versetzt und für 1 h bei RT zur 
Entschützung gerührt.

11.1.4 Synthese von Nicotinamid-Derivaten

Abbildung 115: Zwei-Schritt-Synthese von N-Benzyl-1,4-dihydronikotinamid (BNAH) aus Nikotinamid und 
Benzylbromid über die Zwischenstufe des N-Benzylnikotinamids (BNA) für die FADH2-Regeneration.[181, 372]
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11.1.4.1 Synthese von N-Benzylnicotinamid (BNA) (21d)

In einem Ofen-getrockneten Zweihalskolben mit Acetonitril (MeCN, 
260 mL) wurden die festen Ausgangsstoffe Nicotinamid (21c)
(1.00 Äq., 10.0 g, 81.9 mmol) und Benzylbromid (24) (1.00 Äq., 
9.7 mL, 81.9 mmol) vereinigt. Diese Suspension wurde für 15 h unter 
Rückfluss bei 90 °C erhitzt. Nach Ablauf der Reaktionszeit wurde die 
Reaktionslösung auf Raumtemperatur gekühlt und 100 mL

Diethylether zur Präzipitierung hinzugefügt. Anschließend erfolgte 
die Filtrierung. Der klebrige, schaumartige Feststoff wurde 
anschließend dreimal mit 20 mL weiterem Diethylether gewaschen. 
Nach Evaporieren des Lösemittels wurde das farblose Pulver des 

21d mit 96 % Ausbeute (23.0 g, 78.5 mmol) erhalten.

1H-NMR (600 MHz, DMSO-d6): δ [ppm] = 5.95 (s, 2H, 8-H), 7.45 (m, 3H, 4‘-H, 5‘-H, 6‘-H, 
Ph), 7.59 (m, 2H, 3‘-H, 7‘-H, Ph), 8.19 (s, 1H, NH), 8.29 (dd, 1H, 4-H), 8.62 (s, 1H, NH),
8.99 (dt, 1H, 3-H), 9.33 (dt, 1H, 5-H), 9.67 (t, 1H, 7-H).

11.1.4.2 Synthese von N-Benzyl-1,4-dihydronicotinamid (BNAH) (Dihydro-21d)

In einem Ofen-getrockneten Schlenkkolben wurden das 
N-Benzylnicotinamid (21d) (1.00 Äq., 2.93 g, 10.0 mmol) und 
Natriumhydrogencarbonat NaHCO3 (5.00 Äq., 4.20 g, 50.0 mmol) 
vorgelegt und der Kolben sekuriert. Über eine Spritze wurden 60 mL

entgastes Wasser hinzugefügt. Nachdem das Ausgangmaterial gelöst 
war (klare Lösung), wurde der Kolben mit Alufolie umwickelt. Unter N2-
Atmosphäre wurden dann 5.00 Äq. Natriumdithionit Na2S2O4 (8.71 g, 
50.0 mmol) vorsichtig unter Gasentwicklung hinzugefügt. Die nun 
gelbe Lösung wurde für 3 h bei Raumtemperatur im Dunklen gerührt. 

Nach 1 h war ein präzipitierter Feststoff sichtbar. Das Produkt wurde filtriert und 
mehrmals mit kaltem Wasser gewaschen. Nach Trocknung über Nacht wurde das gelbe 
BNAH (Dihydro-21d) mit 79 % (1.69 g, 7.90 mmol) erhalten.

1H-NMR (600 MHz, CDCl3): δ [ppm] = 3.18 (dd, 2H, 3-H), 4.30 (s, 2H, 8-H), 7.77 (m, 1H,
4-H), 5.29 (s, 2H, NH2), 5.76 (d, 1H, 5-H), 7.17 (s, 1H, 7-H), 7.20-7.40 (m, 5H, 3‘-H, 4‘-H, 
5‘-H, 6‘-H, 7‘-H, Ph).
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11.2 Biosynthese von Pyrrolnitrin & Halogen-Prodigininen

Nach der erfolgreichen Elektroporation von P. putida KT2440, P. putida KT2440 pig-r44
und P. putida KT2440 rot1 ΔpigD[280, 355, 373] (basierend auf dem Stamm P. putida KT2440 
pig-r1)[373] mit jeweils dem Vektor pBTBX-2* (Leervektorkontrolle), pBTBX-2*-pltLA
(Dichlorierung von MBC) und pBTBX-2*-PRN ptac (PRN als MAP-Ersatz) erfolgte ein 
Biosynthese-Ansatz von Pyrrolnitrin und Prodiginin-Derivaten (Abbildung 40 und
Abbildung 110). Die Kombination von Pyrrolnitrin im Kontext der Prodigiosin-Biosynthese 
basiert unter anderem auf den Arbeiten von Zhao et al. (Abbildung 39).[284] Hierfür wurden 
10 mL ÜNK in LB-Medium angesetzt. Die jeweiligen Antibiotika wurden mit 20 μg/mL

(Gentamycin) bzw. 50 μg/mL (Kanamycin) zugesetzt. Die Hauptkulturen werden in 20 mL

LB-Medium angezogen und bei 30 °C und 120 rpm bis zu einer OD600 = 0.5 wachsen 
gelassen. Die Induktion erfolgte dann mit 1 – 2 mM Salicylat bzw. 2 % L-Arabinose[374]

(133 mM, 20 mg/mL) (Abbildung 79 und Abbildung 82).[323] Die Temperatur wurde auf 
Grund der Proteinstabilität auf 18 °C gesenkt und nach 24 h wurden die Zellen geerntet, 
die Überstände mit einem Volumen EE extrahiert, konzentriert und in Methanol 
aufgenommen. Der Zellaufschluss erfolgte mittels CelLyticTM P Cell Lysis Reagent der 
Firma Sigma Aldrich [C2360].

11.3 Untersuchung des Substratspektrums von PrnC

Die Reaktionen wurden für 60 min bei 35 °C und 700 rpm in 0.5 mL durchgeführt. Der 
Reaktionspuffer basierte auf KPi mit einer Konzentration von 25 mM und einem pH-Wert 
von 7.2 und enthielt 20 mM Glucose und 30 mM NaCl (aus dem Lagerungspuffer). PrnC 
wurde bis zu einer Endkonzentration von 14 μM (0,93 mg/mL) zugegeben. Die Flavin-
Reduktase PrnF wurde bis zu einer volumetrischen Aktivität von 2 U/mL (1.2 μM) und das 
Cofaktor-Recycling-System GDH bis zu einer Aktivität von 2 U/mL zugesetzt. Cosubstrate 
waren NADH (1 mM) und FAD (30 μM). Die Substrate wurden als DMSO-Stammlösung 
(20x) zugegeben, was eine Endkonzentration von 60 μM der Verbindung und 5 % (v/v) 
DMSO ergab. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 0.25 mL Essigsäureethylester mit 
internem Standard (50 μM m Chlortoluol) gestoppt. Das Gemisch aus Reaktionslösung 
und organischer Phase wurde gemischt (Vortexer) und anschließend zur 
Phasentrennung zentrifugiert. Anschließend wurde die organische Phase über MgSO4

getrocknet und erneut zentrifugiert. Der Überstand wurde in ein GC-Vial überführt. Die 
Umsetzung wurde durch GC-MS-Analyse bestimmt (Abbildung 70) und 
Produktpeakfläche für jede Probe auf die Fläche des internen Standards normiert. Als 
kleine Bibliothek wurden die Arylpyrrole 22i-l, das Furan (44) und Pyrrol-2-Carbaldehyd 
(26g) als einfaches Pyrrol getestet. Das natürliche Substrat 22c wurde als Vergleich und 
Positivkontrolle verwendet.
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11.4 Michaelis-Menten-Kinetik

Zur Quantifizierung des Umsatzes und zur Bestimmung der Aktivität musste eine 
Kalibrierung des biokatalytischen Produkts APRN (22b) vorgenommen werden. Dazu 
wurden 50 μL APRN-Stocks in DMSO mit Konzentrationen von 20 μM, 40 μM, 60 μM,
80 μM, 120 μM, 160 μm und 200 μM mit 950 μL Reaktionspuffer ohne PrnC gemischt. Die 
anschließende Extraktion erfolgte analog zu dem bei der Bestimmung des 
Substratspektrums, allerdings mit 100 μM m-Chlortoluol im Lösemittel.

Zur Bestimmung der kinetischen Parameter wurde eine Reaktionsmischung mit 25 mM

KPi (pH = 7.2), 30 mM NaCl, 20 mM Glucose, 1 % Glycerin (aus dem Lagerungspuffer), 
30 μM FAD, 2 U/mL PrnF, 2 u/mL GDH und 0.3 mg/mL PrnC (~4.5 μM) zu in DMSO 
gelöstem MDA (20 μM – 2000 μM) gegeben. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 1 mM

NADH auf ein Endvolumen von 1 mL in einem 2 mL Reaktionsgefäß gestartet und mit 
700 U/min bei 30 °C geschüttelt (Eppendorf Thermomixer compact, beheizter 
Schüttelblock für 1,5 – 2 mL, Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland). Die 30 °C waren 
ein Kompromiss zwischen der Stabilität von Verbindungen und Enzymen und der 
Reaktionsgeschwindigkeit. Die Proben wurden direkt nach Beginn der Reaktion (0 min), 
nach 5 min, 10 min, 15 min und 20 min gezogen. Die Reaktion wurde durch Zugabe eines 
Volumens Essigsäureethylester mit IS (100 μM m-Chlortoluol) gestoppt. Die organische 
Phase wurde nach dem Mischen (Vortexer) und Zentrifugieren zur Phasentrennung 
extrahiert. Anschließend wurde die organische Phase über MgSO4 getrocknet und erneut 
zentrifugiert. Der Überstand wurde in ein GC-Vial überführt und analysiert (Abbildung 67).
Die Rohdaten finden sich im Anhang unter dem Kapitel 14.4.

11.5 Design of Experiment

Für eine systematische Analyse der Reaktionsbedingungen für PrnC erfolgte ein Design 
of Experiment Verfahren mithilfe der Software Design Expert (StatEase, Inc.). Hierfür 
wurde das sogenannte „Factorial Design“ als Grundlage gewählt und die Reaktionen in 
Duplikaten durchgeführt. Als Negativ-Kontrolle dienten Proben ohne Enzym PrnC.

Für die Untersuchung wurden für jeden Parameter zwei Grenzwerte getestet. Diese 
waren für die Reaktionstemperatur 20 °C und 40 °C, Die Reduktaseaktivität SsuE 7 U/L
bzw. 34 U/L, pH = 7 oder 8, FAD-Konzentration 10 μM und 500 μM, NADPH mit 50 μM

oder 1000 μM und eine Konzentration von NaCl 10 mM bzw. 100 mM. Die Reaktion wurde 
durch Zugabe von NADPH gestartet. Die Reaktion erfolgte in 1 mL Reaktionslösung in 
50 mM KPi,1 % Glycerin, 500 μM Substrat, 20 mM Glucose, 10 U/mL GDH und PrnC 
(4.5 μM bzw. 0.3 mg/mL). Bei entsprechender Temperatur wurde die Reaktion für 2 h und 
700 rpm durchgeführt. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 1 mL Essigsäureethylester
(EE mit internem Standard 500 μM meta-Chlortoluol) gestoppt. Die obere organische 
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Phase wurde nach Schütteln und Zentrifugation abgenommen, über Magnesiumsulfat 
getrocknet und mit Hilfe von GC-MS analysiert (Abbildung 65). Das Planen der 
Experimente erfolgte unter Anleitung von Dr. Thomas Classen. Die Rohdaten finden sich 
im Anhang unter dem Kapitel 14.4.
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14. ANHANG

14.1 Vektorkarten mit Gen- und Aminosäuresequenzen

pGEB ist ein modifizierter Vektor pET28a(+), in welchem die multiple cloning site (MCS) 
ausgetauscht wurde.

1. pET28a(+):

TCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGaaggagATATACCCATGGGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACAGCAG
CGGCCTGGTGCCGCGCGGCAGCCATATGGCTAGCATGACTGGTGGACAGCAAATGGGTCGCGGATCCGAATTC

2. pGEB:

TCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGaaggagATATACCCGTCGCGGATCCGAATTC

XbaI SCHNITTSTELLE, Ribosombindestelle (RBS), (former) NcoI SCHNITTSTELLE,

underlined area was deleted, EcoRI SCHNITTSTELLE
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Weitere kommerziell erhältliche Vektoren die in dieser Arbeit genutzt wurden. Entweder 
als Lagerungsplasmid, Selektion oder durch Genbestellungen.

3. pUC19:

Sequenz der MCS:

TTTACACTTTATGCTTCCGGCTCGTATGTTGTGTGGAATTGTGAGCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGCTatg
ACCATGATTACGCCAAGCTTGCATGCCTGCAGGTCGACTCTAGAGGATCCCCGGGTACCGAGCTCGAATTCACTGGC
CGTCGTTTTACAACGTCGTGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCG
CCAGCTGGCGTAATAGCGAAGAGGCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGCGC
CTGATGCGGTATTTTCTCCTTACGCATCTGTGCGGTATTTCACACCGCATATGGTGCACTCTCAGTACAATCTGCTC
TGATGCCGCATAG

Lac Promotor, LAC Operator, Start-Codon des LacZ Fragments, HindIII, Stop-Codon 
des LacZ Fragments
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4. pUC57-Brick(+):

Sequenz der MCS:

TGCGGATCCGATATCTAGATGCATTCGCGAGGTACCGAGCTCAAGCTTGAGTATTCTATAGTCTCACCTAAATAGCT
TGGCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCCTGTGTGAAAATGCGGTATTTTCTCCTTACGCATCTGTGCGGTATTTCAC
ACCGCATATGGTG

BamHI Schnittstelle, NdeI Schnittstelle
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Für die Arbeit mit mehreren Organismen wurden folgende Shuttle-Vektoren genutzt:

5. pCombiCom1 (pCC1):

Als Nachfolger des pVLT33 wurde dieser Vektor vom Projektkoordinator Dr. Anita
Löschcke designed.

Sequenz der MCS:

AATTGTGAGCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGAATTCATATGTGAAAGCTTGAGCTCGCTAGCGGTACCCGGG
GATCCCTGCAGCCATGGAGATCTACTAGTAGTACTGCATGCTCTAGActcgagTGGTCGCATCCACAATTTGAGAAA
TAAGTCGACTACTAGAAAAAAAAACCCCGCCCCTGACAGGGCGGGGTTTTTTTT

LacO de Boer, RBS de Boer, EcoRI Schnittstelle, NdeI Schnittstelle, Start- und Stopp-
Codon, XhoI Schnittstelle, Strep-tag, SalI Schnittstelle, BBa_1006 Terminator
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6. pBTBX-2:

Sequenz der MCS:

ACTTTAAGAAGGAGATATACCCATGGTAAAATGGTCAGTATTGAGCGATATCTAGAGAATTCGTCAACGAATTCAAG
CTTGATATCATTCAGGACGAGCCTCAGACTCCAGCGTAACTGGACTGAAAACAAACTAAAGCGCCCTTGTGGCGCTT
TAGTTTT

Ribosomenbindestelle (RBS) , NcoI Schnittstelle, Start- und Stop-Codon, XbaI,

SoxR Terminator
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Pseudomonas protegens Pf-5 monodechloraminopyrrolnitrin (MDA) halogenase PrnC

GenBank: AAY92872.1

Extinktionskoeffizient (280 nm) Expasy (oxidized): 85885 M-1 cm-1

Molekulargewicht: 66.2 kDa

7. pET28a(+)-prnC-His9:

Aminosäuresequenz:

MTQKSPANGHDSNHFDVIILGSGMSGTQMGAILAKQQFRVLIIEQSSHPRFTIGESSIPETSLMNRIIADRYDIPEL
GHITSFYSTQRYVSSSTGIKRNFGFVFHKPGQEHDPKEFTQCVIPELPWGPESHYYRQDVDAYLLQAAIKYGCTVRQ
KTSVTEYHADKDGVAVTTAEGERFTGRYMIDCGGPGAPLATKFGLREEPCRFKTHSRSLYTHMLGVKPFDDIFKVKG
QRWRWHEGTLHHMFTGGWLWVIPFNNHPRSTNNLVSVGLQLDPRVYPKTDIPAQQEFDEFLARFPSIGAQFRDAVPV
RDWVKTDRLQFSSNACVGDRYCLMLHANGFIDPLFSRGLENTAVTIHALAARLIKALRDDDFSPERFEYIERLQQKL
LDHNDDFVSCCYTAFSDFRLWDAFHRLWAVGTILGQFRLVQAHARFRASRDEGDLDHLDNDPPYLGYLCADMEQYYQ
LFNDAKAEVEAVSAGHKSAEEAALRIHALIDERDFAKPMFGFGYCITGDKPQLNNSKYSLIPAMKLMYWTQTRAPAE
VKKYFDYNPMFALLKAYITTRIGLALKKHVHHHHHHHHH

Gensequenz:

aaggagATATACatgactcagaagagccccgcgaacgaacacgatagcaaccacttcgacgtaatcatcctcggttc
gggcatgtccggtacccagatgggggccatcctggccaaacaacagtttcgcgtgctgatcatcgagcagtcgtcgc
acccgcggttcacgatcggcgaatcgtcgatccccgaaacgtctctcatgaaccgcatcatcgctgatcgctacgac
attccggagctcggccacatcacctcgttctactcgacgcagcgttacgtttcgtcgagcacgggcatcaagcgcaa
cttcggcttcgtgttccacaaacctggccaggagcacgacccgaaggagttcacccagtgcgtcattcccgagctgc
cgtgggggccggagagccattattaccggcaggacgtcgacgcctatctgttgcaagcggccatcaaatatggctgc
acggtccgccagaagacgagcgtgaccgaatatcacgcggacaaggacggcgtcgcggtgaccaccgccgagggcga
gcggttcaccggccggtacatgatcgactgcggaggacccggcgcgccgctggcgaccaagttcgggctccgcgaag
agccgtgtcgcttcaagacgcactcgcgcagcctctacacgcacatgctcggggtcaagccgttcgacgacatcttc
aaggtcaaggggcagcgctggcgctggcacgaaggaaccctgcaccacatgttcaccggcggctggctctgggtgat
tccgttcaacaaccacccgcgctcgaccaataacctggtgagcgtcggcctgcagctcgacccgcgtgtctacccga
aaaccgacattcccgcgcagcaggaattcgacgagttcctcgcgcggttcccgagcatcggcgctcagttccgggac
gccgtgccagtgcgcgactgggtcaagaccgaccgcctgcagttctcgtcgaacgcctgcgtcggcgaccgctactg
cctgatgctgcacgcgaacgggttcatcgacccgctcttctcccgggggctcgagaacaccgcggtgaccatccacg
cgctcgcggcgcgcctcatcaaggcgctacgcgacgacgacttctcccccgagcgcttcgagtacatcgagcgcctg
cagcaaaagcttttggaccacaacgacgacttcgtcagctgctgctacacggcgttctcggacttccgcctatggga
cgcgttccaccggctgtgggcggtcggcactatcctcgggcagttccggctggtgcaagcccacgcgaggtttcgcg
cgtcgcgcgacgagggcgacctcgatcacctcgacaacgacccgccgtacctcgggtacctgtgcgcggacatggag
cagtactaccagttgttcaacgacgccaaagccgaggtcgaggctgtgagcgccgggcacaagtcggccgaggaggc
cgcgttgcggattcacgccctcatcgacgaacgagacttcgccaagccgatgttcggcttcgggtactgcatcaccg
gggacaagccgcagctcaacaactcgaagtacagcctgataccggcgatgaagctgatgtactggacgcaaacccgc
gcgccggcagaggtgaagaagtacttcgactacaacccgatgttcgcgctgctcaaggcgtacatcaccacccgcat
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cggcctggcgctgaagaagcacgtgCACCACCACCACCACCACCACCACCACtgaGATCCGGCTGCTAACAAAGCCC
GAAAGGAAGCTGAGTTGGCTGCTGCCACCGCTGAGCAATAACTAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTG
AGGGGTTTTTTG

Start- und Stop-Codon, HIS-TAG, Ribosombindestelle (RBS) ,T7 TERMINATOR)
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Pseudomonas protegens Pf-5 flavin reductase PrnF

GenBank: AAY92875.1

Extinktionskoeffizient (280 nm) Expasy (oxidized): 13075 M-1 cm-1

Molekulargewicht: 21.0 kDa

8. pET28a(+)-prnF:

Aminosäuresequenz:

MIAATETKVHDLLDAEGRDVRDARELRNVLGQFATGVTVITTRTADGRNVGVTANSFSSLSLSPALVLWSLARTAPS
LKAFCSASHFAINVLGAHQHHLSEQFARAAADKFAGVAHSYGKAGAPVLDDVVAVLVCRNVTQYEGGDHLIFIGEIE
QYRYSGAEPLVFHAGQYRGLGSNRAESVLKHE

Gensequenz mit His-tag:

CTCTAGAATAATTTTGTTTAACTTTAAGaaggagATATACCCatgattgctgccaccgaaaccaaagttcacgattt
gctcgatgccgagggccgcgatgtccgcgatgcccgtgaactgcgcaacgtgctggggcagtttgctaccggtgtga
ccgtgatcaccacccgcaccgcagacggccgcaacgtcggtgtgacggccaactcgttctcctcactgtcgctgtca
ccggcgctggtgctctggagcctggcacgcacggcaccgagcctgaaggccttttgctcggcgagccacttcgccat
caacgtactgggcgcgcaccagcaccacctgtcggagcagttcgcacgggcagcagccgacaagttcgccggtgtag
ctcattcctatggcaaggcgggagccccggtgctggacgatgtggtggcagtgctggtgtgccgcaacgtcacccag
tacgagggcggtgaccacctgatcttcattggcgagatcgaacaataccgctacagcggcgcagaaccgctggtctt
ccatgcaggccagtaccgggggctagggagcaatagagcagaaagcgtcctcaagcacgaataaGAGCTCTGACTCG
AG

XbaI Schnittstelle, Vorherige NcoI Schnittstelle,

Start- und Stop-Codon, XhoI Schnittstelle,

Ribosombindestelle (RBS)
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9. pET28a(+)-prnF-His6:

Aminosäuresequenz mit His-tag:

MIAATETKVHDLLDAEGRDVRDARELRNVLGQFATGVTVITTRTADGRNVGVTANSFSSLSLSPALVLWSLARTAPS
LKAFCSASHFAINVLGAHQHHLSEQFARAAADKFAGVAHSYGKAGAPVLDDVVAVLVCRNVTQYEGGDHLIFIGEIE
QYRYSGAEPLVFHAGQYRGLGSNRAESVLKHETSHHHHHH

Gensequenz mit His-tag:

aaggagATATACCCatgattgctgccaccgaaaccaaagttcacgatttgctcgatgccgagggccgcgatgtccgc
gatgcccgtgaactgcgcaacgtgctggggcagtttgctaccggtgtgaccgtgatcaccacccgcaccgcagacgg
ccgcaacgtcggtgtgacggccaactcgttctcctcactgtcgctgtcaccggcgctggtgctctggagcctggcac
gcacggcaccgagcctgaaggccttttgctcggcgagccacttcgccatcaacgtactgggcgcgcaccagcaccac
ctgtcggagcagttcgcacgggcagcagccgacaagttcgccggtgtagctcattcctatggcaaggcgggagcccc
ggtgctggacgatgtggtggcagtgctggtgtgccgcaacgtcacccagtacgagggcggtgaccacctgatcttca
ttggcgagatcgaacaataccgctacagcggcgcagaaccgctggtcttccatgcaggccagtaccgggggctaggg
agcaatagagcagaaagcgtcctcaagcacgaaactagtcaccaccaccaccaccactgaACTAGTTAAGAGCTCTG
ACTCGAG

Start- und Stop-Codon, HIS-TAG, ribosombindestelle (RBS),

Vorherige NcoI Schnittstelle, SpeI und XhoI Schnittstellen
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Pseudomonas protegens Pf-5 Biosynthese-Cluster für Pyrrolnitrin PrnABCDF

GenBank: PrnA (AAY92870.1), PrnB (AAY92871.1), PrnC (AAY92872.1),
PrnD (AAY92873.1), PrnF (AAY92875.1)

Molekulargewicht: PrnA (62.5 kDa), PrnB (40.8 kDa), PrnC (66.1 kDa), PrnD (42.1 kDa),
PrnF (19.9 kDa)

10. pET28a(+)-prnABCDF:

Aminosäuresequenzen:

PrnA-Strep:

MNKPIKNIVIVGGGTAGWMAASYLVRALQQQVNITLIESAAIPRIGVGEATIPSLQKVFFDFLGIPEREWMPQVNGA
FKAAIKFVNWRKSPDPSREDYFYHLFGSVPNCDGVPLTHYWLRKREQGFQQPMAYACYPQPGALDGKLAPCLADGTR
QMSHAWHFDAHLVADFLKRWAVERGVNRVVDEVVEVQLNDRGYISTLLTKEGRTLEADLFIDCSGMRGLLINQALKE
PFIDMSDYLLCDSAVASAVPNDDAREGVEPYTSAIAMNSGWTWKIPMLGRFGSGYVFSSKFTSRDQATADFLKLWGL
SDNQQLNQIKFRVGRNKRAWVNNCVSIGLSSCFLEPLESTGIYFIYAALYQLVKHFPDTSFDPRLRDAFNAEIVYMF
DDCRDFVQAHYFTTSREDTPFWLANRHELRLSDAIQEKVERYKAGLPLTTTSFDDSTYYETFDYEFKNFWLNGNYYC
IFAGLGMLPDRSLPLLQHRPESIQKAEAMFASIRREAERLRTSLPTNYDYLRSLRDGAQLSRNQHGPTLAAQERQHV
WSHPQFEK

PrnB-Strep:

MERTLNRVSAFAATHAAVAACDPLQARALVLQLPALNRDKDVPGIVGLLRDFLPVSGVPSSWGFVEAAAAMRDIGFF
LGSLKRHGHEPVDLVPGLERVLLDLARVTDLPPRETLLHVTVWNPAAADAQRSYTGLPDEAHLLESVRISMAALEAA
IALTVELSDVSLRSPAFAQGCDELEAYLQKMVESIVYAYRFISPQVFYDELRPFYEPIRVGGQSYLGPGAVEMPLFV
LEHVLWGSQSDDPAYREFKETYLPYVLPAYRAVYARFATEPALIDRALDEARAAGTQGEHVRAGLTALERVFKVLLR
FRAPHLKLAERAYEAGRSGPTTGSGGYAPSMLGDLLTLTCAA

PrnC-Strep:

MATQKSPANGHDSNHFDVIILGSGMSGTQMGAILAKQQFRVLIIEQSSHPRFTIGESSIPETSLMNRIIADRYDIPE
LGHITSFYSTQRYVSSSTGIKRNFGFVFHKPGQEHDPKEFTQCVIPELPWGPESHYYRQDVDAYLLQAAIKYGCTVR
QKTSVTEYHADKDGVAVTTAEGERFTGRYMIDCGGPGAPLATKFGLREEPCRFKTHSRSLYTHMLGVKPFDDIFKVK
GQRWRWHEGTLHHMFTGGWLWVIPFNNHPRSTNNLVSVGLQLDPRVYPKTDIPAQQEFDEFLARFPSIGAQFRDAVP
VRDWVKTDRLQFSSNACVGDRYCLMLHANGFIDPLFSRGLENTAVTIHALAARLIKALRDDDFSPERFEYIERLQQK
LLDHNDDFVSCCYTAFSDFRLWDAFHRLWAVGTILGQFRLVQAHARFRASRDEGDLDHLDNDPPYLGYLCADMEQYY
QLFNDAKAEVEAVSAGHKSAEEAALRIHALIDERDFAKPMFGFGYCITGDKPQLNNSKYSLIPAMKLMYWTQTRAPA
EVKKYFDYNPMFALLKAYITTRIGLALKKHVWSHPQFEKRSRIRAALDESLKWSHPQFEK 
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PrnD-Strep:

MNNIQLDQANVKKHPPGAYDATTRVAASWYVAMRSNGLRDKPKELTLFGRPYVAWRAATGQAVVMDRHCSHLGANLA
DGRIKDGCIQCPFHHWRYDEQGKCVHIPGHSEVVRQLEPVPRAARQPTLVTTERYGYVWVWYGSPQPLHPLPEITAA
DVDNGDFMHLHFAFETTTAVLRIVENFYDAQHATPVHALPISAFELKLFDDWSRWPEVESLARAGAWFGAGIDFHVN
RYFGPLGMLSRALGLNMSQMNLHFDGYPGGCVMTVALDADVKYKLLQCVTPVSDGKNIMHMLISIKKVGGVLRRATD
FVLFGLQTRQAAGYDVKIWNGMKPDGGGAYSKYDKLVLKYRAFYRGWVDRVASEQLKWSHPQFEK

PrnF-Strep:

MIAATETKVHDLLDAEGRDVRDARELRNVLGQFATGVTVITTRTADGRNVGVTANSFSSLSLSPALVLWSLARTAPS
LKAFCSASHFAINVLGAHQHHLSEQFARAAADKFAGVAHSYGKAGAPVLDDVVAVLVCRNVTQYEGGDHLIFIGEIE
QYRYSGAEPLVFHAGQYRGLGSNRAESVLKHE

DNA-Sequenz (im Vector pET28a(+)):

TAAGAAGGAGATATACCCATGGGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAGCCA
TATGGCTAGCATGACTGGTGGACAGCAAATGGGTCGCGGATCCGAATTCATatgaacaagccaatcaagaatatcgt
catcgtgggcggcggcaccgcgggctggatggccgcttcgtacctcgtccgggcgctccaacagcaggtaaacatca
cgctcatcgagtctgcggcgatcccccggatcggcgtgggcgaggcgaccatcccgagtttgcagaaggtgttcttc
gacttcctcgggataccggagcgggagtggatgccccaagtgaacggcgccttcaaggccgcgatcaagttcgtgaa
ctggagaaaatctcccgacccatcgcgcgaagattacttctaccatttgttcggcagcgtgccgaactgcgacggcg
tgccgcttacccactactggctgcgcaagcgcgaacagggcttccagcaaccgatggcgtacgcgtgctacccgcag
cccggggccctcgacggcaagctggcaccttgcctggccgacggcacccgccagatgtcccacgcgtggcacttcga
cgcgcacctggtggccgacttcttgaagcgctgggccgtcgagcgcggggtgaatcgcgtggtcgacgaggtcgtgg
aggttcaactgaacgaccgcggctacatctccaccctgttaaccaaggaagggcggacgctggaggcggacctgttc
atcgactgctccggcatgcgagggctcctgatcaatcaggccctgaaggaacccttcatcgacatgtccgactacct
gctgtgcgacagcgcggtcgccagcgccgtgcccaacgacgacgcgcgcgagggggtcgagccgtacacctccgcaa
ttgccatgaactcgggatggacctggaagattccgatgctgggccggttcggcagcggctacgtcttctccagcaag
ttcacctcgcgcgaccaggccaccgccgacttcctcaaactctggggcctctcggacaatcagcagctcaaccagat
caagttccgggtcgggcgcaacaagcgggcgtgggtcaacaactgcgtctcgatcgggctgtcgtcgtgctttctgg
agcccctggaatcgacgggaatctacttcatctacgcggcgctttaccaactcgtgaagcacttccccgacacctcg
ttcgacccgcggttgcgcgacgcattcaacgccgagatcgtctacatgttcgacgactgccgagacttcgtccaggc
gcactatttcactacgtcgcgcgaagacacgccgttctggctcgcgaaccggcacgaactgcggctctcggacgcca
tccaggagaaggttgagcgctacaaggccgggctgccactgaccaccacctcgttcgacgattccacgtactacgag
acgttcgactacgagttcaagaacttctggttgaacggcaactactactgcatctttgccggcctgggcatgctgcc
cgaccggtcgctgccgctcctgcagcaccgaccggagtcgatccagaaggccgaagcgatgttcgccagcatccggc
gcgaagccgagcgcctgcgcacgagcctgccgacgaactacgactacctgcggtcactgcgtgacggcgcgcagctg
tcgcgcaaccagcacgggccgacgctcgcggcgcaggaacgccagcacgtgtggtcgcatccacaatttgagaaata
aCACGTGTAAGTCGACTACTAGAAAAAAAAACCCCGCCCCTGACAGGGCGGGGTTTTTTTTCATATGCGATTTAGGC
GAAAGCTTGAGCTCCAGCTGTTGACAATTAATCATCGGCTCGTATAATGTGTGGAATTGTGAGCGGATAACAATTTC
ACACAGGAAACAatggaacgcaccttgaaccgggtatccgcattcgcggccacacacgctgccgtggcggcctgcga
tccgctacaggcacgcgcgctggttctgcagctgccggccctgaaccgtgacaaggacgtgcccggcatcgtcggcc
tgctgcgcgatttcctcccggtgagcggcgtgccctccagctggggcttcgtcgaagccgccgccgcgatgcgggac
atcggtttcttcctggggtcgctcaagcggcacggacatgagcccgtggacctggtgcccgggcttgaacgggtgct
gctcgacctggcacgggtgaccgacttgccgccgcgcgagacactcctgcatgtgacggtctggaacccggcggcgg
ccgatgcgcagcggagctacaccgggctgcccgacgaagcgcacctgctcgaaagcgtgcgcatctcgatggcggcc
ctcgaagcggccatcgcgttgaccgtcgagctgtccgatgtatccctgcgctcgcccgcgttcgcgcaagggtgcga
tgagctggaagcctacctgcagaaaatggtcgaatcgatcgtctacgcgtaccgcttcatctcgccccaggtcttct
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acgatgagctgcgccccttctacgaaccgattcgagtcgggggccagagctacctcggccccggcgccgtagaaatg
cccctcttcgtgctggagcacgtcctgtggggctcgcaatcggacgacccagcgtatcgagagttcaaagagacgta
cctgccctacgtgcttcccgcgtacagggcggtctacgctcggttcgccacagagccggcgctcatcgaccgcgcgc
tcgacgaggcgcgagcggcgggtacgcagggcgagcacgtccgggctgggctgacggccctcgaacgggtcttcaag
gtcctgctgcgcttccgggcgcctcacctcaaattggcggagcgggcatacgaagccgggcgcagcggccccacaac
cggcagcgggggctacgcgcccagcatgctcggcgatctactcacgctcacctgtgccgcgcggtcccgcatccgcg
ccgcgctcgatgaatcccttaagtggtcgcatccacaatttgagaaataaCTTAAGTAAGTCGACTACTAGAAAAAA
AAACCCCGCCCCTGACAGGGCGGGGTTTTTTTTGAGCTCGCTAGCAATTTACGGTCAGTCAATATGGGTTTGCTGGA
AGCTTATGCTTCAGAGAAAAGCTCGACGAACAACTGACGTAGCCACATGTTGCCCGGATCCCGGTTGTACTTGGCAT
GCCAAAACAGGTTGATGGCGATGTCGGGCAGCTTGGCCGGGTGCGGGGATGTCGTCAGACCAAAAGGCAATTTGCAG
CGAACGGCAAAACGCTGCGGCACGGTCGCGATGAGGTCGGTGCTGTGCAGAATGGGGCCGATCGCAATGAAATGCGG
CACCACCAGCCGCATGCGCCTTTTGATGCCTGCGCGTTCGAGCAGGCCATCGACCTCACCGTGTCCGGTGTTGAGTG
CGACCACGCCGACATGGTCCAGTTCACTGAACTGTTTCAGGCTCATGGGGGATTTGGCGCTTGGATGGTCCTTGCGG
AACATGCATACGTAGCGGTCGCGAAAGAGGCGCCGCTGGAAGAATCCGGTCTGTAGCTCTGGCAGAAGACCCAAGGC
GAGATCAACCGCACCGGACTCCATATCCTCCTTCAGATTGCCAGCATTCGGGCGCAGCGTGCTGATCTGGATGTGAG
GAGCACGTTGCGCAAGCGCTTCCATCAGTGGGGGCATGAAGTACATCTCGCCGATGTCGGTCATTGCCAAGTTGAAG
GTGCGCGTGCTGGCAAATGGGTCGAAAGAGTCACGGGTCGTCAGTGCCGTCTGCAGCGTGTTGAGCGCATAGATCAC
GGGCTCCGCAAGATGCAGTGCATACGGTGTCGGCTCCATGCCTTTTGAGGTGCGCAAGAACAAATCGTCCTTTAGCG
CCGCACGCAGCCGTTTAAGTGAATTGCTGACGGCAGGCTGCGTCAGCCCCAGTTTTTCGCCGGCCGTCGATACGCTC
CGGTCGAGCAGTAGCTGGTTGAAGACCACCAGCAGATTCAAGTCGATGTCGCGCAGATCCATGATGCCTCACCATTA
TTCATGCTGGTGATTTTAACTATCAGACTTGATCTATAGCGCTATACCGATCGACGCGCCAGAATCGCAGCCATTCG
GAGACAACTGAAAAAAGAGCTTGCCACAGGAAACAGGAGGTACCGTCACACAGGAAACACCatggcaactcagaaga
gccccgcgaacggacacgatagcaaccacttcgacgtaatcatcctcggttcgggcatgtccggtacccagatgggg
gccatcctggccaaacaacagtttcgcgtgctgatcatcgagcagtcgtcgcacccgcggttcacgatcggcgaatc
gtcgatccccgaaacgtctctcatgaaccgcatcatcgctgatcgctacgacattcccgaactcggccacatcacct
cgttctactcgacgcagcgttacgtttcgtcgagcacgggcatcaagcgcaacttcggcttcgtgttccacaaacct
ggccaggagcacgacccgaaggagttcacccagtgcgtcattcccgagctgccgtgggggccggagagccattatta
ccggcaggacgtcgacgcctatctgttgcaagcggccatcaaatatggctgcacggtccgccagaagacgagcgtga
ccgaatatcacgcggacaaggacggcgtcgcggtgaccaccgccgagggcgagcggttcaccggccggtacatgatc
gactgcggaggacccggcgcgccgctggcgaccaagttcgggctccgcgaagagccgtgtcgcttcaagacgcactc
gcgcagcctctacacgcacatgctcggggtcaagccgttcgacgacatcttcaaggtcaaggggcagcgctggcgct
ggcacgaaggaaccttgcaccacatgttcaccggcggctggctctgggtgattccgttcaacaaccacccgcgctcg
accaataacctggtgagcgtcggcctgcagctcgacccgcgtgtctacccgaaaaccgacattcccgcgcagcagga
gttcgacgagttcctcgcgcggttcccgagcatcggcgctcagttccgggacgccgtgccagtgcgcgactgggtca
agaccgaccgcctgcagttctcgtcgaacgcctgcgtcggcgaccgctactgcctgatgctgcacgcgaacgggttc
atcgacccgctcttctcccgggggctcgaaaacaccgcggtgaccatccacgcgctcgcggcgcgcctcatcaaggc
gctacgcgacgacgacttctcccccgagcgcttcgagtacatcgagcgcctgcagcaaaagcttttggaccacaacg
acgacttcgtcagctgctgctacacggcgttctcggacttccgcctatgggacgcgttccaccggctgtgggcggtc
ggcactatcctcgggcagttccggctggtgcaagcccacgcgaggtttcgcgcgtcgcgcgacgagggcgacctcga
tcacctcgacaacgacccgccgtacctcgggtacctgtgcgcggacatggagcagtactaccagttgttcaacgacg
ccaaagccgaggtcgaggccgtgagcgccgggcacaagtcggccgaggaggccgcgttgcggattcacgccctcatc
gacgaacgagacttcgccaagccgatgttcggcttcgggtactgcatcaccggggacaagccgcagctcaacaactc
gaagtacagcctgataccggcgatgaagctgatgtactggacgcaaacccgcgcgccggcagaggtgaagaagtact
tcgactacaacccgatgttcgcgctgctcaaggcgtacatcaccacccgcatcggcttggctctgaagaagcacgtg
tggtcgcatccacaatttgagaaaTAACACGTGTAAGTCGACTACTAGAAAAAAAAACCCCGCCCCTGACAGGGCGG
GGTTTTTTTTCCATGGCGATTTAGGCAGATCTACTAGTCAGTCAATATGGGTTTGCTGGAAGCGATGCCTCACCATT
ATTCATGCTGGTGATTTTAACTATCAGACTTGATCTATAGCGCTATACCGATCGACGCGCCAGAATCGCAGCCATTC
GGAGACAACTGAAAAAAGAGCTTGCCACAGGAAACAGGAGGTACCGTCACACAGGAAACAatgaacaacattcaatt
ggatcaagcgaacgtcaagaagcatcccccgggggcgtacgacgcgaccacacgcgtggccgcgagctggtacgtcg
cgatgcgctcgaacggcctcagggacaagccgaaggagttgacgctttttggccgtccgtacgtggcgtggcgcgca
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gcgacggggcaggccgtggtgatggaccgccactgctcgcacctgggcgcgaacctggctgacgggcggatcaagga
cgggtgcatccagtgcccgtttcaccactggcgctacgacgagcaaggcaagtgcgttcacatccccggccacagcg
aggtggtgcgccagctggagccggtgccacgcgcggcgcgccagccgacgttggtcaccaccgagcgatacggctac
gtgtgggtctggtacggctccccgcagccgctgcacccgctgcccgaaatcaccgcagccgacgtcgacaacggcga
cttcatgcacctgcacttcgcgttcgagacgacgacggcggtcttgcggatcgtcgagaacttctacgacgcacagc
acgcaacccccgtgcacgcgctcccgatctcggccttcgaactcaagctcttcgacgactggagccggtggccggag
gttgagtcgctggcccgggcgggcgcgtggttcggtgccgggatcgacttccacgtaaaccgctacttcggccccct
cggcatgctgtcgcgcgcgctcggcctgaacatgtcgcagatgaacctgcacttcgatggctaccccggcgggtgcg
tcatgaccgttgccctggacgcagacgtcaaatacaaactgctccagtgtgtgacaccggtgagcgacggcaagaac
atcatgcacatgctcatctcgatcaagaaggtgggcggcgtcctgcgccgtgcgaccgacttcgtgctgttcgggct
gcagaccagacaggcagcggggtacgacgtcaaaatctggaacgggatgaagcccgacggcggcggcgcgtacagca
agtacgacaagctcgtgctcaagtaccgtgcgttctaccgcggctgggtcgaccgtgtcgcgagtgagcagcttaag
tggtcgcatccacaatttgagaaataaCTTAAGTAAGTCGACTAAAAAAAAACCCCGCCCCTGACAGGGCGGGGTTT
TTTTTACTAGTTCCGGAACAAGGGAAAACGCAAGCGCAAAGAGAAAGCAGGTAGCTTGCAGTGGGCTTACATGGCGA
TAGCTAGACTGGGCGGTTTTATGGACAGCAAGCGAACCGGAATTGCCAGCTGGGGCGCCCTCTGGTAAGGTTGGGAA
GCCCTGCAAAGTAAACTGGATGGCTTTCTTGCCGCCAAGGATCTGATGGCGCAGGGGATCAAGATCTGATCAAGAGA
CAGGATGAGGATCGTTTCGCatgattgctgccaccgaaaccaaagttcacgatttgctcgatgccgagggccgcgat
gtccgcgatgcccgtgaactgcgcaacgtgctggggcagtttgctaccggtgtgaccgtgatcaccacccgcaccgc
agacggccgcaacgtcggtgtgacggccaactcgttctcctcactgtcgctgtcaccggcgctggtgctctggagcc
tggcacgcacggcaccgagcctgaaggccttttgctcggcgagccacttcgccatcaacgtactgggcgcgcaccag
caccacctgtcggagcagttcgcacgggcagcagccgacaagttcgccggtgtagctcattcctatggcaaggcggg
agccccggtgctggacgatgtggtggcagtgctggtgtgccgcaacgtcacccagtacgagggcggtgaccacctga
tcttcattggcgagatcgaacaataccgctacagcggcgcagaaccgctggtcttccatgcaggccagtaccggggg
ctagggagcaatagagcagaaagcgtcctcaagcacgaataaTCCGGACTCGAG

RBS, NdeI Schnittstelle gene Strep-tag

SacI Schnittstelle LacO de Boer RBS de Boer PnagAa Promotor/ (nagR)

NcoI SpeI Schnittstelle XhoI Ptac
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Chaetomium chiversii/Floropilus chiversii Radicicol Halogenase RadH mit Escherichia 
coli K12 Flavinreductase Fre

GenBank: RadH (ACM42402.1), Fre (M61182.1)

Extinktionskoeffizient (280 nm) Expasy (oxidized): RadH (62715 M-1 cm-1), Fre 
(27055 M-1 cm-1)

Molekulargewicht: RadH (57.5 kDa), Fre (27.3 kDa)

11. pET28a(+)-RadH-His6 (D465E;T501S)_Fre-His6:

Aminosäuresequenz:

RadH-His6 (D465E_T501S):

MGSIPKSCEVLVAGGGPAGSYAASALAREGVDVVLLEADKHPRYHIGESMLPSIRPLLRFIDLEETFEKHGFQKKLG
AAFKLTAKREGYTDFVAAHGPNGYSWNVVRSESDELLFKHAAKSGALTFQGVKVDSLEFEPYDSDFPSGGKVANPGR
PVAARWSAKDGRSGTISFQYLVDATGRAGITSTKYLKNRKFNEGLKNLAIWGYYKGARPWAEGTPRENQPYFEGMRD
GAGWCWTIPLHNGTVSVGAVLRSDLFFAKKKSLGEDVTNAMIMAECMKLCPTIKELLEPAELVSDIKQATDYSYSAS
AYAGPYFRIVGDAGCFIDPFFSSGHHLAMAGALAAAVSIRASMKGDCSEYEASNWHARKVDEGYTLFLLVVMAALKQ
IRMQEEPVLSDIDDDGFDRAFQFLKPVIQGSGSAEIVKRFTKKEVSEAIDFAVLALDNMAGAGEHANETNGSNGTGE
TNGEAKTLENITVEDEKVLSGIRILAKVAPSADMKDLEGSAIDGFMPRLEHGHLGLNRVTSHHHHHH

Fre-His6:

MTTLSCKVTSVEAITDTVYRVRIVPDAAFSFRAGQYLMVVMDERDKRPFSMASTPDEKGFIELHIGASEINLYAKAV
MDRILKDHQIVVDIPHGEAWLRDDEERPMILIAGGTGFSYARSILLTALARNPNRDITIYWGGREEQHLYDLCELEA
LSLKHPGLQVVPVVEQPEAGWRGRTGTVLTAVLQDHGTLAEHDIYIAGRFEMAKIARDLFCSERNAREDRLFGDAFA
FIELHHHHHH

Gensequenz mit His-tag:

TAAGAAGGAGATATACCCatgggaagcattccgaaaagctgcgaagtgctggtggcgggcggcggcccggcgggcag
ctatgcggcgagcgcgctggcgcgcgaaggcgtggatgtggtgctgctggaagcggataaacatccgcgctatcata
ttggcgaaagcatgctgccgagcattcgcccgctgctgcgctttattgatctggaagaaacctttgaaaaacatggc
tttcagaaaaaactgggcgcggcgtttaaactgaccgcgaaacgcgaaggctataccgattttgtggcggcgcatgg
cccgaacggctatagctggaacgtggtgcgcagcgaaagcgatgaactgctgtttaaacatgcggcgaaaagcggcg
cgctgacctttcagggcgtgaaagtggatagcctggaatttgaaccgtatgatagcgattttccgagcggcggcaaa
gtggcgaacccgggccgcccggtggcggcgcgctggagcgcgaaagatggccgcagcggcaccattagctttcagta
tctggtggatgcgaccggccgcgcgggcattaccagcaccaaatatctgaaaaaccgcaaatttaacgaaggcctga
aaaacctggcgatttggggctattataaaggcgcgcgcccgtgggcggaaggcaccccgcgcgaaaaccagccgtat
tttgaaggcatgcgcgatggcgcgggctggtgctggaccattccgctgcataacggcaccgtgagcgtgggcgcggt



Anhang

235

gctgcgcagcgatctgttttttgcgaaaaaaaaaagcctgggcgaagatgtgaccaacgcgatgattatggcggaat
gcatgaaactgtgcccgaccattaaagaactgctggaaccggcggaactggtgagcgatattaaacaggcgaccgat
tatagctatagcgcgagcgcgtatgcgggcccgtattttcgcattgtgggcgatgcgggctgctttattgatccgtt
ttttagcagcggccatcatctggcgatggcgggcgcgctggcggcggcggtgagcattcgcgcgagcatgaaaggcg
attgcagcgaatatgaagcgagcaactggcatgcgcgcaaagtggatgaaggctataccctgtttctgctggtggtg
atggcggcgctgaaacagattcgcatgcaggaagaaccggtgctgagcgatattgatgatgatggctttgatcgcgc
gtttcagtttctgaaaccggtgattcagggcagcggcagcgcggaaattgtgaaacgctttaccaaaaaagaagtga
gcgaagcgattgattttgcggtgctggcgctggataacatggcgggcgcgggcgaacatgcgaacgaaaccaacggc
agcaacggcaccggcgaaaccaacggcgaagcgaaaaccctggaaaacattaccgtggaagatgaaaaagtgctgag
cggcattcgcattctggcgaaagtggcgccgagcgcggatatgaaagatctggaaggcagcgcgattgatggcttta
tgccgcgcctggaacatggccatctgggcctgaaccgcgtgactagtcatcaccaccatcaccattaaACTAGTTAA
CCATGGGCTAGCGCTGCTGCCACCGCTGAGCAATAACTAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGG
TTTTTTGCTGAAAGGAGGAACTATATCCGGATTGGCGAAGGATCGAGATCTCGATCCCGCGAAATTAATACGACTCA
CTATAGGGGAATTGTGAGCGGATAACAATTCCCCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACCCT
TGGGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAGCAAGCTTCTCGAGatgacaacc
ttaagctgtaaagtgacctcggtagaagctatcacggataccgtatatcgtgtccgcatcgtgccagacgcggcctt
ttcttttcgtgctggtcagtatttgatggtagtgatggatgagcgcgacaaacgtccgttctcaatggcttcgacgc
cggatgaaaaagggtttatcgagctgcatattggcgcttctgaaatcaacctttacgcgaaagcagtcatggaccgc
atcctcaaagatcatcaaatcgtggtcgacattccccacggagaagcgtggctgcgcgatgatgaagagcgtccgat
gattttgattgcgggcggcaccgggttctcttatgcccgctcgattttgctgacagcgttggcgcgtaacccaaacc
gtgatatcaccatttactggggcgggcgtgaagagcagcatctgtatgatctctgcgagcttgaggcgctttcgttg
aagcatcctggtctgcaagtggtgccggtggttgaacaaccggaagcgggctggcgtgggcgtactggcaccgtgtt
aacggcggtattgcaggatcacggtacgctggcagagcatgatatctatattgccggacgttttgagatggcgaaaa
ttgcccgcgatctgttttgcagtgagcgtaatgcgcgggaagatcgcctgtttggcgatgcgtttgcatttatcgag
ctccaccaccatcatcaccactgaGAGCTCTGACTCGAGCAC

RBS, NcoI Schnittstelle, gene, His-tag, SpeI Schnittstelle, XhoI Schnittstelle,

SacI Schnittstelle, Mutationsstellen, getauschte Linker-Sequenz:

11. pET28a(+)-RadH-His6 (D465E;T501S)_Fre-His6:

catcaccaccatcaccattaaACTAGTTAACCATGGGCTAGCGCTGCTGCCACCGCTGAGCAATAACTAGCATAACC
CCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGGTTTTTTGCTGAAAGGAGGAACTATATCCGGATTGGCGAAGGATCGAG
ATCTCGATCCCGCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGGAATTGTGAGCGGATAACAATTCCCCTCTAGAAATAATT
TTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACCCTTGGGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCTGGTGCCG
CGCGGCAGCAAGCTTCTCGAGatg

12. pET28a(+)-RadH-His6 (D465E;T501S)_Fre-His6_V2:

catcaccaccatcaccattaaACTAGTTAACCATGGGCTAGCGCTGCAACTTTAAGAAGGAGATATACAAGCTTCTC
GAGatg

entfernter Bereich



Anhang

236



Anhang

237

Im Folgenden finden sich die Sequenzen der beiden putativen Halogenasen.

Pseudoalteromonas gelatinilytica strain NH153 NH153_S23 putative Halogenase NH153

GenBank: Genom (LRRU01000023.1) Bereich 253875…255116 (komplementär)

NCBI Reference Sequence: WP_063707674.1

Organismus-Informationen[375]: Pseudoalteromonas gelatinilytica NH153 | Type strain | 
DSM 100951, CGMCC 1.15370 | BacDiveID:132999 (dsmz.de)

Extinktionskoeffizient (280 nm) Expasy (oxidized): 51130 M-1 cm-1

Molekulargewicht: 47.3 kDa

13. pET28a(+)-NH153-His6:

Aminosäuresequenz:

MGNNQVQQADVVIIGAGPSGAVAASLLVKKGWHVVVLEQQTFPRFSIGESLLPQCMSFLAEAGLEQAVQTQAQSLGF
QFKNGAAFQRRGDHTTIDFTEKFSEGPGTTFQVKRADFDKCLADGAMQQGAEIRYQHSVLAFTDCEDGALLEVTDEN
QQGYQIKGRFVLDASGFGRVLPRLLDLESASNFPVRWAFFSHFKDNISDTQFDREKILINVHPEHKDIWYWLIPFSD
GTASIGVVGKPEQLEDKQPLAGLNEFIEQDSYLSELLANREAIGEARAIKGYSANVSSLYGEHFALLGNAGEFLDPV
FSSGVTIALKSASLVAPLVDSYLRGEQVDFKNDYSEPLQQGVNCFRTYVSAWYDGSFQDVIFYSEKNQQVREMISAI
LAGYAWDLQNPFVKQSNKRLNTLVELCRDELELHHHHHH

Gensequenz mit His-tag:

AGAAGGAGATATACCCatgggcaacaaccaggtgcagcaggccgacgtggtgatcatcggcgccggcccgtcgggcg
ccgtggccgcctcgctgctggtgaagaagggctggcacgtggtggtgctggaacagcagaccttcccgcgcttctcg
atcggcgaatcgctgctgccgcagtgcatgtcgttcctggccgaagccggcctggaacaggccgtgcagacccaggc
ccagtcgctgggcttccagttcaagaacggcgccgccttccagcgccgcggcgaccacaccaccatcgacttcaccg
aaaagttctcggaaggcccgggcaccaccttccaggtgaagcgcgccgacttcgacaagtgcctggccgacggcgcc
atgcagcagggcgccgaaatccgctaccagcactcggtgctggccttcaccgactgcgaagacggcgccctgctgga
agtgaccgacgaaaaccagcagggctaccagatcaagggccgcttcgtgctggacgcctcgggcttcggccgcgtgc
tgccgcgcctgctggacctggaatcggcctcgaacttcccggtgcgctgggccttcttctcgcacttcaaggacaac
atctcggacacccagttcgaccgcgaaaagatcctgatcaacgtgcacccggaacacaaggacatctggtactggct
gatcccgttctcggacggcaccgcctcgatcggcgtggtgggcaagccggaacagctggaagacaagcagccgctgg
ccggcctgaacgagttcatcgaacaggactcgtacctgtcggaactgctggccaaccgcgaagccatcggcgaagcc
cgcgccatcaagggctactcggccaacgtgtcgtcgctgtacggcgaacacttcgccctgctgggcaacgccggcga
gttcctggacccggtgttctcgtcgggcgtgaccatcgccctgaagtcggcctcgctggtggccccgctggtggact
cgtacctgcgcggcgaacaggtggacttcaagaacgactactcggaaccgctgcagcagggcgtgaactgcttccgc
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acctacgtgtcggcctggtacgacggctcgttccaggacgtgatcttctactcggaaaagaaccagcaggtgcgcga
aatgatctcggccatcctggccggctacgcctgggacctgcagaacccgttcgtgaagcagtcgaacaagcgcctga
acaccctggtggaactgtgccgcgacGAGCTCGAGCTCcaccaccatcatcaccactgaGAGCTCTGACTCGAGCAC
C

RBS, NcoI Schnittstelle, gen, SacI Schnittstelle, XhoI Schnittstelle, His-tag, Start- und 
Stopp-Codon

Pseudoalteromonas sp. NC201 putative Halogenase NC201

GenBank: AUJ68809.1, Genom[376] (CP022522.1) Bereich 546120…547736 
(komplementär)

NCBI Reference Sequence: WP_010605841.1 (Sequenzidentisch zu Gen aus 
Pseudoalteromonas flavipulchra (GenBank: Genom: NZ_JH650743.1)

Extinktionskoeffizient (280 nm) Expasy (oxidized): 89520 M-1 cm-1

Molekulargewicht: 62.9 kDa

14. pET28a(+)-NC201-His6:

Aminosäuresequenz:

MGVSQYADVLIIGGSMAGACLARQLKLAHPDMKITVIERKQAFNSWVGESTLESFWDYMANDLKLGFYLETNHLYKH
GLRFYFDSDNRDLSVEELSELGRSWYHGIPAHQIDREKFDNDMVQFNRELGVDVVMGTTVNEISLDAQQGHTVVTSS
GSTYTCRYLVDASGFNSPLGKQLGLIESQNDRHPVSSYWGRFKHIELIDHLGSDEWRARSNFTSRALATNHFMYKGY
WIWLIPLNQDTFSIGITAKNNEVNLNIRSAEEFEQFLRSHQALNEILGQHAELLDYTSMKRLSRKAKQSFSTERWFL
TGMSSAFLDPLLSPGSAYLTDANRMIGELIEADIAEDAEVFAGKTKAFNAYLLSWYESFMLHITGNYHGSYEVHKTH
FEALLMHWFGFILPSSMSRRYGYCPSLHGMSQDEVNQKAIAMIENAAIARIHVLKDEFIQLIKGYEYRYNRGHFFDI
ELTRQRMKHAHTRGAMLDDAAIAELDHALLEVTYQGFLRSLCEIQKVDFDEEKMPMVVQAAIEDKLSLTHAMQLFHI
ELHHHHHH

Gensequenz mit His-tag:

TAAGAAGGAGATATACCCatgggcgtgtcgcagtacgccgacgtgctgatcatcggcggctcgatggccggcgcctg
cctggcccgccagctgaagctggcccacccggacatgaagatcaccgtgatcgaacgcaagcaggccttcaactcgt
gggtgggcgaatcgaccctggaatcgttctgggactacatggccaacgacctgaagctgggcttctacctggaaacc
aaccacctgtacaagcacggcctgcgcttctacttcgactcggacaaccgcgacctgtcggtggaagaactgtcgga
actgggccgctcgtggtaccacggcatcccggcccaccagatcgaccgcgaaaagttcgacaacgacatggtgcagt
tcaaccgcgaactgggcgtggacgtggtgatgggcaccaccgtgaacgaaatctcgctggacgcccagcagggccac
accgtggtgacctcgtcgggctcgacctacacctgccgctacctggtggacgcctcgggcttcaactcgccgctggg
caagcagctgggcctgatcgaatcgcagaacgaccgccacccggtgtcgtcgtactggggccgcttcaagcacatcg
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aactgatcgaccacctgggctcggacgaatggcgcgcccgctcgaacttcacctcgcgcgccctggccaccaaccac
ttcatgtacaagggctactggatctggctgatcccgctgaaccaggacaccttctcgatcggcatcaccgccaagaa
caacgaagtgaacctgaacatccgctcggccgaagaatttgaacagttcctgcgctcgcaccaggccctgaacgaaa
tcctgggccagcacgccgaactgctggactacacctcgatgaagcgcctgtcgcgcaaggccaagcagtcgttctcg
accgaacgctggttcctgaccggcatgtcgtcggccttcctggacccgctgctgtcgccgggctcggcctacctgac
cgacgccaaccgcatgatcggcgaactgatcgaagccgacatcgccgaagacgccgaagtgttcgccggcaagacca
aggccttcaacgcctacctgctgtcgtggtacgaatcgttcatgctgcacatcaccggcaactaccacggctcgtac
gaagtgcacaagacccacttcgaagccctgctgatgcactggttcggcttcatcctgccgtcgtcgatgtcgcgccg
ctacggctactgcccgtcgctgcacggcatgtcgcaggacgaagtgaaccagaaggccatcgccatgatcgaaaacg
ccgccatcgcccgcatccacgtgctgaaggacgaatttatccagctgatcaagggctacgaataccgctacaaccgc
ggccacttcttcgacatcgaactgacccgccagcgcatgaagcacgcccacacccgcggcgccatgctggacgacgc
cgccatcgccgaactggaccacgccctgctggaagtgacctaccagggcttcctgcgctcgctgtgcgaaatccaga
aggtggacttcgacgaagaaaagatgccgatggtggtgcaggccgccatcgaagacaagctgtcgctgacccacgcc
atgcagctgttccacatcgagctccaccaccatcatcaccactgaGAGCTCTGACTCGAGCAC

RBS, NcoI Schnittstelle, gen, SacI Schnittstelle, XhoI Schnittstelle, His-tag, Start- und 
Stopp-Codon
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Die folgenden Sequenzen definieren den Versuch eines chimären Enzyms aus Teilen 
von NH153 und PrnC, genannt NHprnC.

Extinktionskoeffizient (280 nm) Expasy (oxidized): 65695 M-1 cm-1

Molekulargewicht: 60.9 kDa

15. pET28a(+)-NHprnC-His6:

Aminosäuresequenz:

MGNNQVQQADVVIIGAGPSGAVAASLLVKKGWHVVVLEQQTFPRFSIGESLLPQCMSFLAEAGLEQAVQTQAQSLGF
QFKNGAAFQRRGDHTTIDFTEKFSEGPGTTFQVKRADFDKCLADGAMQQGAEIRYQHSVLAFTDCEDGALLEVTDEN
QQGYQIKGRFVLDASGFGRVLPRLLDLESASNFPVRWAFFSHFKDNISDTQFDREKILINVHPEHKDIWYWLIPFSD
GTASIGVVGKPEQLEDKQPLAGLNEFIEQDSYLSELLANREAIGEARAIKGYSANVSSLYGEHFALLGNAGEFLDPV
FSSGLENTAVTIHALAARLIKALRDDDFSPERFEYIERLQQKLLDHNDDFVSCCYTAFSDFRLWDAFHRLWAVGTIL
GQFRLVQAHARFRASRDEGDLDHLDNDPPYLGYLCADMEQYYQLFNDAKAEVEAVSAGHKSAEEAALRIHALIDERD
FAKPMFGFGYCITGDKPQLNNSKYSLIPAMKLMYWTQTRAPAEVKKYFDYNPMFALLKAYITTRIGLALKKELHHHH
HH

Gensequenz mit His-tag:

AGAAGGAGATATACCCatgggcaacaaccaggtgcagcaggccgacgtggtgatcatcggcgccggcccgtcgggcg
ccgtggccgcctcgctgctggtgaagaagggctggcacgtggtggtgctggaacagcagaccttcccgcgcttctcg
atcggcgaatcgctgctgccgcagtgcatgtcgttcctggccgaagccggcctggaacaggccgtgcagacccaggc
ccagtcgctgggcttccagttcaagaacggcgccgccttccagcgccgcggcgaccacaccaccatcgacttcaccg
aaaagttctcggaaggcccgggcaccaccttccaggtgaagcgcgccgacttcgacaagtgcctggccgacggcgcc
atgcagcagggcgccgaaatccgctaccagcactcggtgctggccttcaccgactgcgaagacggcgccctgctgga
agtgaccgacgaaaaccagcagggctaccagatcaagggccgcttcgtgctggacgcctcgggcttcggccgcgtgc
tgccgcgcctgctggacctggaatcggcctcgaacttcccggtgcgctgggccttcttctcgcacttcaaggacaac
atctcggacacccagttcgaccgcgaaaagatcctgatcaacgtgcacccggaacacaaggacatctggtactggct
gatcccgttctcggacggcaccgcctcgatcggcgtggtgggcaagccggaacagctggaagacaagcagccgctgg
ccggcctgaacgagttcatcgaacaggactcgtacctgtcggaactgctggccaaccgcgaagccatcggcgaagcc
cgcgccatcaagggctactcggccaacgtgtcgtcgctgtacggcgaacacttcgccctgctgggcaacgccggcga
gttcctggacccggtgttctcgtcgggcctcgagaacaccgcggtgaccatccacgcgctcgcggcgcgcctcatca
aggcgctacgcgacgacgacttctcccccgagcgcttcgagtacatcgagcgcctgcagcaaaagcttttggaccac
aacgacgacttcgtcagctgctgctacacggcgttctcggacttccgcctatgggacgcgttccaccggctgtgggc
ggtcggcactatcctcgggcagttccggctggtgcaagcccacgcgaggtttcgcgcgtcgcgcgacgagggcgacc
tcgatcacctcgacaacgacccgccgtacctcgggtacctgtgcgcggacatggagcagtactaccagttgttcaac
gacgccaaagccgaggtcgaggctgtgagcgccgggcacaagtcggccgaggaggccgcgttgcggattcacgccct
catcgacgaacgagacttcgccaagccgatgttcggcttcgggtactgcatcaccggggacaagccgcagctcaaca
actcgaagtacagcctgataccggcgatgaagctgatgtactggacgcaaacccgcgcgccggcagaggtgaagaag
tacttcgactacaacccgatgttcgcgctgctcaaggcgtacatcaccacccgcatcggcctggcgctgaagaagGA
GCTCcaccaccatcatcaccactgaGAGCTCTGACTCGAGCAC
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RBS, NcoI Schnittstelle, gen, SacI Schnittstelle, XhoI Schnittstelle, His-tag, Start- und 
Stopp-Codon, NH153 Sequenz, PrnC Sequenz
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Escherichia coli (K12) FMN Reduktase (NADPH) SsuE

GenBank: LC388000.1

Extinktionskoeffizient (280 nm) Expasy: 21430 M-1 cm-1

Molekulargewicht: 22.3 kDa

16. pGEB-ssuE-His6:

Aminosäuresequenz:

MRVITLAGSPRFPSRSSSLLEYAREKLNGLDVEVYHWNLQNFAPEDLLYARFDSPALKTFTEQLQQADGLIVATPVY
KAAYSGALKTLLDLLPERALQGKVVLPLATGGTVAHLLAVDYALKPVLSALKAQEILHGVFADDSQVIDYHHRPQFT
PNLQTRLDTALETFWQALHRRDVQVPDLLSLRGNAHAHVHHHHHH

Gensequenz:

aaggagATATACCCGTCGCGGATCCGAATTCGAGCTCatgcgtgtcatcaccctggcgggtagtcctcgctttcctt
ctcgctccagctccttgctggaatatgcgcgggaaaaactaaatggcctggatgtagaggtttatcactggaatctg
caaaacttcgccccggaagatctactttatgctcgtttcgatagtccggcactcaagaccttcaccgaacagctgca
acaggccgatgggctgattgtcgccacgcctgtgtataaagccgcctattccggtgcgttgaaaaccctgctcgacc
tgctgccagaacgcgctttgcaaggcaaagtggtgctaccgctggcgacgggcggtaccgtggcccatctgctggcg
gtcgattatgcccttaaaccagttttaagcgcactgaaagctcaggagatcctgcacggcgtgtttgccgatgactc
acaagtaattgattaccatcacagaccccagttcacgccaaatctgcaaacccgtcttgataccgcgctagaaactt
tctggcaggcattgcaccgccgcgatgttcaggttcctgaccttctgtctctgcgaggtaatgcccatgcgcacgtg
CACCACCACCACCACCACtaaCTCGAG

Ribosombindestelle (RBS), Start- und 
Stopp-Codon, HIS-TAG, Schnittstellen
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17. pGEB-prnABCDF:

DNA-Sequenz (im Vector pGEB):

TAAGAAGGAGATATACCCGTCGCGGATCCGAATTCATatgaacaagccaatcaagaatatcgtcatcgtgggcggcg
gcaccgcgggctggatggccgcttcgtacctcgtccgggcgctccaacagcaggtaaacatcacgctcatcgagtct
gcggcgatcccccggatcggcgtgggcgaggcgaccatcccgagtttgcagaaggtgttcttcgacttcctcgggat
accggagcgggagtggatgccccaagtgaacggcgccttcaaggccgcgatcaagttcgtgaactggagaaaatctc
ccgacccatcgcgcgaagattacttctaccatttgttcggcagcgtgccgaactgcgacggcgtgccgcttacccac
tactggctgcgcaagcgcgaacagggcttccagcaaccgatggcgtacgcgtgctacccgcagcccggggccctcga
cggcaagctggcaccttgcctggccgacggcacccgccagatgtcccacgcgtggcacttcgacgcgcacctggtgg
ccgacttcttgaagcgctgggccgtcgagcgcggggtgaatcgcgtggtcgacgaggtcgtggaggttcaactgaac
gaccgcggctacatctccaccctgttaaccaaggaagggcggacgctggaggcggacctgttcatcgactgctccgg
catgcgagggctcctgatcaatcaggccctgaaggaacccttcatcgacatgtccgactacctgctgtgcgacagcg
cggtcgccagcgccgtgcccaacgacgacgcgcgcgagggggtcgagccgtacacctccgcaattgccatgaactcg
ggatggacctggaagattccgatgctgggccggttcggcagcggctacgtcttctccagcaagttcacctcgcgcga
ccaggccaccgccgacttcctcaaactctggggcctctcggacaatcagcagctcaaccagatcaagttccgggtcg
ggcgcaacaagcgggcgtgggtcaacaactgcgtctcgatcgggctgtcgtcgtgctttctggagcccctggaatcg
acgggaatctacttcatctacgcggcgctttaccaactcgtgaagcacttccccgacacctcgttcgacccgcggtt
gcgcgacgcattcaacgccgagatcgtctacatgttcgacgactgccgagacttcgtccaggcgcactatttcacta
cgtcgcgcgaagacacgccgttctggctcgcgaaccggcacgaactgcggctctcggacgccatccaggagaaggtt
gagcgctacaaggccgggctgccactgaccaccacctcgttcgacgattccacgtactacgagacgttcgactacga
gttcaagaacttctggttgaacggcaactactactgcatctttgccggcctgggcatgctgcccgaccggtcgctgc
cgctcctgcagcaccgaccggagtcgatccagaaggccgaagcgatgttcgccagcatccggcgcgaagccgagcgc
ctgcgcacgagcctgccgacgaactacgactacctgcggtcactgcgtgacggcgcgcagctgtcgcgcaaccagca
cgggccgacgctcgcggcgcaggaacgccagcacgtgtggtcgcatccacaatttgagaaataaCACGTGTAAGTCG
ACTACTAGAAAAAAAAACCCCGCCCCTGACAGGGCGGGGTTTTTTTTCATATGCGATTTAGGCGAAAGCTTGAGCTC
CAGCTGTTGACAATTAATCATCGGCTCGTATAATGTGTGGAATTGTGAGCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAat
ggaacgcaccttgaaccgggtatccgcattcgcggccacacacgctgccgtggcggcctgcgatccgctacaggcac
gcgcgctggttctgcagctgccggccctgaaccgtgacaaggacgtgcccggcatcgtcggcctgctgcgcgatttc
ctcccggtgagcggcgtgccctccagctggggcttcgtcgaagccgccgccgcgatgcgggacatcggtttcttcct
ggggtcgctcaagcggcacggacatgagcccgtggacctggtgcccgggcttgaacgggtgctgctcgacctggcac
gggtgaccgacttgccgccgcgcgagacactcctgcatgtgacggtctggaacccggcggcggccgatgcgcagcgg
agctacaccgggctgcccgacgaagcgcacctgctcgaaagcgtgcgcatctcgatggcggccctcgaagcggccat
cgcgttgaccgtcgagctgtccgatgtatccctgcgctcgcccgcgttcgcgcaagggtgcgatgagctggaagcct
acctgcagaaaatggtcgaatcgatcgtctacgcgtaccgcttcatctcgccccaggtcttctacgatgagctgcgc
cccttctacgaaccgattcgagtcgggggccagagctacctcggccccggcgccgtagaaatgcccctcttcgtgct
ggagcacgtcctgtggggctcgcaatcggacgacccagcgtatcgagagttcaaagagacgtacctgccctacgtgc
ttcccgcgtacagggcggtctacgctcggttcgccacagagccggcgctcatcgaccgcgcgctcgacgaggcgcga
gcggcgggtacgcagggcgagcacgtccgggctgggctgacggccctcgaacgggtcttcaaggtcctgctgcgctt
ccgggcgcctcacctcaaattggcggagcgggcatacgaagccgggcgcagcggccccacaaccggcagcgggggct
acgcgcccagcatgctcggcgatctactcacgctcacctgtgccgcgcggtcccgcatccgcgccgcgctcgatgaa
tcccttaagtggtcgcatccacaatttgagaaataaCTTAAGTAAGTCGACTACTAGAAAAAAAAACCCCGCCCCTG
ACAGGGCGGGGTTTTTTTTGAGCTCGCTAGCAATTTACGGTCAGTCAATATGGGTTTGCTGGAAGCTTATGCTTCAG
AGAAAAGCTCGACGAACAACTGACGTAGCCACATGTTGCCCGGATCCCGGTTGTACTTGGCATGCCAAAACAGGTTG
ATGGCGATGTCGGGCAGCTTGGCCGGGTGCGGGGATGTCGTCAGACCAAAAGGCAATTTGCAGCGAACGGCAAAACG
CTGCGGCACGGTCGCGATGAGGTCGGTGCTGTGCAGAATGGGGCCGATCGCAATGAAATGCGGCACCACCAGCCGCA
TGCGCCTTTTGATGCCTGCGCGTTCGAGCAGGCCATCGACCTCACCGTGTCCGGTGTTGAGTGCGACCACGCCGACA
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TGGTCCAGTTCACTGAACTGTTTCAGGCTCATGGGGGATTTGGCGCTTGGATGGTCCTTGCGGAACATGCATACGTA
GCGGTCGCGAAAGAGGCGCCGCTGGAAGAATCCGGTCTGTAGCTCTGGCAGAAGACCCAAGGCGAGATCAACCGCAC
CGGACTCCATATCCTCCTTCAGATTGCCAGCATTCGGGCGCAGCGTGCTGATCTGGATGTGAGGAGCACGTTGCGCA
AGCGCTTCCATCAGTGGGGGCATGAAGTACATCTCGCCGATGTCGGTCATTGCCAAGTTGAAGGTGCGCGTGCTGGC
AAATGGGTCGAAAGAGTCACGGGTCGTCAGTGCCGTCTGCAGCGTGTTGAGCGCATAGATCACGGGCTCCGCAAGAT
GCAGTGCATACGGTGTCGGCTCCATGCCTTTTGAGGTGCGCAAGAACAAATCGTCCTTTAGCGCCGCACGCAGCCGT
TTAAGTGAATTGCTGACGGCAGGCTGCGTCAGCCCCAGTTTTTCGCCGGCCGTCGATACGCTCCGGTCGAGCAGTAG
CTGGTTGAAGACCACCAGCAGATTCAAGTCGATGTCGCGCAGATCCATGATGCCTCACCATTATTCATGCTGGTGAT
TTTAACTATCAGACTTGATCTATAGCGCTATACCGATCGACGCGCCAGAATCGCAGCCATTCGGAGACAACTGAAAA
AAGAGCTTGCCACAGGAAACAGGAGGTACCGTCACACAGGAAACACCatggcaactcagaagagccccgcgaacgga
cacgatagcaaccacttcgacgtaatcatcctcggttcgggcatgtccggtacccagatgggggccatcctggccaa
acaacagtttcgcgtgctgatcatcgagcagtcgtcgcacccgcggttcacgatcggcgaatcgtcgatccccgaaa
cgtctctcatgaaccgcatcatcgctgatcgctacgacattcccgaactcggccacatcacctcgttctactcgacg
cagcgttacgtttcgtcgagcacgggcatcaagcgcaacttcggcttcgtgttccacaaacctggccaggagcacga
cccgaaggagttcacccagtgcgtcattcccgagctgccgtgggggccggagagccattattaccggcaggacgtcg
acgcctatctgttgcaagcggccatcaaatatggctgcacggtccgccagaagacgagcgtgaccgaatatcacgcg
gacaaggacggcgtcgcggtgaccaccgccgagggcgagcggttcaccggccggtacatgatcgactgcggaggacc
cggcgcgccgctggcgaccaagttcgggctccgcgaagagccgtgtcgcttcaagacgcactcgcgcagcctctaca
cgcacatgctcggggtcaagccgttcgacgacatcttcaaggtcaaggggcagcgctggcgctggcacgaaggaacc
ttgcaccacatgttcaccggcggctggctctgggtgattccgttcaacaaccacccgcgctcgaccaataacctggt
gagcgtcggcctgcagctcgacccgcgtgtctacccgaaaaccgacattcccgcgcagcaggagttcgacgagttcc
tcgcgcggttcccgagcatcggcgctcagttccgggacgccgtgccagtgcgcgactgggtcaagaccgaccgcctg
cagttctcgtcgaacgcctgcgtcggcgaccgctactgcctgatgctgcacgcgaacgggttcatcgacccgctctt
ctcccgggggctcgaaaacaccgcggtgaccatccacgcgctcgcggcgcgcctcatcaaggcgctacgcgacgacg
acttctcccccgagcgcttcgagtacatcgagcgcctgcagcaaaagcttttggaccacaacgacgacttcgtcagc
tgctgctacacggcgttctcggacttccgcctatgggacgcgttccaccggctgtgggcggtcggcactatcctcgg
gcagttccggctggtgcaagcccacgcgaggtttcgcgcgtcgcgcgacgagggcgacctcgatcacctcgacaacg
acccgccgtacctcgggtacctgtgcgcggacatggagcagtactaccagttgttcaacgacgccaaagccgaggtc
gaggccgtgagcgccgggcacaagtcggccgaggaggccgcgttgcggattcacgccctcatcgacgaacgagactt
cgccaagccgatgttcggcttcgggtactgcatcaccggggacaagccgcagctcaacaactcgaagtacagcctga
taccggcgatgaagctgatgtactggacgcaaacccgcgcgccggcagaggtgaagaagtacttcgactacaacccg
atgttcgcgctgctcaaggcgtacatcaccacccgcatcggcttggctctgaagaagcacgtgtggtcgcatccaca
atttgagaaaTAACACGTGTAAGTCGACTACTAGAAAAAAAAACCCCGCCCCTGACAGGGCGGGGTTTTTTTTCCAT
GGCGATTTAGGCAGATCTACTAGTCAGTCAATATGGGTTTGCTGGAAGCGATGCCTCACCATTATTCATGCTGGTGA
TTTTAACTATCAGACTTGATCTATAGCGCTATACCGATCGACGCGCCAGAATCGCAGCCATTCGGAGACAACTGAAA
AAAGAGCTTGCCACAGGAAACAGGAGGTACCGTCACACAGGAAACAatgaacaacattcaattggatcaagcgaacg
tcaagaagcatcccccgggggcgtacgacgcgaccacacgcgtggccgcgagctggtacgtcgcgatgcgctcgaac
ggcctcagggacaagccgaaggagttgacgctttttggccgtccgtacgtggcgtggcgcgcagcgacggggcaggc
cgtggtgatggaccgccactgctcgcacctgggcgcgaacctggctgacgggcggatcaaggacgggtgcatccagt
gcccgtttcaccactggcgctacgacgagcaaggcaagtgcgttcacatccccggccacagcgaggtggtgcgccag
ctggagccggtgccacgcgcggcgcgccagccgacgttggtcaccaccgagcgatacggctacgtgtgggtctggta
cggctccccgcagccgctgcacccgctgcccgaaatcaccgcagccgacgtcgacaacggcgacttcatgcacctgc
acttcgcgttcgagacgacgacggcggtcttgcggatcgtcgagaacttctacgacgcacagcacgcaacccccgtg
cacgcgctcccgatctcggccttcgaactcaagctcttcgacgactggagccggtggccggaggttgagtcgctggc
ccgggcgggcgcgtggttcggtgccgggatcgacttccacgtaaaccgctacttcggccccctcggcatgctgtcgc
gcgcgctcggcctgaacatgtcgcagatgaacctgcacttcgatggctaccccggcgggtgcgtcatgaccgttgcc
ctggacgcagacgtcaaatacaaactgctccagtgtgtgacaccggtgagcgacggcaagaacatcatgcacatgct
catctcgatcaagaaggtgggcggcgtcctgcgccgtgcgaccgacttcgtgctgttcgggctgcagaccagacagg
cagcggggtacgacgtcaaaatctggaacgggatgaagcccgacggcggcggcgcgtacagcaagtacgacaagctc
gtgctcaagtaccgtgcgttctaccgcggctgggtcgaccgtgtcgcgagtgagcagcttaagtggtcgcatccaca
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atttgagaaataaCTTAAGTAAGTCGACTAAAAAAAAACCCCGCCCCTGACAGGGCGGGGTTTTTTTTACTAGTTCC
GGAACAAGGGAAAACGCAAGCGCAAAGAGAAAGCAGGTAGCTTGCAGTGGGCTTACATGGCGATAGCTAGACTGGGC
GGTTTTATGGACAGCAAGCGAACCGGAATTGCCAGCTGGGGCGCCCTCTGGTAAGGTTGGGAAGCCCTGCAAAGTAA
ACTGGATGGCTTTCTTGCCGCCAAGGATCTGATGGCGCAGGGGATCAAGATCTGATCAAGAGACAGGATGAGGATCG
TTTCGCatgattgctgccaccgaaaccaaagttcacgatttgctcgatgccgagggccgcgatgtccgcgatgcccg
tgaactgcgcaacgtgctggggcagtttgctaccggtgtgaccgtgatcaccacccgcaccgcagacggccgcaacg
tcggtgtgacggccaactcgttctcctcactgtcgctgtcaccggcgctggtgctctggagcctggcacgcacggca
ccgagcctgaaggccttttgctcggcgagccacttcgccatcaacgtactgggcgcgcaccagcaccacctgtcgga
gcagttcgcacgggcagcagccgacaagttcgccggtgtagctcattcctatggcaaggcgggagccccggtgctgg
acgatgtggtggcagtgctggtgtgccgcaacgtcacccagtacgagggcggtgaccacctgatcttcattggcgag
atcgaacaataccgctacagcggcgcagaaccgctggtcttccatgcaggccagtaccgggggctagggagcaatag
agcagaaagcgtcctcaagcacgaataaTCCGGACTCGAG

RBS, NdeI Schnittstelle gene Strep-tag

SacI Schnittstelle LacO de Boer RBS de Boer PnagAa Promotor/ (nagR)

NcoI SpeI Schnittstelle XhoI Ptac
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Pseudomonas protegens Pf-5 Pyoluteorin Carrier-Protein und Halogenase PltL und PltA

GenBank: PltL (AAD24885.1), PltA (AAD24884.1)

Extinktionskoeffizient (280 nm) Expasy (oxidized): PltL (9970 M-1 cm-1), PltA 
(59485 M-1 cm-1)

Molekulargewicht: PltL (10.1 kDa), PltA (50.7 kDa)

18. pUC19-pltL_pltA:

Aminosäuresequenzen:

PltL

MDGEEVKEKIRRYIMEDLIGPSAKEDELDDQTPLLEWGILNSMNIVKLMVYIRDEMGVSIPSTHITGKYFKDLNAIS
RTVEQLKAECA

PltA

MSDHDYDVVIIGGGPAGSTMASYLAKAGVKCAVFEKELFEREHVGESLVPATTPVLLEIGVMEKIEKANFPKKFGAA
WTSADSGPEDKMGFQGLDHDFRSAEILFNERKQEGVDRDFTFHVDRGKFDRILLEHAGSLGAKVFQGVEIADVEFLS
PGNVIVNAKLGKRSVEIKAKMVVDASGRNVLLGRRLGLREKDPVFNQFAIHSWFDNFDRKSATQSPDKVDYIFIHFL
PMTNTWVWQIPITETITSVGVVTQKQNYTNSDLTYEEFFWEAVKTRENLHDALKASEQVRPFKKEADYSYGMKEVCG
DSFVLIGDAARFVDPIFSSGVSVALNSARIASGDIIEAVKNNDFSKSSFTHYEGMIRNGIKNWYEFITLYYRLNILF
TAFVQDPRYRLDILQLLQGDVYSGKRLEVLDKMREIIAAVESDPEHLWHKYLGDMQVPTAKPAF

Gensequenz:

CGGCCAGTGAATTCGAGCTCatggacggagaggaagttaaagaaaagattcgtcgctacatcatggaagatttgatc
gggccaagtgcaaaggaagatgagcttgatgaccagactccactactggagtggggcattctcaactcgatgaatat
cgtcaagctcatggtctacatcagggatgaaatgggtgtctcgattccaagtacccatatcaccggaaaatatttta
aagacctgaatgcaatatccaggactgtcgagcaactaaaggccgagtgcgcctaaCAGGGAGTGGGCAatgagcga
tcatgattatgatgtagtgattatcggtggcgggccggcgggttcgaccatggcctcctacctggcaaaagccggtg
tcaaatgcgcggtgttcgaaaaagaactgttcgagcgcgagcatgttggcgagtcgctggtaccggccaccactccg
gtgctgctggaaatcggggtgatggaaaagatcgagaaagccaacttcccgaagaagttcggcgctgcctggacctc
ggcagattccggccccgaagacaagatgggcttccaggggctggaccacgatttccgttcggcggaaatcctcttca
acgagcgcaagcaggaaggggtcgatcgcgacttcacgttccacgtcgaccgcggcaagttcgaccgcattcttctg
gagcacgcaggttcgctgggggccaaggtcttccagggcgtggagatcgctgacgtcgagtttctcagcccgggcaa
tgtcattgtcaatgccaagctgggcaagcgcagcgtggagatcaaggccaagatggtggtggatgccagcggtcgca
acgtgctgctgggccgccggctgggcttgcgagaaaaggacccggtcttcaaccagttcgcgattcactcctggttc
gacaacttcgaccgcaagtcggcgacgcaaagcccggacaaggtcgactacatcttcattcacttcctgccgatgac
caatacctgggtctggcagatcccgatcaccgaaaccattaccagcgtgggcgtggttacgcagaagcagaactaca
ccaactccgacctcacctatgaagagttcttctgggaagcggtgaagacccgggaaaacctgcatgacgcgctgaag
gcatcggagcaggtccgcccgttcaagaaagaggcggactacagctacggcatgaaagaagtctgtggcgacagctt
cgtgctgatcggcgatgccgcacggttcgtcgacccgatcttctccagcggcgtcagcgttgcactcaacagtgcgc
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gcatcgccagcggcgacatcatcgaggcggtgaagaacaacgactttagcaagtccagtttcactcactacgaaggc
atgatcaggaatggcatcaagaactggtatgagttcatcacgctctattaccgcctgaacatcctcttcaccgcgtt
cgttcaagacccacgctaccgcctggacatcctgcaattgctgcaaggggacgtctacagcggcaagcgcctggaag
tgctggacaagatgcgcgaaatcatcgctgcggttgaaagcgacccggaacacctctggcacaagtacctgggcgac
atgcaggttcctaccgccaaacccgcgttctaaTCTAGAGTCGACCTGCAGGC

SacI Schnittstelle, Start- und Stopp-Codon, Gene, genomischer Linker,

XbaI Schnittstelle
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22. pCC1-NH153(-Strep):

Aminosäuresequenzen:

MNNQVQQADVVIIGAGPSGAVAASLLVKKGWHVVVLEQQTFPRFSIGESLLPQCMSFLAEAGLEQAVQTQAQSLGFQ
FKNGAAFQRRGDHTTIDFTEKFSEGPGTTFQVKRADFDKCLADGAMQQGAEIRYQHSVLAFTDCEDGALLEVTDENQ
QGYQIKGRFVLDASGFGRVLPRLLDLESASNFPVRWAFFSHFKDNISDTQFDREKILINVHPEHKDIWYWLIPFSDG
TASIGVVGKPEQLEDKQPLAGLNEFIEQDSYLSELLANREAIGEARAIKGYSANVSSLYGEHFALLGNAGEFLDPVF
SSGVTIALKSASLVAPLVDSYLRGEQVDFKNDYSEPLQQGVNCFRTYVSAWYDGSFQDVIFYSEKNQQVREMISAIL
AGYAWDLQNPFVKQSNKRLNTLVELCRDEL

Gensequenz:

AATTGTGAGCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGAATTCCATatgaacaaccaggtgcagcaggccgacgtggtg
atcatcggcgccggcccgtcgggcgccgtggccgcctcgctgctggtgaagaagggctggcacgtggtggtgctgga
acagcagaccttcccgcgcttctcgatcggcgaatcgctgctgccgcagtgcatgtcgttcctggccgaagccggcc
tggaacaggccgtgcagacccaggcccagtcgctgggcttccagttcaagaacggcgccgccttccagcgccgcggc
gaccacaccaccatcgacttcaccgaaaagttctcggaaggcccgggcaccaccttccaggtgaagcgcgccgactt
cgacaagtgcctggccgacggcgccatgcagcagggcgccgaaatccgctaccagcactcggtgctggccttcaccg
actgcgaagacggcgccctgctggaagtgaccgacgaaaaccagcagggctaccagatcaagggccgcttcgtgctg
gacgcctcgggcttcggccgcgtgctgccgcgcctgctggacctggaatcggcctcgaacttcccggtgcgctgggc
cttcttctcgcacttcaaggacaacatctcggacacccagttcgaccgcgaaaagatcctgatcaacgtgcacccgg
aacacaaggacatctggtactggctgatcccgttctcggacggcaccgcctcgatcggcgtggtgggcaagccggaa
cagctggaagacaagcagccgctggccggcctgaacgagttcatcgaacaggactcgtacctgtcggaactgctggc
caaccgcgaagccatcggcgaagcccgcgccatcaagggctactcggccaacgtgtcgtcgctgtacggcgaacact
tcgccctgctgggcaacgccggcgagttcctggacccggtgttctcgtcgggcgtgaccatcgccctgaagtcggcc
tcgctggtggccccgctggtggactcgtacctgcgcggcgaacaggtggacttcaagaacgactactcggaaccgct
gcagcagggcgtgaactgcttccgcacctacgtgtcggcctggtacgacggctcgttccaggacgtgatcttctact
cggaaaagaaccagcaggtgcgcgaaatgatctcggccatcctggccggctacgcctgggacctgcagaacccgttc
gtgaagcagtcgaacaagcgcctgaacaccctggtggaactgtgccgcgacgagctctgaTCTAGACTCGAGTGGTC
GCATCCACAATTTGAGAAATAAGTCGACTACTAG

LacO de Boer, RBS de Boer, EcoRI Schnittstelle, NdeI Schnittstelle, Start- und Stopp-
Codon, XbaI Schnittstelle, XhoI Schnittstelle, Strep-tag, SalI Schnittstelle
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23. pCC1-NC201(-Strep):

Aminosäuresequenzen:

MVSQYADVLIIGGSMAGACLARQLKLAHPDMKITVIERKQAFNSWVGESTLESFWDYMANDLKLGFYLETNHLYKHG
LRFYFDSDNRDLSVEELSELGRSWYHGIPAHQIDREKFDNDMVQFNRELGVDVVMGTTVNEISLDAQQGHTVVTSSG
STYTCRYLVDASGFNSPLGKQLGLIESQNDRHPVSSYWGRFKHIELIDHLGSDEWRARSNFTSRALATNHFMYKGYW
IWLIPLNQDTFSIGITAKNNEVNLNIRSAEEFEQFLRSHQALNEILGQHAELLDYTSMKRLSRKAKQSFSTERWFLT
GMSSAFLDPLLSPGSAYLTDANRMIGELIEADIAEDAEVFAGKTKAFNAYLLSWYESFMLHITGNYHGSYEVHKTHF
EALLMHWFGFILPSSMSRRYGYCPSLHGMSQDEVNQKAIAMIENAAIARIHVLKDEFIQLIKGYEYRYNRGHFFDIE
LTRQRMKHAHTRGAMLDDAAIAELDHALLEVTYQGFLRSLCEIQKVDFDEEKMPMVVQAAIEDKLSLTHAMQLFHIE
L

Gensequenz:

AATTGTGAGCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGAATTCCATatgGTGTCGCAGTACGCCGACGTGCTGATCATC
GGCGGCTCGATGGCCGGCGCCTGCCTGGCCCGCCAGCTGAAGCTGGCCCACCCGGACATGAAGATCACCGTGATCGA
ACGCAAGCAGGCCTTCAACTCGTGGGTGGGCGAATCGACCCTGGAATCGTTCTGGGACTACATGGCCAACGACCTGA
AGCTGGGCTTCTACCTGGAAACCAACCACCTGTACAAGCACGGCCTGCGCTTCTACTTCGACTCGGACAACCGCGAC
CTGTCGGTGGAAGAACTGTCGGAACTGGGCCGCTCGTGGTACCACGGCATCCCGGCCCACCAGATCGACCGCGAAAA
GTTCGACAACGACATGGTGCAGTTCAACCGCGAACTGGGCGTGGACGTGGTGATGGGCACCACCGTGAACGAAATCT
CGCTGGACGCCCAGCAGGGCCACACCGTGGTGACCTCGTCGGGCTCGACCTACACCTGCCGCTACCTGGTGGACGCC
TCGGGCTTCAACTCGCCGCTGGGCAAGCAGCTGGGCCTGATCGAATCGCAGAACGACCGCCACCCGGTGTCGTCGTA
CTGGGGCCGCTTCAAGCACATCGAACTGATCGACCACCTGGGCTCGGACGAATGGCGCGCCCGCTCGAACTTCACCT
CGCGCGCCCTGGCCACCAACCACTTCATGTACAAGGGCTACTGGATCTGGCTGATCCCGCTGAACCAGGACACCTTC
TCGATCGGCATCACCGCCAAGAACAACGAAGTGAACCTGAACATCCGCTCGGCCGAAGAATTTGAACAGTTCCTGCG
CTCGCACCAGGCCCTGAACGAAATCCTGGGCCAGCACGCCGAACTGCTGGACTACACCTCGATGAAGCGCCTGTCGC
GCAAGGCCAAGCAGTCGTTCTCGACCGAACGCTGGTTCCTGACCGGCATGTCGTCGGCCTTCCTGGACCCGCTGCTG
TCGCCGGGCTCGGCCTACCTGACCGACGCCAACCGCATGATCGGCGAACTGATCGAAGCCGACATCGCCGAAGACGC
CGAAGTGTTCGCCGGCAAGACCAAGGCCTTCAACGCCTACCTGCTGTCGTGGTACGAATCGTTCATGCTGCACATCA
CCGGCAACTACCACGGCTCGTACGAAGTGCACAAGACCCACTTCGAAGCCCTGCTGATGCACTGGTTCGGCTTCATC
CTGCCGTCGTCGATGTCGCGCCGCTACGGCTACTGCCCGTCGCTGCACGGCATGTCGCAGGACGAAGTGAACCAGAA
GGCCATCGCCATGATCGAAAACGCCGCCATCGCCCGCATCCACGTGCTGAAGGACGAATTTATCCAGCTGATCAAGG
GCTACGAATACCGCTACAACCGCGGCCACTTCTTCGACATCGAACTGACCCGCCAGCGCATGAAGCACGCCCACACC
CGCGGCGCCATGCTGGACGACGCCGCCATCGCCGAACTGGACCACGCCCTGCTGGAAGTGACCTACCAGGGCTTCCT
GCGCTCGCTGTGCGAAATCCAGAAGGTGGACTTCGACGAAGAAAAGATGCCGATGGTGGTGCAGGCCGCCATCGAAG
ACAAGCTGTCGCTGACCCACGCCATGCAGCTGTTCCACATCGAGCTCtgaTCTAGACTCGAGTGGTCGCATCCACAA
TTTGAGAAATAAGTCGACTACTAG

LacO de Boer, RBS de Boer, EcoRI Schnittstelle, NdeI Schnittstelle, Start- und Stopp-
Codon, XbaI Schnittstelle, XhoI Schnittstelle, Strep-tag, SalI Schnittstelle
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24. pCC1-PrnC-His6:

Aminosäuresequenzen:

MTQKSPANGHDSNHFDVIILGSGMSGTQMGAILAKQQFRVLIIEQSSHPRFTIGESSIPETSLMNRIIADRYDIPEL
GHITSFYSTQRYVSSSTGIKRNFGFVFHKPGQEHDPKEFTQCVIPELPWGPESHYYRQDVDAYLLQAAIKYGCTVRQ
KTSVTEYHADKDGVAVTTAEGERFTGRYMIDCGGPGAPLATKFGLREEPCRFKTHSRSLYTHMLGVKPFDDIFKVKG
QRWRWHEGTLHHMFTGGWLWVIPFNNHPRSTNNLVSVGLQLDPRVYPKTDIPAQQEFDEFLARFPSIGAQFRDAVPV
RDWVKTDRLQFSSNACVGDRYCLMLHANGFIDPLFSRGLENTAVTIHALAARLIKALRDDDFSPERFEYIERLQQKL
LDHNDDFVSCCYTAFSDFRLWDAFHRLWAVGTILGQFRLVQAHARFRASRDEGDLDHLDNDPPYLGYLCADMEQYYQ
LFNDAKAEVEAVSAGHKSAEEAALRIHALIDERDFAKPMFGFGYCITGDKPQLNNSKYSLIPAMKLMYWTQTRAPAE
VKKYFDYNPMFALLKAYITTRIGLALKKHVHHHHHH

Gensequenz:

AATTGTGAGCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGAATTCCATatgTGAAAGCTTGAGCTCatgactcagaagagc
cccgcgaacggacacgatagcaaccacttcgacgtaatcatcctcggttcgggcatgtccggtacccagatgggggc
catcctggccaaacaacagtttcgcgtgctgatcatcgagcagtcgtcgcacccgcggttcacgatcggcgaatcgt
cgatccccgaaacgtctctcatgaaccgcatcatcgctgatcgctacgacattccggagctcggccacatcacctcg
ttctactcgacgcagcgttacgtttcgtcgagcacgggcatcaagcgcaacttcggcttcgtgttccacaaacctgg
ccaggagcacgacccgaaggagttcacccagtgcgtcattcccgagctgccgtgggggccggagagccattattacc
ggcaggacgtcgacgcctatctgttgcaagcggccatcaaatatggctgcacggtccgccagaagacgagcgtgacc
gaatatcacgcggacaaggacggcgtcgcggtgaccaccgccgagggcgagcggttcaccggccggtacatgatcga
ctgcggaggacccggcgcgccgctggcgaccaagttcgggctccgcgaagagccgtgtcgcttcaagacgcactcgc
gcagcctctacacgcacatgctcggggtcaagccgttcgacgacatcttcaaggtcaaggggcagcgctggcgctgg
cacgaaggaaccctgcaccacatgttcaccggcggctggctctgggtgattccgttcaacaaccacccgcgctcgac
caataacctggtgagcgtcggcctgcagctcgacccgcgtgtctacccgaaaaccgacattcccgcgcagcaggaat
tcgacgagttcctcgcgcggttcccgagcatcggcgctcagttccgggacgccgtgccagtgcgcgactgggtcaag
accgaccgcctgcagttctcgtcgaacgcctgcgtcggcgaccgctactgcctgatgctgcacgcgaacgggttcat
cgacccgctcttctcccgggggctcgagaacaccgcggtgaccatccacgcgctcgcggcgcgcctcatcaaggcgc
tacgcgacgacgacttctcccccgagcgcttcgagtacatcgagcgcctgcagcaaaagcttttggaccacaacgac
gacttcgtcagctgctgctacacggcgttctcggacttccgcctatgggacgcgttccaccggctgtgggcggtcgg
cactatcctcgggcagttccggctggtgcaagcccacgcgaggtttcgcgcgtcgcgcgacgagggcgacctcgatc
acctcgacaacgacccgccgtacctcgggtacctgtgcgcggacatggagcagtactaccagttgttcaacgacgcc
aaagccgaggtcgaggctgtgagcgccgggcacaagtcggccgaggaggccgcgttgcggattcacgccctcatcga
cgaacgagacttcgccaagccgatgttcggcttcgggtactgcatcaccggggacaagccgcagctcaacaactcga
agtacagcctgataccggcgatgaagctgatgtactggacgcaaacccgcgcgccggcagaggtgaagaagtacttc
gactacaacccgatgttcgcgctgctcaaggcgtacatcaccacccgcatcggcctggcgctgaagaagcacgtgca
ccaccaccaccaccactgaTCTAGACTCGAGTGGTCGCATCCACAATTTGAGAAATAAGTCGAC

LacO de Boer, RBS de Boer, EcoRI Schnittstelle, NdeI Schnittstelle, SacI 
Schnittstelle, Start- und Stopp-Codon, His-tag, XbaI Schnittstelle, XhoI Schnittstelle,
SalI Schnittstelle
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25. pETDuetTM-1gdh (pGDH)[297, 349, 350]:

Aminosäuresequenzen:

MYPDLKGKVVAITGAASGLGKAMAIRFGKEQAKVVINYYSNKQDPNEVKEEVIKAGGEAVVVQGDVTKEEDVKNIVQ
TAIKEFGTLDIMINNAGLENPVPSHEMPLKDWDKVIGTNLTGAFLGSREAIKYFVENDIKGNVINMSSVHEVIPWPL
FVHYAASKGGIKLMTKTLALEYAPKGIRVNNIGPGAINTPINAEKFADPKQKADVESMIPMGYIGEPEEIAAVAAWL
ASKEASYVTGITLFADGGMTLYPSFQAGRG

Gensequenz:

CCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACCatgtatccggatttaaaaggaaaagtcgtcgcta
ttacaggagctgcttcagggctcggaaaggcgatggccattcgcttcggcaaggagcaggcaaaagtggttatcaac
tattatagtaataaacaagatccgaacgaggtaaaagaagaggtcatcaaggcgggcggtgaagctgttgtcgtcca
aggagatgtcacgaaagaggaagatgtaaaaaatatcgtgcaaacggcaattaaggagttcggcacactcgatatta
tgattaataatgccggtcttgaaaatcctgtgccatctcacgaaatgccgctcaaggattgggataaagtcatcggc
acgaacttaacgggtgcctttttaggaagccgtgaagcgattaaatatttcgtagaaaacgatatcaagggaaatgt
cattaacatgtccagtgtgcacgaagtgattccttggccgttatttgtccactatgcggcaagtaaaggcgggataa
agctgatgacaaagacattagcgttggaatacgcgccgaagggcattcgcgtcaataatattgggccaggtgcgatc
aacacgccaatcaatgctgaaaaattcgctgaccctaaacagaaagctgatgtagaaagcatgattccaatgggata
tatcggcgaaccggaggagatcgccgcagtagcagcctggcttgcttcgaaggaagccagctacgtcacaggcatca
cgttattcgcggacggcggtatgacactctatccttcattccaggcaggccgcggttaaGCGGCCGCATAATGCTTA
AGTCGAACAGAAAGTAATCGTATTGTACACGGCCGCATAATCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGGAATTGTGAG
CGGATAACAATTCCCCATCTTAGTATATTAGTTAAGTATAAGAAGGAGATATACATATGGCAGATCTCAATTGGATA
TCGGCCGGCCACGCGATCGCTGACGTCGGTACCCTCGAG

RBS, Start- und Stopp-Codon, gen, NotI, NdeI Schnittstelle, XhoI Schnittstelle
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26. pBTBX-2* (pBTBX-2_MCS_RBS):

Sequenz der MCS des kommerziellen pBTBX-2:

ACTTTAAGAAGGAGATATACCCATGGtaaaatggtcagtattgagcgataTCTAGAGAATTCGTCAACGAATTCAAG
CTTGATATCATTCAGGACGAGCCTCAGACTCCAGCGTAACTGGACTGAAAACAAACTAAAGCGCCCTTGTGGCGCTT
TAGTTTT

Ribosomenbindestelle (RBS), NcoI Schnittstelle, Start- und Stop-Codon, XbaI,

SoxR Terminator

Sequenz der MCS des angepassten pBTBX-2*:

TTTTTTTGGGCTAGCACCGCCTATCTCGTGTGAGATAGGCGGAGATACGAACTTTAAGAAGGAGATATACCCATGGg
cttataacatatggagctccgtcgacactagtTCTAGAAAATT

NheI, NcoI, NdeI, SacI, SpeI, SalI, XbaI Schnittstellen, ausgetauschter Bereich MCS
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27. pBTBX-2*-prnD:

Aminosäuresequenzen mit His-tag:

MNNIQLDQANVKKHPPGAYDATTRVAASWYVAMRSNGLRDKPKELTLFGRPYVAWRAATGQAVVMDRHCSHLGANLA
DGRIKDGCIQCPFHHWRYDEQGKCVHIPGHSEVVRQLEPVPRAARQPTLVTTERYGYVWVWYGSPQPLHPLPEITAA
DVDNGDFMHLHFAFETTTAVLRIVENFYDAQHATPVHALPISAFELKLFDDWSRWPEVESLARAGAWFGAGIDFHVN
RYFGPLGMLSRALGLNMSQMNLHFDGYPGGCVMTVALDADVKYKLLQCVTPVSDGKNIMHMLISIKKVGGVLRRATD
FVLFGLQTRQAAGYDVKIWNGMKPDGGGAYSKYDKLVLKYRAFYRGWVDRVASEQLKHHHHHH

Gensequenz:

TTTTTTGGGCTAGCACCGCCTATCTCGTGTGAGATAGGCGGAGATACGAACTTTAAGAAGGAGATACTAGTatgaac
aacattcaattggatcaagcgaacgtcaagaagcatcccccgggggcgtacgacgcgaccacacgcgtggccgcgag
ctggtacgtcgcgatgcgctcgaacggcctcagggacaagccgaaggagttgacgctttttggccgtccgtacgtgg
cgtggcgcgcagcgacggggcaggccgtggtgatggaccgccactgctcgcacctgggcgcgaacctggctgacggg
cggatcaaggacgggtgcatccagtgcccgtttcaccactggcgctacgacgagcaaggcaagtgcgttcacatccc
cggccacagcgaggtggtgcgccagctggagccggtgccacgcgcggcgcgccagccgacgttggtcaccaccgagc
gatacggctacgtgtgggtctggtacggctccccgcagccgctgcacccgctgcccgaaatcaccgcagccgacgtc
gacaacggcgacttcatgcacctgcacttcgcgttcgagacgacgacggcggtcttgcggatcgtcgagaacttcta
cgacgcacagcacgcaacccccgtgcacgcgctcccgatctcggccttcgaactcaagctcttcgacgactggagcc
ggtggccggaggttgagtcgctggcccgggcgggcgcgtggttcggtgccgggatcgacttccacgtaaaccgctac
ttcggccccctcggcatgctgtcgcgcgcgctcggcctgaacatgtcgcagatgaacctgcacttcgatggctaccc
cggcgggtgcgtcatgaccgttgccctggacgcagacgtcaaatacaaactgctccagtgtgtgacaccggtgagcg
acggcaagaacatcatgcacatgctcatctcgatcaagaaggtgggcggcgtcctgcgccgtgcgaccgacttcgtg
ctgttcgggctgcagaccagacaggcagcggggtacgacgtcaaaatctggaacgggatgaagcccgacggcggcgg
cgcgtacagcaagtacgacaagctcgtgctcaagtaccgtgcgttctaccgcggctgggtcgaccgtgtcgcgagtg
agcagcttaagcaccaccaccaccaccactgaACTAGTTCTAGAA

Ribosomenbindestelle (RBS),NheI,
SpeI, Start- und Stopp-Codon, His-
tag, XbaI Schnittstellen, Gen

CC  
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28. pBTBX-2*-pltLA:

Aminosäuresequenzen mit His-tag:

PltL:

MGDGEEVKEKIRRYIMEDLIGPSAKEDELDDQTPLLEWGILNSMNIVKLMVYIRDEMGVSIPSTHITGKYFKDLNAI
SRTVEQLKAECA

PltA:

MSDHDYDVVIIGGGPAGSTMASYLAKAGVKCAVFEKELFEREHVGESLVPATTPVLLEIGVMEKIEKANFPKKFGAA
WTSADSGPEDKMGFQGLDHDFRSAEILFNERKQEGVDRDFTFHVDRGKFDRILLEHAGSLGAKVFQGVEIADVEFLS
PGNVIVNAKLGKRSVEIKAKMVVDASGRNVLLGRRLGLREKDPVFNQFAIHSWFDNFDRKSATQSPDKVDYIFIHFL
PMTNTWVWQIPITETITSVGVVTQKQNYTNSDLTYEEFFWEAVKTRENLHDALKASEQVRPFKKEADYSYGMKEVCG
DSFVLIGDAARFVDPIFSSGVSVALNSARIASGDIIEAVKNNDFSKSSFTHYEGMIRNGIKNWYEFITLYYRLNILF
TAFVQDPRYRLDILQLLQGDVYSGKRLEVLDKMREIIAAVESDPEHLWHKYLGDMQVPTAKPAF

Gensequenz:

GCTAGCACCGCCTATCTCGTGTGAGATAGGCGGAGATACGAACTTTAAGAAGGAGATATACCCatgggagacggaga
ggaagttaaagaaaagattcgtcgctacatcatggaagatttgatcgggccaagtgcaaaggaagatgagcttgatg
accagactccactactggagtggggcattctcaactcgatgaatatcgtcaagctcatggtctacatcagggatgaa
atgggtgtctcgattccaagtacccatatcaccggaaaatattttaaagacctgaatgcaatatccaggactgtcga
gcaactaaaggccgagtgcgcctaaCAGGGAGTGGGCAatgagcgatcatgattatgatgtagtgattatcggtggc
gggccggcgggttcgaccatggcctcctacctggcaaaagccggtgtcaaatgcgcggtgttcgaaaaagaactgtt
cgagcgcgagcatgttggcgagtcgctggtaccggccaccactccggtgctgctggaaatcggggtgatggaaaaga
tcgagaaagccaacttcccgaagaagttcggcgctgcctggacctcggcagattccggccccgaagacaagatgggc
ttccaggggctggaccacgatttccgttcggcggaaatcctcttcaacgagcgcaagcaggaaggggtcgatcgcga
cttcacgttccacgtcgaccgcggcaagttcgaccgcattcttctggagcacgcaggttcgctgggggccaaggtct
tccagggcgtggagatcgctgacgtcgagtttctcagcccgggcaatgtcattgtcaatgccaagctgggcaagcgc
agcgtggagatcaaggccaagatggtggtggatgccagcggtcgcaacgtgctgctgggccgccggctgggcttgcg
agaaaaggacccggtcttcaaccagttcgcgattcactcctggttcgacaacttcgaccgcaagtcggcgacgcaaa
gcccggacaaggtcgactacatcttcattcacttcctgccgatgaccaatacctgggtctggcagatcccgatcacc
gaaaccattaccagcgtgggcgtggttacgcagaagcagaactacaccaactccgacctcacctatgaagagttctt
ctgggaagcggtgaagacccgggaaaacctgcatgacgcgctgaaggcatcggagcaggtccgcccgttcaagaaag
aggcggactacagctacggcatgaaagaagtctgtggcgacagcttcgtgctgatcggcgatgccgcacggttcgtc
gacccgatcttctccagcggcgtcagcgttgcactcaacagtgcgcgcatcgccagcggcgacatcatcgaggcggt
gaagaacaacgactttagcaagtccagtttcactcactacgaaggcatgatcaggaatggcatcaagaactggtatg
agttcatcacgctctattaccgcctgaacatcctcttcaccgcgttcgttcaagacccacgctaccgcctggacatc
ctgcaattgctgcaaggggacgtctacagcggcaagcgcctggaagtgctggacaagatgcgcgaaatcattgctgc
ggttgaaagcgacccggaacacctctggcacaagtacctgggcgacatgcaggttcctaccgccaaacccgcgttct
aatctagaa

NheI, NcoI, XbaI Schnittstellen, Gene, genomischer Linker
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29. pBTBX-2*-prnFnagR:

Gensequenz:

TTTTTTGGGCTAGCACCGCCTATCTCGTGTGAGATAGGCGGAGATACGAACTTTAAGAAGGAGATATACCCATGGGA
GCTCGGGTCACTGAGAGGATCGGACATAAGGCCACTTACACAGAAGGAGCCCGAATTCatgattgctgccaccgaaa
ccaaagttcacgatttgctcgatgccgagggccgcgatgtccgcgatgcccgtgaactgcgcaacgtgctggggcag
tttgctaccggtgtgaccgtgatcaccacccgcaccgcagacggccgcaacgtcggtgtgacggccaactcgttctc
ctcactgtcgctgtcaccggcgctggtgctctggagcctggcacgcacggcaccgagcctgaaggccttttgctcgg
cgagccacttcgccatcaacgtactgggcgcgcaccagcaccacctgtcggagcagttcgcacgggcagcagccgac
aagttcgccggtgtagctcattcctatggcaaggcgggagccccggtgctggacgatgtggtggcagtgctggtgtg
ccgcaacgtcacccagtacgagggcggtgaccacctgatcttcattggcgagatcgaacaataccgctacagcggcg
cagaaccgctggtcttccatgcaggccagtaccgggggctagggagcaatagagcagaaagcgtcctcaagcacgaa
caccaccaccaccaccactgaGAATTCCGTAACTGGACTGAAAACAAACTAAAGCGCCCTTGTGGCGCTTTAGTTTT
GTTCCGCGGGCTAGCCAGTCAATATGGGTTTGCTGGAAGCTTATGCTTCAGAGAAAAGCTCGACGAACAACTGACGT
AGCCACATGTTGCCCGGATCCCGGTTGTACTTGGCATGCCAAAACAGGTTGATGGCGATGTCGGGCAGCTTGGCCGG
GTGCGGGGATGTCGTCAGACCAAAAGGCAATTTGCAGCGAACGGCAAAACGCTGCGGCACGGTCGCGATGAGGTCGG
TGCTGTGCAGAATGGGGCCGATCGCAATGAAATGCGGCACCACCAGCCGCATGCGCCTTTTGATGCCTGCGCGTTCG
AGCAGGCCATCGACCTCACCGTGTCCGGTGTTGAGTGCGACCACGCCGACATGGTCCAGTTCACTGAACTGTTTCAG
GCTCATGGGGGATTTGGCGCTTGGATGGTCCTTGCGGAACATGCATACGTAGCGGTCGCGAAAGAGGCGCCGCTGGA
AGAATCCGGTCTGTAGCTCTGGCAGAAGACCCAAGGCGAGATCAACCGCACCGGACTCCATATCCTCCTTCAGATTG
CCAGCATTCGGGCGCAGCGTGCTGATCTGGATGTGAGGAGCACGTTGCGCAAGCGCTTCCATCAGTGGGGGCATGAA
GTACATCTCGCCGATGTCGGTCATTGCCAAGTTGAAGGTGCGCGTGCTGGCAAATGGGTCGAAAGAGTCACGGGTCG
TCAGTGCCGTCTGCAGCGTGTTGAGCGCATAGATCACGGGCTCCGCAAGATGCAGTGCATACGGTGTCGGCTCCATG
CCTTTTGAGGTGCGCAAGAACAAATCGTCCTTTAGCGCCGCACGCAGCCGTTTAAGTGAATTGCTGACGGCAGGCTG
CGTCAGCCCCAGTTTTTCGCCGGCCGTCGATACGCTCCGGTCGAGCAGTAGCTGGTTGAAGACCACCAGCAGATTCA
AGTCGATGTCGCGCAGATCCATGATGCCTCACCATTATTCATGCTGGTGATTTTAACTATCAGACTTGATCTATAGC
GCTATACCGATCGACGCGCCAGAATCGCAGCCATTCGGAGACAACTGAAAAAAGAGCTTGCCACAGGAAACAGGAGG
TACCGGCCCAAGTTCACTTAAAAAGGAGATCAACAATGAAAGCAATTTTCGTACTGAAACATCTTAATCATGCTAAG
GAGGTTTTCATatgGCAACTCAGAAGAGCCCCGCGAACGGACTCTAGA

NheI, RBS (SD), NcoI, SacI, EcoRI, NdeI,
XbaI Schnittstellen, nagR/PnagAa, Start-
und Stopp-Codon, Gen
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30. pBTBX-2*-prnFnagRprnCD:

Aminosäuresequenzenzen:

PrnF-His6:

MIAATETKVHDLLDAEGRDVRDARELRNVLGQFATGVTVITTRTADGRNVGVTANSFSSLSLSPALVLWSLARTAPS
LKAFCSASHFAINVLGAHQHHLSEQFARAAADKFAGVAHSYGKAGAPVLDDVVAVLVCRNVTQYEGGDHLIFIGEIE
QYRYSGAEPLVFHAGQYRGLGSNRAESVLKHEHHHHHH

PrnC-His6:

MATQKSPANGHDSNHFDVIILGSGMSGTQMGAILAKQQFRVLIIEQSSHPRFTIGESSIPETSLMNRIIADRYDIPE
LGHITSFYSTQRYVSSSTGIKRNFGFVFHKPGQEHDPKEFTQCVIPELPWGPESHYYRQDVDAYLLQAAIKYGCTVR
QKTSVTEYHADKDGVAVTTAEGERFTGRYMIDCGGPGAPLATKFGLREEPCRFKTHSRSLYTHMLGVKPFDDIFKVK
GQRWRWHEGTLHHMFTGGWLWVIPFNNHPRSTNNLVSVGLQLDPRVYPKTDIPAQQEFDEFLARFPSIGAQFRDAVP
VRDWVKTDRLQFSSNACVGDRYCLMLHANGFIDPLFSRGLENTAVTIHALAARLIKALRDDDFSPERFEYIERLQQK
LLDHNDDFVSCCYTAFSDFRLWDAFHRLWAVGTILGQFRLVQAHARFRASRDEGDLDHLDNDPPYLGYLCADMEQYY
QLFNDAKAEVEAVSAGHKSAEEAALRIHALIDERDFAKPMFGFGYCITGDKPQLNNSKYSLIPAMKLMYWTQTRAPA
EVKKYFDYNPMFALLKAYITTRIGLALKKHVHHHHHH

PrnD-His6:

MNNIQLDQANVKKHPPGAYDATTRVAASWYVAMRSNGLRDKPKELTLFGRPYVAWRAATGQAVVMDRHCSHLGANLA
DGRIKDGCIQCPFHHWRYDEQGKCVHIPGHSEVVRQLEPVPRAARQPTLVTTERYGYVWVWYGSPQPLHPLPEITAA
DVDNGDFMHLHFAFETTTAVLRIVENFYDAQHATPVHALPISAFELKLFDDWSRWPEVESLARAGAWFGAGIDFHVN
RYFGPLGMLSRALGLNMSQMNLHFDGYPGGCVMTVALDADVKYKLLQCVTPVSDGKNIMHMLISIKKVGGVLRRATD
FVLFGLQTRQAAGYDVKIWNGMKPDGGGAYSKYDKLVLKYRAFYRGWVDRVASEQLKHHHHHH

Gensequenz:

TTTTTTGGGCTAGCACCGCCTATCTCGTGTGAGATAGGCGGAGATACGAACTTTAAGAAGGAGATATACCCATGGGA
GCTCGGGTCACTGAGAGGATCGGACATAAGGCCACTTACACAGAAGGAGCCCGAATTCatgattgctgccaccgaaa
ccaaagttcacgatttgctcgatgccgagggccgcgatgtccgcgatgcccgtgaactgcgcaacgtgctggggcag
tttgctaccggtgtgaccgtgatcaccacccgcaccgcagacggccgcaacgtcggtgtgacggccaactcgttctc
ctcactgtcgctgtcaccggcgctggtgctctggagcctggcacgcacggcaccgagcctgaaggccttttgctcgg
cgagccacttcgccatcaacgtactgggcgcgcaccagcaccacctgtcggagcagttcgcacgggcagcagccgac
aagttcgccggtgtagctcattcctatggcaaggcgggagccccggtgctggacgatgtggtggcagtgctggtgtg
ccgcaacgtcacccagtacgagggcggtgaccacctgatcttcattggcgagatcgaacaataccgctacagcggcg
cagaaccgctggtcttccatgcaggccagtaccgggggctagggagcaatagagcagaaagcgtcctcaagcacgaa
caccaccaccaccaccactgaGAATTCCGTAACTGGACTGAAAACAAACTAAAGCGCCCTTGTGGCGCTTTAGTTTT
GTTCCGCGGGCTAGCCAGTCAATATGGGTTTGCTGGAAGCTTATGCTTCAGAGAAAAGCTCGACGAACAACTGACGT
AGCCACATGTTGCCCGGATCCCGGTTGTACTTGGCATGCCAAAACAGGTTGATGGCGATGTCGGGCAGCTTGGCCGG
GTGCGGGGATGTCGTCAGACCAAAAGGCAATTTGCAGCGAACGGCAAAACGCTGCGGCACGGTCGCGATGAGGTCGG
TGCTGTGCAGAATGGGGCCGATCGCAATGAAATGCGGCACCACCAGCCGCATGCGCCTTTTGATGCCTGCGCGTTCG
AGCAGGCCATCGACCTCACCGTGTCCGGTGTTGAGTGCGACCACGCCGACATGGTCCAGTTCACTGAACTGTTTCAG
GCTCATGGGGGATTTGGCGCTTGGATGGTCCTTGCGGAACATGCATACGTAGCGGTCGCGAAAGAGGCGCCGCTGGA
AGAATCCGGTCTGTAGCTCTGGCAGAAGACCCAAGGCGAGATCAACCGCACCGGACTCCATATCCTCCTTCAGATTG
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CCAGCATTCGGGCGCAGCGTGCTGATCTGGATGTGAGGAGCACGTTGCGCAAGCGCTTCCATCAGTGGGGGCATGAA
GTACATCTCGCCGATGTCGGTCATTGCCAAGTTGAAGGTGCGCGTGCTGGCAAATGGGTCGAAAGAGTCACGGGTCG
TCAGTGCCGTCTGCAGCGTGTTGAGCGCATAGATCACGGGCTCCGCAAGATGCAGTGCATACGGTGTCGGCTCCATG
CCTTTTGAGGTGCGCAAGAACAAATCGTCCTTTAGCGCCGCACGCAGCCGTTTAAGTGAATTGCTGACGGCAGGCTG
CGTCAGCCCCAGTTTTTCGCCGGCCGTCGATACGCTCCGGTCGAGCAGTAGCTGGTTGAAGACCACCAGCAGATTCA
AGTCGATGTCGCGCAGATCCATGATGCCTCACCATTATTCATGCTGGTGATTTTAACTATCAGACTTGATCTATAGC
GCTATACCGATCGACGCGCCAGAATCGCAGCCATTCGGAGACAACTGAAAAAAGAGCTTGCCACAGGAAACAGGAGG
TACCGGCCCAAGTTCACTTAAAAAGGAGATCAACAATGAAAGCAATTTTCGTACTGAAACATCTTAATCATGCTAAG
GAGGTTTTCATatggcaactcagaagagccccgcgaacggacacgatagcaaccacttcgacgtaatcatcctcggt
tcgggcatgtccggtacccagatgggggccatcctggccaaacaacagtttcgcgtgctgatcatcgagcagtcgtc
gcacccgcggttcacgatcggcgaatcgtcgatccccgaaacgtctctcatgaaccgcatcatcgctgatcgctacg
acattcccgaactcggccacatcacctcgttctactcgacgcagcgttacgtttcgtcgagcacgggcatcaagcgc
aacttcggcttcgtgttccacaaacctggccaggagcacgacccgaaggagttcacccagtgcgtcattcccgagct
gccgtgggggccggagagccattattaccggcaggacgtcgacgcctatctgttgcaagcggccatcaaatatggct
gcacggtccgccagaagacgagcgtgaccgaatatcacgcggacaaggacggcgtcgcggtgaccaccgccgagggc
gagcggttcaccggccggtacatgatcgactgcggaggacccggcgcgccgctggcgaccaagttcgggctccgcga
agagccgtgtcgcttcaagacgcactcgcgcagcctctacacgcacatgctcggggtcaagccgttcgacgacatct
tcaaggtcaaggggcagcgctggcgctggcacgaaggaaccttgcaccacatgttcaccggcggctggctctgggtg
attccgttcaacaaccacccgcgctcgaccaataacctggtgagcgtcggcctgcagctcgacccgcgtgtctaccc
gaaaaccgacattcccgcgcagcaggagttcgacgagttcctcgcgcggttcccgagcatcggcgctcagttccggg
acgccgtgccagtgcgcgactgggtcaagaccgaccgcctgcagttctcgtcgaacgcctgcgtcggcgaccgctac
tgcctgatgctgcacgcgaacgggttcatcgacccgctcttctcccgggggctcgaaaacaccgcggtgaccatcca
cgcgctcgcggcgcgcctcatcaaggcgctacgcgacgacgacttctcccccgagcgcttcgagtacatcgagcgcc
tgcagcaaaagcttttggaccacaacgacgacttcgtcagctgctgctacacggcgttctcggacttccgcctatgg
gacgcgttccaccggctgtgggcggtcggcactatcctcgggcagttccggctggtgcaagcccacgcgaggtttcg
cgcgtcgcgcgacgagggcgacctcgatcacctcgacaacgacccgccgtacctcgggtacctgtgcgcggacatgg
agcagtactaccagttgttcaacgacgccaaagccgaggtcgaggccgtgagcgccgggcacaagtcggccgaggag
gccgcgttgcggattcacgccctcatcgacgaacgagacttcgccaagccgatgttcggcttcgggtactgcatcac
cggggacaagccgcagctcaacaactcgaagtacagcctgataccggcgatgaagctgatgtactggacgcaaaccc
gcgcgccggcagaggtgaagaagtacttcgactacaacccgatgttcgcgctgctcaaggcgtacatcaccacccgc
atcggcttggctctgaagaagcacgtgcaccaccaccaccaccactgaCAGCCAGTTACATCTATACCTGTAAGTTC
TATCCGAGAAGGAGATACTAGTatgaacaacattcaattggatcaagcgaacgtcaagaagcatcccccgggggcgt
acgacgcgaccacacgcgtggccgcgagctggtacgtcgcgatgcgctcgaacggcctcagggacaagccgaaggag
ttgacgctttttggccgtccgtacgtggcgtggcgcgcagcgacggggcaggccgtggtgatggaccgccactgctc
gcacctgggcgcgaacctggctgacgggcggatcaaggacgggtgcatccagtgcccgtttcaccactggcgctacg
acgagcaaggcaagtgcgttcacatccccggccacagcgaggtggtgcgccagctggagccggtgccacgcgcggcg
cgccagccgacgttggtcaccaccgagcgatacggctacgtgtgggtctggtacggctccccgcagccgctgcaccc
gctgcccgaaatcaccgcagccgacgtcgacaacggcgacttcatgcacctgcacttcgcgttcgagacgacgacgg
cggtcttgcggatcgtcgagaacttctacgacgcacagcacgcaacccccgtgcacgcgctcccgatctcggccttc
gaactcaagctcttcgacgactggagccggtggccggaggttgagtcgctggcccgggcgggcgcgtggttcggtgc
cgggatcgacttccacgtaaaccgctacttcggccccctcggcatgctgtcgcgcgcgctcggcctgaacatgtcgc
agatgaacctgcacttcgatggctaccccggcgggtgcgtcatgaccgttgccctggacgcagacgtcaaatacaaa
ctgctccagtgtgtgacaccggtgagcgacggcaagaacatcatgcacatgctcatctcgatcaagaaggtgggcgg
cgtcctgcgccgtgcgaccgacttcgtgctgttcgggctgcagaccagacaggcagcggggtacgacgtcaaaatct
ggaacgggatgaagcccgacggcggcggcgcgtacagcaagtacgacaagctcgtgctcaagtaccgtgcgttctac
cgcggctgggtcgaccgtgtcgcgagtgagcagcttaagcaccaccaccaccaccactgaACTAGTTCTAGAAAATT
CGTCAACGAATTCAAGCTTGATATCATTC
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NheI, RBS (SD), NcoI, SacI, EcoRI, NdeI, SpeI, XbaI, EcoRV, Schnittstellen, 
nagR/PnagAa, Start- und Stopp-Codon, Gen

Von diesem Vektor bestehen zwei Varianten. P2.1 und P4.

Hierbei fehlen der P2.1-Variante das XbaI und die EcoRI Schnittstelle am Ende.

P2.1:

cgcggctgggtcgaccgtgtcgcgagtgagcagcttaagcaccaccaccaccaccactgaACTAGTTCTAAAAATTC
GTCAACAAATTCAAGCTTGATATCATTC

P4:

cgcggctgggtcgaccgtgtcgcgagtgagcagcttaagcaccaccaccaccaccactgaACTAGTTCTAGAAAATT
CGTCAACGAATTCAAGCTTGATATCATTC
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31. pBTBX-2*-PRN ptac:

Basiert auf pBTBX-2*-prnFnagRprnCD P2.1 ohne XbaI und EcoRI am Ende.

Aminosäuresequenzenzen:

PrnA-Strep:

MGNKPIKNIVIVGGGTAGWMAASYLVRALQQQVNITLIESAAIPRIGVGEATIPSLQKVFFDFLGIPEREWMPQVNG
AFKAAIKFVNWRKSPDPSREDYFYHLFGSVPNCDGVPLTHYWLRKREQGFQQPMAYACYPQPGALDGKLAPCLADGT
RQMSHAWHFDAHLVADFLKRWAVERGVNRVVDEVVEVQLNDRGYISTLLTKEGRTLEADLFIDCSGMRGLLINQALK
EPFIDMSDYLLCDSAVASAVPNDDAREGVEPYTSAIAMNSGWTWKIPMLGRFGSGYVFSSKFTSRDQATADFLKLWG
LSDNQQLNQIKFRVGRNKRAWVNNCVSIGLSSCFLEPLESTGIYFIYAALYQLVKHFPDTSFDPRLRDAFNAEIVYM
FDDCRDFVQAHYFTTSREDTPFWLANRHELRLSDAIQEKVERYKAGLPLTTTSFDDSTYYETFDYEFKNFWLNGNYY
CIFAGLGMLPDRSLPLLQHRPESIQKAEAMFASIRREAERLRTSLPTNYDYLRSLRDGAQLSRNQHGPTLAAQERQH
VWSHPQFEK

PrnB-His6:

MERTLNRVSAFAATHAAVAACDPLQARALVLQLPALNRDKDVPGIVGLLRDFLPVSGVPSSWGFVEAAAAMRDIGFF
LGSLKRHGHEPVDLVPGLERVLLDLARVTDLPPRETLLHVTVWNPAAADAQRSYTGLPDEAHLLESVRISMAALEAA
IALTVELSDVSLRSPAFAQGCDELEAYLQKMVESIVYAYRFISPQVFYDELRPFYEPIRVGGQSYLGPGAVEMPLFV
LEHVLWGSQSDDPAYREFKETYLPYVLPAYRAVYARFATEPALIDRALDEARAAGTQGEHVRAGLTALERVFKVLLR
FRAPHLKLAERAYEAGRSGPTTGSGGYAPSMLGDLLTLTCAARSRIRAALDESLKHHHHHH

Gensequenz:

GCTAGCACCGCCTATCTCGTGTGAGATAGGCGGAGATACGAACTTTAAGAAGGAGATATACCCatgggaaacaagcc
aatcaagaatatcgtcatcgtgggcggcggcaccgcgggctggatggccgcttcgtacctcgtccgggcgctccaac
agcaggtaaacatcacgctcatcgagtctgcggcgatcccccggatcggcgtgggcgaggcgaccatcccgagtttg
cagaaggtgttcttcgacttcctcgggataccggagcgggagtggatgccccaagtgaacggcgccttcaaggccgc
gatcaagttcgtgaactggagaaaatctcccgacccatcgcgcgaagattacttctaccatttgttcggcagcgtgc
cgaactgcgacggcgtgccgcttacccactactggctgcgcaagcgcgaacagggcttccagcaaccgatggcgtac
gcgtgctacccgcagcccggggccctcgacggcaagctggcaccttgcctggccgacggcacccgccagatgtccca
cgcgtggcacttcgacgcgcacctggtggccgacttcttgaagcgctgggccgtcgagcgcggggtgaatcgcgtgg
tcgacgaggtcgtggaggttcaactgaacgaccgcggctacatctccaccctgttaaccaaggaagggcggacgctg
gaggcggacctgttcatcgactgctccggcatgcgagggctcctgatcaatcaggccctgaaggaacccttcatcga
catgtccgactacctgctgtgcgacagcgcggtcgccagcgccgtgcccaacgacgacgcgcgcgagggggtcgagc
cgtacacctccgcaattgccatgaactcgggatggacctggaagattccgatgctgggccggttcggcagcggctac
gtcttctccagcaagttcacctcgcgcgaccaggccaccgccgacttcctcaaactctggggcctctcggacaatca
gcagctcaaccagatcaagttccgggtcgggcgcaacaagcgggcgtgggtcaacaactgcgtctcgatcgggctgt
cgtcgtgctttctggagcccctggaatcgacgggaatctacttcatctacgcggcgctttaccaactcgtgaagcac
ttccccgacacctcgttcgacccgcggttgcgcgacgcattcaacgccgagatcgtctacatgttcgacgactgccg
agacttcgtccaggcgcactatttcactacgtcgcgcgaagacacgccgttctggctcgcgaaccggcacgaactgc
ggctctcggacgccatccaggagaaggttgagcgctacaaggccgggctgccactgaccaccacctcgttcgacgat
tccacgtactacgagacgttcgactacgagttcaagaacttctggttgaacggcaactactactgcatctttgccgg
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cctgggcatgctgcccgaccggtcgctgccgctcctgcagcaccgaccggagtcgatccagaaggccgaagcgatgt
tcgccagcatccggcgcgaagccgagcgcctgcgcacgagcctgccgacgaactacgactacctgcggtcactgcgt
gacggcgcgcagctgtcgcgcaaccagcacgggccgacgctcgcggcgcaggaacgccagcacgtgtggtcgcatcc
acaatttgagaaataaCACGTGTAAGTCGACTACTAGAAAAAAAAACCCCGCCCCTGACAGGGCGGGGTTTTTTTTC
ATATGCGATTTAGGCGAAAGCTTGAGCTCCAGCTGTTGACAATTAATCATCGGCTCGTATAATGTGTGGAATTGTGA
GCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAatggaacgcaccttgaaccgggtatccgcattcgcggccacacacgctgc
cgtggcggcctgcgatccgctacaggcacgcgcgctggttctgcagctgccggccctgaaccgtgacaaggacgtgc
ccggcatcgtcggcctgctgcgcgatttcctcccggtgagcggcgtgccctccagctggggcttcgtcgaagccgcc
gccgcgatgcgggacatcggtttcttcctggggtcgctcaagcggcacggacatgagcccgtggacctggtgcccgg
gcttgaacgggtgctgctcgacctggcacgggtgaccgacttgccgccgcgcgagacactcctgcatgtgacggtct
ggaacccggcggcggccgatgcgcagcggagctacaccgggctgcccgacgaagcgcacctgctcgaaagcgtgcgc
atctcgatggcggccctcgaagcggccatcgcgttgaccgtcgagctgtccgatgtatccctgcgctcgcccgcgtt
cgcgcaagggtgcgatgagctggaagcctacctgcagaaaatggtcgaatcgatcgtctacgcgtaccgcttcatct
cgccccaggtcttctacgatgagctgcgccccttctacgaaccgattcgagtcgggggccagagctacctcggcccc
ggcgccgtagaaatgcccctcttcgtgctggagcacgtcctgtggggctcgcaatcggacgacccagcgtatcgaga
gttcaaagagacgtacctgccctacgtgcttcccgcgtacagggcggtctacgctcggttcgccacagagccggcgc
tcatcgaccgcgcgctcgacgaggcgcgagcggcgggtacgcagggcgagcacgtccgggctgggctgacggccctc
gaacgggtcttcaaggtcctgctgcgcttccgggcgcctcacctcaaattggcggagcgggcatacgaagccgggcg
cagcggccccacaaccggcagcgggggctacgcgcccagcatgctcggcgatctactcacgctcacctgtgccgcgc
ggtcccgcatccgcgccgcgctcgatgaatcccttaagcaccaccatcatcaccactaaCTTAAGGGGTCACTGAGA
GGATCGGACATAAGGCCACTTACACAGAAGGAGCCCGAATTCatgattgctgccaccgaaaccaaagttcacgattt
gctcgatgccgagggccgcgatgtccgcgatgcccgtgaactgcgcaacgtgctggggcagtttgctaccggtgtga
ccgtgatcaccacccgcaccgcagacggccgcaacgtcggtgtgacggccaactcgttctcctcactgtcgctgtca
ccggcgctggtgctctggagcctggcacgcacggcaccgagcctgaaggccttttgctcggcgagccacttcgccat
caacgtactgggcgcgcaccagcaccacctgtcggagcagttcgcacgggcagcagccgacaagttcgccggtgtag
ctcattcctatggcaaggcgggagccccggtgctggacgatgtggtggcagtgctggtgtgccgcaacgtcacccag
tacgagggcggtgaccacctgatcttcattggcgagatcgaacaataccgctacagcggcgcagaaccgctggtctt
ccatgcaggccagtaccgggggctagggagcaatagagcagaaagcgtcctcaagcacgaacaccaccaccaccacc
actgaGAATTCCGTAACTGGACTGAAAACAAACTAAAGCGCCCTTGTGGCGCTTTAGTTTTGTTCCGCGGGCTAGCC
AGTCAATATGGGTTTGCTGGAAGCTTATGCTTCAGAGAAAAGCTCGACGAACAACTGACGTAGCCACATGTTGCCCG
GATCCCGGTTGTACTTGGCATGCCAAAACAGGTTGATGGCGATGTCGGGCAGCTTGGCCGGGTGCGGGGATGTCGTC
AGACCAAAAGGCAATTTGCAGCGAACGGCAAAACGCTGCGGCACGGTCGCGATGAGGTCGGTGCTGTGCAGAATGGG
GCCGATCGCAATGAAATGCGGCACCACCAGCCGCATGCGCCTTTTGATGCCTGCGCGTTCGAGCAGGCCATCGACCT
CACCGTGTCCGGTGTTGAGTGCGACCACGCCGACATGGTCCAGTTCACTGAACTGTTTCAGGCTCATGGGGGATTTG
GCGCTTGGATGGTCCTTGCGGAACATGCATACGTAGCGGTCGCGAAAGAGGCGCCGCTGGAAGAATCCGGTCTGTAG
CTCTGGCAGAAGACCCAAGGCGAGATCAACCGCACCGGACTCCATATCCTCCTTCAGATTGCCAGCATTCGGGCGCA
GCGTGCTGATCTGGATGTGAGGAGCACGTTGCGCAAGCGCTTCCATCAGTGGGGGCATGAAGTACATCTCGCCGATG
TCGGTCATTGCCAAGTTGAAGGTGCGCGTGCTGGCAAATGGGTCGAAAGAGTCACGGGTCGTCAGTGCCGTCTGCAG
CGTGTTGAGCGCATAGATCACGGGCTCCGCAAGATGCAGTGCATACGGTGTCGGCTCCATGCCTTTTGAGGTGCGCA
AGAACAAATCGTCCTTTAGCGCCGCACGCAGCCGTTTAAGTGAATTGCTGACGGCAGGCTGCGTCAGCCCCAGTTTT
TCGCCGGCCGTCGATACGCTCCGGTCGAGCAGTAGCTGGTTGAAGACCACCAGCAGATTCAAGTCGATGTCGCGCAG
ATCCATGATGCCTCACCATTATTCATGCTGGTGATTTTAACTATCAGACTTGATCTATAGCGCTATACCGATCGACG
CGCCAGAATCGCAGCCATTCGGAGACAACTGAAAAAAGAGCTTGCCACAGGAAACAGGAGGTACCGGCCCAAGTTCA
CTTAAAAAGGAGATCAACAATGAAAGCAATTTTCGTACTGAAACATCTTAATCATGCTAAGGAGGTTTTCATatggc
aactcagaagagccccgcgaacggacacgatagcaaccacttcgacgtaatcatcctcggttcgggcatgtccggta
cccagatgggggccatcctggccaaacaacagtttcgcgtgctgatcatcgagcagtcgtcgcacccgcggttcacg
atcggcgaatcgtcgatccccgaaacgtctctcatgaaccgcatcatcgctgatcgctacgacattcccgaactcgg
ccacatcacctcgttctactcgacgcagcgttacgtttcgtcgagcacgggcatcaagcgcaacttcggcttcgtgt
tccacaaacctggccaggagcacgacccgaaggagttcacccagtgcgtcattcccgagctgccgtgggggccggag
agccattattaccggcaggacgtcgacgcctatctgttgcaagcggccatcaaatatggctgcacggtccgccagaa
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gacgagcgtgaccgaatatcacgcggacaaggacggcgtcgcggtgaccaccgccgagggcgagcggttcaccggcc
ggtacatgatcgactgcggaggacccggcgcgccgctggcgaccaagttcgggctccgcgaagagccgtgtcgcttc
aagacgcactcgcgcagcctctacacgcacatgctcggggtcaagccgttcgacgacatcttcaaggtcaaggggca
gcgctggcgctggcacgaaggaaccttgcaccacatgttcaccggcggctggctctgggtgattccgttcaacaacc
acccgcgctcgaccaataacctggtgagcgtcggcctgcagctcgacccgcgtgtctacccgaaaaccgacattccc
gcgcagcaggagttcgacgagttcctcgcgcggttcccgagcatcggcgctcagttccgggacgccgtgccagtgcg
cgactgggtcaagaccgaccgcctgcagttctcgtcgaacgcctgcgtcggcgaccgctactgcctgatgctgcacg
cgaacgggttcatcgacccgctcttctcccgggggctcgaaaacaccgcggtgaccatccacgcgctcgcggcgcgc
ctcatcaaggcgctacgcgacgacgacttctcccccgagcgcttcgagtacatcgagcgcctgcagcaaaagctttt
ggaccacaacgacgacttcgtcagctgctgctacacggcgttctcggacttccgcctatgggacgcgttccaccggc
tgtgggcggtcggcactatcctcgggcagttccggctggtgcaagcccacgcgaggtttcgcgcgtcgcgcgacgag
ggcgacctcgatcacctcgacaacgacccgccgtacctcgggtacctgtgcgcggacatggagcagtactaccagtt
gttcaacgacgccaaagccgaggtcgaggccgtgagcgccgggcacaagtcggccgaggaggccgcgttgcggattc
acgccctcatcgacgaacgagacttcgccaagccgatgttcggcttcgggtactgcatcaccggggacaagccgcag
ctcaacaactcgaagtacagcctgataccggcgatgaagctgatgtactggacgcaaacccgcgcgccggcagaggt
gaagaagtacttcgactacaacccgatgttcgcgctgctcaaggcgtacatcaccacccgcatcggcttggctctga
agaagcacgtgcaccaccaccaccaccactgaCAGCCAGTTACATCTATACCTGTAAGTTCTATCCGAGAAGGAGAT
ACTAGTatgaacaacattcaattggatcaagcgaacgtcaagaagcatcccccgggggcgtacgacgcgaccacacg
cgtggccgcgagctggtacgtcgcgatgcgctcgaacggcctcagggacaagccgaaggagttgacgctttttggcc
gtccgtacgtggcgtggcgcgcagcgacggggcaggccgtggtgatggaccgccactgctcgcacctgggcgcgaac
ctggctgacgggcggatcaaggacgggtgcatccagtgcccgtttcaccactggcgctacgacgagcaaggcaagtg
cgttcacatccccggccacagcgaggtggtgcgccagctggagccggtgccacgcgcggcgcgccagccgacgttgg
tcaccaccgagcgatacggctacgtgtgggtctggtacggctccccgcagccgctgcacccgctgcccgaaatcacc
gcagccgacgtcgacaacggcgacttcatgcacctgcacttcgcgttcgagacgacgacggcggtcttgcggatcgt
cgagaacttctacgacgcacagcacgcaacccccgtgcacgcgctcccgatctcggccttcgaactcaagctcttcg
acgactggagccggtggccggaggttgagtcgctggcccgggcgggcgcgtggttcggtgccgggatcgacttccac
gtaaaccgctacttcggccccctcggcatgctgtcgcgcgcgctcggcctgaacatgtcgcagatgaacctgcactt
cgatggctaccccggcgggtgcgtcatgaccgttgccctggacgcagacgtcaaatacaaactgctccagtgtgtga
caccggtgagcgacggcaagaacatcatgcacatgctcatctcgatcaagaaggtgggcggcgtcctgcgccgtgcg
accgacttcgtgctgttcgggctgcagaccagacaggcagcggggtacgacgtcaaaatctggaacgggatgaagcc
cgacggcggcggcgcgtacagcaagtacgacaagctcgtgctcaagtaccgtgcgttctaccgcggctgggtcgacc
gtgtcgcgagtgagcagcttaagcaccaccaccaccaccactgaACTAGTTCTAGAAAATTCGTCAACGAATTCAAG
CTTGATATCATTC

NheI, RBS (SD), NcoI, SacI, EcoRI,
NdeI, SpeI, XbaI, EcoRV,
Schnittstellen, nagR/PnagAa, Start-
und Stopp-Codon, Gen, Ptac
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Pseudomonas protegens Pf-5 Tryptophan-Halogenase PrnA

GenBank: AAY92870.1

Extinktionskoeffizient (280 nm) Expasy (oxidized): 100770 M-1 cm-1

Molekulargewicht: 62.3 kDa

32. pET28a(+)-prnA-His6:

Aminosäuresequenz:

MGNKPIKNIVIVGGGTAGWMAASYLVRALQQQVNITLIESAAIPRIGVGEATIPSLQKVFFDFLGIPEREWMPQVNG
AFKAAIKFVNWRKSPDPSREDYFYHLFGSVPNCDGVPLTHYWLRKREQGFQQPMAYACYPQPGALDGKLAPCLADGT
RQMSHAWHFDAHLVADFLKRWAVERGVNRVVDEVVEVQLNDRGYISTLLTKEGRTLEADLFIDCSGMRGLLINQALK
EPFIDMSDYLLCDSAVASAVPNDDAREGVEPYTSAIAMNSGWTWKIPMLGRFGSGYVFSSKFTSRDQATADFLKLWG
LSDNQQLNQIKFRVGRNKRAWVNNCVSIGLSSCFLEPLESTGIYFIYAALYQLVKHFPDTSFDPRLRDAFNAEIVYM
FDDCRDFVQAHYFTTSREDTPFWLANRHELRLSDAIQEKVERYKAGLPLTTTSFDDSTYYETFDYEFKNFWLNGNYY
CIFAGLGMLPDRSLPLLQHRPESIQKAEAMFASIRREAERLRTSLPTNYDYLRSLRDGAQLSRNQHGPTLAAQERQL
EHHHHHH

Gensequenz:

TCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACCCatgggaaacaagccaatcaagaatatcgtcatcgt
gggcggcggcaccgcgggctggatggccgcttcgtacctcgtccgggcgctccaacagcaggtaaacatcacgctca
tcgagtctgcggcgatcccccggatcggcgtgggcgaggcgaccatcccgagtttgcagaaggtgttcttcgacttc
ctcgggataccggagcgggagtggatgccccaagtgaacggcgccttcaaggccgcgatcaagttcgtgaactggag
aaaatctcccgacccatcgcgcgaagattacttctaccatttgttcggcagcgtgccgaactgcgacggcgtgccgc
ttacccactactggctgcgcaagcgcgaacagggcttccagcaaccgatggcgtacgcgtgctacccgcagcccggg
gccctcgacggcaagctggcaccttgcctggccgacggcacccgccagatgtcccacgcgtggcacttcgacgcgca
cctggtggccgacttcttgaagcgctgggccgtcgagcgcggggtgaatcgcgtggtcgacgaggtcgtggaggttc
aactgaacgaccgcggctacatctccaccctgttaaccaaggaagggcggacgctggaggcggacctgttcatcgac
tgctccggcatgcgagggctcctgatcaatcaggccctgaaggaacccttcatcgacatgtccgactacctgctgtg
cgacagcgcggtcgccagcgccgtgcccaacgacgacgcgcgcgagggggtcgagccgtacacctccgcaattgcca
tgaactcgggatggacctggaagattccgatgctgggccggttcggcagcggctacgtcttctccagcaagttcacc
tcgcgcgaccaggccaccgccgacttcctcaaactctggggcctctcggacaatcagcagctcaaccagatcaagtt
ccgggtcgggcgcaacaagcgggcgtgggtcaacaactgcgtctcgatcgggctgtcgtcgtgctttctggagcccc
tggaatcgacgggaatctacttcatctacgcggcgctttaccaactcgtgaagcacttccccgacacctcgttcgac
ccgcggttgcgcgacgcattcaacgccgagatcgtctacatgttcgacgactgccgagacttcgtccaggcgcacta
tttcactacgtcgcgcgaagacacgccgttctggctcgcgaaccggcacgaactgcggctctcggacgccatccagg
agaaggttgagcgctacaaggccgggctgccactgaccaccacctcgttcgacgattccacgtactacgagacgttc
gactacgagttcaagaacttctggttgaacggcaactactactgcatctttgccggcctgggcatgctgcccgaccg
gtcgctgccgctcctgcagcaccgaccggagtcgatccagaaggccgaagcgatgttcgccagcatccggcgcgaag
ccgagcgcctgcgcacgagcctgccgacgaactacgactacctgcggtcactgcgtgacggcgcgcagctgtcgcgc
aaccagcacgggccgacgctcgcggcgcaggaacgccagctcgagCACCACCACCACCACCACtgaGATCCGGCTGC
TAACAAAGCCCGAAAGGAAG
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XbaI, Ribosombindestelle (RBS), NcoI, start and stop codon, XhoI, HIS-TAG
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14.2 Strukturen und Spektren

14.2.1 GC-MS Spektren

Massenspektren zu den GC-MS-Chromatogrammen von MDA, APRN und PRN aus der 
Abbildung 61.

Abbildung 116: Massenspektren der extrahierten GC-MS-Chromatogramme von MDA (22c), APRN (22b) und PRN 
(22a). Hierbei zeigt MDA (A) der Retentionszeit von 11.36 min die spezifischen Massen m/z: 192.098, 194.086 im 
Verhältnis 3:1. Für APRN (B) der Retentionszeit 12.00 min ist das Isotopenmuster m/z: 226.014, 227.986, 230.009 im 
Verhältnis 9:6:1. PRN (C) mit Retentionszeit 12.34 min hat die Massen m/z: 255.945, 257.978, 259.037 im Verhältnis 
9:6:1.
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Chromatogramme der Substrate und Umsetzungen in der Untersuchung des 
Substratspektrums von PrnC.

Abbildung 117: GC-MS-Chromatogramm von MDA (22c) (11.36 min) als DMSO-Stock (3.14 min) gelöst in Reaktionspuffer
zu einer Konzentration von 60 μM (5 % (v/v) DMSO). Extraktion erfolgte mit Essigsäureethylester. Gelöst war darin IS m-
Chlortoluol (4.49 min).



Anhang

268

Abbildung 118: GC-MS-Chromatogramm der Umsetzung von MDA (22c) zu APRN (22b) (12.00 min). Die Reaktion wurde für 
1 h bei 35 °C durchgeführt. Das zusätzliche Signal bei 12.35 min ist ein oxidatives Nebenprodukt.
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Abbildung 119: GC-MS-Chromatogramm von 3-PP (22j) (9.95 min) als DMSO-Stock (3.12 min) gelöst in Reaktionspuffer zu 
einer Konzentration von 60 μM (5 % (v/v) DMSO). Extraktion erfolgte mit Essigsäureethylester. Gelöst war darin IS m-Chlortoluol 
(4.46 min).
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Abbildung 120: GC-MS-Chromatogramm der Umsetzung von 3-PP (22j) zu doppelt chloriertem 3-PP (11.19 min). 
Monochloriertes Produkt (m/z 177.03) konnte nicht detektiert werden. Die Reaktion wurde für 1 h bei 35 °C durchgeführt.
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Abbildung 121: GC-MS-Chromatogramm von 3-mCPP (22k) (10.81 min) als DMSO-Stock (3.15 min) gelöst in 
Reaktionspuffer zu einer Konzentration von 60 μM (5 % (v/v) DMSO). Extraktion erfolgte mit Essigsäureethylester.
Gelöst war darin IS m-Chlortoluol (4.49 min).
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Abbildung 122: GC-MS-Chromatogramm der Umsetzung von 3-mCPP (22j) zu monochloriertem 3-mCPP (11.53 min). 
Die Reaktion wurde für 1 h bei 35 °C durchgeführt.
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Abbildung 123: GC-MS-Chromatogramm von 3-oNPP (22i) (11.17 min) als DMSO-Stock (3.12 min) gelöst in 
Reaktionspuffer zu einer Konzentration von 60 μM (5 % (v/v) DMSO). Extraktion erfolgte mit Essigsäureethylester. Gelöst 
war darin IS m-Chlortoluol (4.46 min). Das Signal bei 6.08 min (*) ist eine Verunreinigung.
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Abbildung 124: GC-MS-Chromatogramm zur Umsetzung von 3-oNPP (22i) zum monochlorierten 3-oNPP (11.80 min).
Die Reaktion wurde für 1 h bei 35 °C durchgeführt.
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Abbildung 125: GC-MS-Chromatogramm von 3-pPyP (22l) (10.55 min) als DMSO-Stock (3.12 min) gelöst in 
Reaktionspuffer zu einer Konzentration von 60 μM (5 % (v/v) DMSO). Extraktion erfolgte mit Essigsäureethylester. Gelöst
war darin IS m-Chlortoluol (4.46 min).
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Abbildung 126: GC-MS-Chromatogramm zur Umsetzung von 3-pPyP (22l) (10.54 min) zum monochlorierten 3-pPyP
(11.33 min). Bei dieser Umsetzung war das Substrat nach 1 h Reaktionszeit und 35 °C Reaktionstemperatur als 
Hauptsignal noch detektierbar.
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Abbildung 127: GC-MS-Chromatogramm von MDAF (44) (10.19 min) als DMSO-Stock (3.15 min) gelöst in 
Reaktionspuffer zu einer Konzentration von 60 μM (5 % (v/v) DMSO). Extraktion erfolgte mit Essigsäureethylester. Gelöst 
war darin IS m-Chlortoluol (4.49 min).
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Abbildung 128: GC-MS-Chromatogramm zur Umsetzung von MDAF (44) (10.17 min). Bei dieser Umsetzung war nach 
1 h Reaktionszeit und 35 °C Reaktionstemperatur kein Produkt detektierbar. Anstelle eines monochlorierten Produktes 
(m/z 266.99) war nur das Substrat-Signal erkennbar.
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Abbildung 129: GC-MS-Chromatogramm von 2-CaP (26g) (4.93 min) als DMSO-Stock (3.12 min) gelöst in 
Reaktionspuffer zu einer Konzentration von 60 μM (5 % (v/v) DMSO). Extraktion erfolgte mit Essigsäureethylester.
Gelöst war darin IS m-Chlortoluol (4.46 min).
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Abbildung 130: GC-MS-Chromatogramm zur Umsetzung von 2-CaP (26g) (4.93 min). Bei dieser Umsetzung war nach 
1 h Reaktionszeit und 35 °C Reaktionstemperatur kein Produkt detektierbar. Anstelle eines monochlorierten Produktes 
(m/z 129.00) war nur das Substrat-Signal erkennbar.
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Abbildung 131: GC-MS-Chromatogramm des chemisch synthetisierten APRN (22b) nach Reinigung. Das obere 
Chromatogramm wurde vor der Verschiebung der Retentionszeit (~12.0 min) aufgenommen. Das untere 
Chromatogramm zeigt APRN (22b) nach der Verschiebung der Retentionszeit (~12.9 min). Die Verschiebung trat nach 
dem Wechsel der Gas-Katusche auf.
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Chromatogramme zur Kalibrierung von APRN (22b). Durch den Wechsel der Gas-
Katusche kam es zu einer Verschiebung der Retentionszeit um 0.8 min. Dass es sich um 
die gleiche Substanz handelt, zeigen die MS-Daten.

Abbildung 132: GC-MS-Chromatogramme zur Kalibrierung von APRN (22b). In schwarz gezeigt sind die extrahierten 
Ionen-Chromatogramme (EIC) des IS m-Chlortoluol (5.36 min) und in rot die EIC von APRN (22b) (12.88 min). Jede Ebene 
repräsentiert die Chromatogramme der verschiedenen APRN-Konzentrationen (1 μM – 10 μM) als Duplikate. Die obere 
Nummer jedes Signals gibt die Retentionszeit in Minuten und die untere Nummer die Gesamtfläche des Signals an.
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14.2.2 NMR-Spektren

14.2.2.1 2-Brom-6-chlorbenzoesäure (39):

Abbildung 133: 1H- und 13C-NMR-Spektren von 39 in CDCl3 (600 MHz/151 MHz).



Anhang

284

14.2.2.2 2-Brom-6-chloranilin (40):

Abbildung 134: 1H- und 13C-NMR-Spektren von 40 in CDCl3 (600 MHz/151 MHz).
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14.2.2.3 3-Iod-N-(TIPS)-1H-pyrrol (26b):

Abbildung 135: 1H- und 13C-NMR-Spektren von 26b in CDCl3 (600 MHz/151 MHz).
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14.2.2.4 3-Chlor-N-(TIPS)-1H-pyrrol (26c):

Abbildung 136: 1H- und 13C-NMR-Spektren von 26c in CDCl3 (600 MHz/151 MHz).
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14.2.2.5 3-Chlor-4-iod-N-(TIPS)-1H-pyrrol (26d)

Abbildung 137: 1H- und 13C-NMR-Spektren von 26d in CDCl3 (600 MHz/151 MHz).
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14.2.2.6 3-Chlor-4-BPin-N-(TIPS)-1H-pyrrol (26e):

Abbildung 138: 1H- und 13C-NMR-Spektren von 26e in CDCl3 (600 MHz/151 MHz).



Anhang

289

14.2.2.7 N-(TIPS)-Aminopyrrolnitrin (N-TIPS-(22b)):

Abbildung 139: 1H- und 13C-NMR-Spektren von N-TIPS-22b in CDCl3 (600 MHz/151 MHz).[279]
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14.2.2.8 Aminopyrrolnitrin (APRN) (22b):

Abbildung 140: 1H- und 13C-NMR-Spektren von 22b in CDCl3 (600 MHz/151 MHz).[279]
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Quantitatives NMR:

Abbildung 141: 1H-qNMR-Spektrum von 22b in DMSO-d6 (600 MHz/151 MHz). Das obere
Spektrum zeigt APRN ohne internen Standard. Das untere Spektrum zeigt die aromatischen 
Protonen von APRN, sowie das 1,3,5-Trimethoxybenzol (6.05 ppm) als Referenz (15.8 mg; 0.09 
mmol). Die Reinheit wurde durch Verunreinigung mit BPin auf 50 % berechnet.
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14.2.2.9 N-(TIPS)-Monodechloraminopyrrolnitrin (N-TIPS-(22c)):

Abbildung 142: 1H-NMR-Spektrum von N-TIPS-22c in CDCl3 (600 MHz/151 MHz).[279]
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14.2.2.10 Monodechloraminopyrrolnitrin (MDA) (22c):

Abbildung 143: 1H- und 13C-NMR-Spektren von 22c in CDCl3 (600 MHz/151 MHz).[279]
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14.2.2.11 3-(o-Nitrophenyl)-N-(TIPS)-1H-pyrrol (N-TIPS-22i):

Abbildung 144: 1H-NMR-Spektrum von N-TIPS-22i in CDCl3 (600 MHz/151 MHz).
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14.2.2.12 3-(ortho-Nitrophenyl)-1H-pyrrol (3-oNPP) (22i):

Abbildung 145: 1H- und 13C-NMR-Spektren von 22i in CDCl3 (600 MHz/151 MHz).



Anhang

296

14.2.2.13 3-(meta-Chlorphenyl)-1H-pyrrol (3-mCPP) (22k)

Abbildung 146: 1H- und 13C-NMR-Spektren von 22k in CDCl3 (600 MHz/151 MHz).
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14.2.2.14 3-Phenyl-1H-pyrrol (3-PP) (22j):

Abbildung 147: 1H- und 13C-NMR-Spektren von 22j in CDCl3 (600 MHz/151 MHz).[371]
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14.2.2.15 3-(para-Pyridinyl)-1H-pyrrol (3-pPyP) (22l)

Abbildung 148: 1H- und 13C-NMR-Spektren von 22l in DMSO-d6 (600 MHz/151 MHz).[371]
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14.2.2.16 Monodechloraminofuralnitrin (MDAF) (44)

Abbildung 149: 1H- und 13C-NMR-Spektren von 44 in CDCl3 (600 MHz/151 MHz).[370]
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14.2.2.17 1-Benzylnicotinamid (BNA) (21d)

Abbildung 150: 1H-NMR-Spectrum von 21d in DMSO-d6 (600 MHz).[181, 372]
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14.3 Proteinkristallisation:

Das Screening erfolgte mit zwei verschiedenen Screening-Kits.

Einerseits mit dem Crystallization Low Ionic Strength Kit for Proteins[377-381] von Sigma 
Aldrich (heute Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland) mit der Produktnummer 86684:

https://www.sigmaaldrich.com/deepweb/assets/sigmaaldrich/product/documents/158/046/86684dat.pdf

Tabelle 26: Zusammensetzung des Crystallization Low Ionic Kit for Proteins.

Nummer Sigma Aldrich Name

1. 83171 Na-citrate (pH 3.0) 0.05M, PEG 3350 4%

2. 95988 Na-citrate (pH 3.0) 0.05M, PEG 3350 12%

3. 96376 Na-citrate (pH 3.0) 0.05M, PEG 3350 20%

4. 95918 Na-citrate (pH 3.0) 0.05M, PEG 3350 28%

5. 94191 Na-citrate (pH 4.0) 0.05M, PEG 3350 4%

6. 96711 Na-citrate (pH 4.0) 0.05M, PEG 3350 12%

7. 75402 Na-citrate (pH 4.0) 0.05M, PEG 3350 20%

8. 78667 Na-citrate (pH 4.0) 0.05M, PEG 3350 28%

9. 80654 Na-citrate (pH 4.5) 0.05M, PEG 3350 4%

10. 71586 Na-citrate (pH 4.5) 0.05M, PEG 3350 12%

11. 80089 Na-citrate (pH 4.5) 0.05M, PEG 3350 20%

12. 80552 Na-citrate (pH 4.5) 0.05M, PEG 3350 28%

13. 73291 Na-citrate (pH 5.0) 0.05M, PEG 3350 4%

14. 78067 Na-citrate (pH 5.0) 0.05M, PEG 3350 12%

15. 80749 Na-citrate (pH 5.0) 0.05M, PEG 3350 20%

16. 77657 Na-citrate (pH 5.0) 0.05M, PEG 3350 28%
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Nummer Sigma Aldrich Name

17. 77652 Na-citrate (pH 5.5) 0.05M, PEG 3350 4%

18. 80538 Na-citrate (pH 5.5) 0.05M, PEG 3350 12%

19. 87007 Na-citrate (pH 5.5) 0.05M, PEG 3350 20%

20. 91788 Na-citrate (pH 5.5) 0.05M, PEG 3350 28%

21. 86309 MES-Na (pH 6.0) 0.05M, PEG 3350 4%

22. 86287 MES-Na (pH 6.0) 0.05M, PEG 3350 12%

23. 89781 MES-Na (pH 6.0) 0.05M, PEG 3350 20%

24. 92179 MES-Na (pH 6.0) 0.05M, PEG 3350 28%

25. 91341 Bis-TRIS-HCl (pH 6.5) 0.05M, PEG 3350 4%

26. 89146 Bis-TRIS-HCl (pH 6.5) 0.05M, PEG 3350 12%

27. 89776 Bis-TRIS-HCl (pH 6.5) 0.05M, PEG 3350 20%

28. 87316 Bis-TRIS-HCl (pH 6.5) 0.05M, PEG 3350 28%

29. 86313 Imidazole-HCl (pH 7.0) 0.05M, PEG 3350 4%

30. 95479 Imidazole-HCl (pH 7.0) 0.05M, PEG 3350 12%

31. 74563 Imidazole-HCl (pH 7.0) 0.05M, PEG 3350 20%

32. 94774 Imidazole-HCl (pH 7.0) 0.05M, PEG 3350 28%

33. 92538 HEPES Na-salt (pH 7.5) 0.05M, PEG 3350 4%

34. 86461 HEPES Na-salt (pH 7.5) 0.05M, PEG 3350 12%

35. 92021 HEPES Na-salt (pH 7.5) 0.05M, PEG 3350 20%

36. 92146 HEPES Na-salt (pH 7.5) 0.05M, PEG 3350 28%

37. 92154 TRIS-HCl (pH 8.0) 0.05M, PEG 3350 4%

38. 80866 TRIS-HCl (pH 8.0) 0.05M, PEG 3350 12%

39. 89785 TRIS-HCl (pH 8.0) 0.05M, PEG 3350 20%

40. 95129 TRIS-HCl (pH 8.0) 0.05M, PEG 3350 28%
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Nummer Sigma Aldrich Name

41. 92477 TRIS-HCl (pH 8.5) 0.05M, PEG 3350 4%

42. 94611 TRIS-HCl (pH 8.5) 0.05M, PEG 3350 12%

43. 94586 TRIS-HCl (pH 8.5) 0.05M, PEG 3350 20%

44. 94845 TRIS-HCl (pH 8.5) 0.05M, PEG 3350 28%

45. 93209 Glycine Na-salt (pH 9.0) 0.05M, PEG 3350 4%

46. 92636 Glycine Na-salt (pH 9.0) 0.05M, PEG 3350 12%

47. 96261 Glycine Na-salt (pH 9.0) 0.05M, PEG 3350 20%

48. 75289 Glycine Na-salt (pH 9.0) 0.05M, PEG 3350 28%

49. 77584 Glycine Na-salt (pH 10.0) 0.05M, PEG 3350 4%

50. 88194 Glycine Na-salt (pH 10.0) 0.05M, PEG 3350 28%

Und andererseits mit dem JCSG Core II Suite der Qiagen GmbH (Hilden, Deutschland).

https://www.qiagen.com/fr/resources/resourcedetail?id=cc67316f-5458-4c28-a942-90c10dc54107&lang=en

https://www.wakenbtech.co.jp/media/NeXtal_%E7%B5%84%E6%88%90%E8%A1%A8/Formulations_EN_130725_130925.pdf

Da das Produkt nicht mehr erhältlich zu sein scheint, sei als Alternative NEXTAL 
BIOTECHNOLOGIES NeXtal DWBlock JCSG Core II Suite von Thermo Fisher 
Scientific Inc. genannt, mit der Catalog No.50-197-8952.

https://www.fishersci.com/shop/products/nextal-screen-block-96x1-5-ml-22/501978952

Tabelle 27: Zusammensetzung des JCSG Core Suite II (NeXtal Tubes).

Nummer Well Salz Puffer Fällungsmittel Finaler 
pH

Cat. No. (Refill-Hit 
Solution, 4 x 12.5 mL
tubes

1 A1 0.2 M Sodium chloride 0.1 M CAPS pH 
10.5

20% (w/v) PEG 8000 136301-01

2 A2 0.2 M Sodium chloride 0.1 M CHES pH 
9.5

1.26 M Ammonium sulfate 136301-02

3 A3 1.0 M Sodium citrate 0.1 M CHES pH 
9.5

136301-03
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Nummer Well Salz Puffer Fällungsmittel Finaler 
pH

Cat. No. (Refill-Hit 
Solution, 4 x 12.5 mL
tubes

4 A4 0.2 M Sodium chloride 0.1 M CHES pH 
9.5

10% (w/v) PEG 8000 136301-04

5 A5 0.1 M Bicine pH 
9.0

10% (w/v) PEG 20000; 2% (v/v) 1,4-
Dioxane

136301-05

6 A6 0.1 M Sodium chloride 0.1 M Bicine pH 
9.0

20% (w/v) PEG 550 MME 136301-06

7 A7 1.0 M Lithium chloride 0.1 M Bicine pH 
9.0

10% (w/v) PEG 6000 9.0 136301-07

8 A8 0.1M TRIS pH 8.5 5% (w/v) PEG 8000; 20% (v/v) PEG 
300; 10% (v/v) Glycerol

136301-08

9 A9 0.01 M Nickel chloride 0.1 M TRIS pH 8.5 20% (w/v) PEG 2000 MME 136301-09

10 A10 0.1 M TRIS pH 8.5 20% (v/v) Ethanol 136301-10

11 A11 0.1 M TRIS-HCl 
pH 8.5

2.0 M Ammonium dihydrogen 
phosphate

136301-11

12 A12 0.1 M TRIS-HCl 
pH 8.5

8% (w/v) PEG 8000 136301-12

13 B1 0.1 M TRIS-HCl 
pH 8.5

2.0 M Ammonium sulfate 136301-13

14 B2 0.2 M Lithium sulfate 0.1M TRIS pH 8.5 40% (v/v) PEG 400 136301-14

15 B3 0.2 M Calcium acetate 0.1 M Imidazole 
pH 8.0

10% (w/v) PEG 8000 136301-15

16 B4 0.2 M Magnesium chloride 0.1 M Imidazole 
pH 8.0

35% (v/v) MPD 136301-16

17 B5 1.0 M Lithium chloride 0.1 M TRIS pH 8.5 20% (w/v) PEG 6000 8.0 136301-17

18 B6 0.1 M TRIS pH 8.5 20% (w/v) PEG 6000 8.0 136301-18

19 B7 0.2 M Lithium Acetate 20% (w/v) PEG 3350 136301-19

20 B8 0.2 M Magnesium chloride 0.1M Imidazole 
pH 8.0

40% (v/v) MPD 136301-20

21 B9 0.2 M Magnesium chloride 0.1 M HEPES pH 
7.5

15% (v/v) Ethanol 136301-21

22 B10 0.1 M HEPES pH 
7.5

70% (v/v) MPD 136301-22

23 B11 0.085 M Sodium 
HEPES pH 7.5

17% (w/v) PEG 4000; 15% (v/v) 
Glycerol; 8.5% (v/v) Isopropanol

136301-23
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Nummer Well Salz Puffer Fällungsmittel Finaler 
pH

Cat. No. (Refill-Hit 
Solution, 4 x 12.5 mL
tubes

24 B12 0.6 M sodium dihydrogen 
phosphate/ 0.6 M potassium 
dihydrogen phosphate

0.075 M Sodium 
HEPES pH 7.5

25% (v/v) Glycerol 136301-24

25 C1 0.18 M Magnesium chloride 0.09 M Sodium 
HEPES pH 7.5

27% (v/v) PEG 400; 10% (v/v) 
Glycerol

136301-25

26 C2 0.1 M Sodium 
HEPES pH 7.5

2% (v/v) PEG 400; 2.0 M 
Ammonium sulfate

136301-26

27 C3 0.2 M Magnesium chloride 0.1 M Sodium 
HEPES pH 7.5

30% (v/v) PEG 400 136301-27

28 C4 0.2 M Sodium chloride 0.1M Na/K 
phosphate pH 6.2

50% (v/v) PEG 200 136301-28

29 C5 0.2 M Sodium fluoride 20% (w/v) PEG 3350 136301-29

30 C6 0.2 M Lithium sulfate 0.1 M TRIS pH 7.0 2.0 M Ammonium sulfate 136301-30

31 C7 0.2 M Calcium acetate 0.1M Sodium 
cacodylate pH 6.5

40% (v/v) PEG 300 136301-31

32 C8 0.1 M TRIS pH 7.0 20% (w/v) PEG 1000 136301-32

33 C9 1.0 M Lithium chloride 0.1 M HEPES pH 
7.0

10% (w/v) PEG 6000 7.0 136301-33

34 C10 0.1 M HEPES pH 
6.5

10% (w/v) PEG 6000 7.0 136301-34

35 C11 0.2 M Sodium chloride 0.1M Na/K 
phosphate pH 6.2

40% (v/v) PEG 400 136301-35

36 C12 0.1M Sodium 
citrate pH 5.5

50% (v/v) PEG 200 136301-36

37 D1 0.1M Na/K 
phosphate pH 6.2

25% (v/v) 1,2-Propanediol; 10% 
(v/v) Glycerol

136301-37

38 D2 0.2 M Sodium nitrate 20% (w/v) PEG 3350 136301-38

39 D3 0.05 M Lithium sulfate 0.1M TRIS pH 7.0 50% (v/v) PEG 200 136301-39

40 D4 0.2 M Potassium sulfate 20% (w/v) PEG 3350 136301-40

41 D5 0.2 M Magnesium formate 136301-41

42 D6 0.1M Sodium 
citrate pH 5.5

40% (v/v) PEG 600 136301-42

43 D7 0.2 M Magnesium chloride 0.1 M Sodium 
cacodylate pH 6.5

20% (w/v) PEG 1000 136301-43

44 D8 0.2 M Magnesium chloride 0.1 M Sodium 
cacodylate pH 6.5

10% (w/v) PEG 3000 136301-44
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Nummer Well Salz Puffer Fällungsmittel Finaler 
pH

Cat. No. (Refill-Hit 
Solution, 4 x 12.5 mL
tubes

45 D9 0.2 M Lithium sulfate 0.1 M Sodium 
cacodylate pH 6.5

30% (v/v) PEG 400 136301-45

46 D10 0.2 M Sodium chloride 0.1 M Sodium 
cacodylate pH 6.5

2.0 M Ammonium sulfate 136301-46

47 D11 0.1 M MES pH 6.5 12% (w/v) PEG 20000 136301-47

48 D12 0.2 M Lithium sulfate 20% (w/v) PEG 3350 136301-48

49 E1 0.2 M Sodium chloride 0.1 M Na/K 
phosphate pH 6.2

20% (w/v) PEG 1000 136301-49

50 E2 0.1 M MES pH 5.0 10% (v/v) MPD 6.0 136301-50

51 E3 1.0 M Lithium chloride 0.1 M MES pH 6.0 20% (w/v) PEG 6000 6.0 136301-51

52 E4 1.0 M Lithium chloride 0.1 M MES pH 6.0 10% (w/v) PEG 6000 6.0 136301-52

53 E5 0.1 M MES pH 5.0 5% (w/v) PEG 6000 6.0 136301-53

54 E6 0.2 M Zinc acetate 0.1M Imidazole 
pH 8.0

25% (v/v) 1,2-Propanediol; 10% 
(v/v) Glycerol

136301-54

55 E7 0.2 M Zinc acetate 0.1M Imidazole 
pH 8.0

40% (v/v) PEG 600 136301-55

56 E8 0.5 M Ammonium sulfate 0.1M TRIS pH 7.0 30% (v/v) PEG 600; 10% (v/v) 
Glycerol

136301-56

57 E9 1.0 M Lithium sulfate 0.1 M Sodium 
citrate pH 5.6

0.5 M Ammonium sulfate 136301-57

58 E10 0.2 M Ammonium acetate 0.1 M Sodium 
citrate pH 5.6

30% (w/v) PEG 4000 136301-58

59 E11 24% (w/v) PEG 1500; 20% (v/v) 
Glycerol

136301-59

60 E12 0.2 M Sodium chloride 0.1M Sodium 
acetate pH 4.5

40% (v/v) PEG 300 136301-60

61 F1 0.1M Sodium 
acetate pH 4.5

35% (v/v) MPD; 10% (v/v) Glycerol 136301-61

62 F2 0.1M Phosphate-
citrate pH 4.2

40% (v/v) PEG 300 136301-62

63 F3 0.1M Sodium 
acetate pH 4.5

5% (w/v) PEG 1000; 50% (v/v) 
Ethylene glycol

136301-63

64 F4 0.1 M Sodium chloride 0.1M Sodium 
acetate pH 4.5

30% (v/v) PEG 200 136301-64

65 F5 0.1M Sodium 
acetate pH 4.5

40% (v/v) 1,2-Propanediol 136301-65
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Nummer Well Salz Puffer Fällungsmittel Finaler 
pH

Cat. No. (Refill-Hit 
Solution, 4 x 12.5 mL
tubes

66 F6 0.1M Sodium 
acetate pH 4.5

40% (v/v) Ethylene glycol 136301-66

67 F7 0.1 M Sodium 
acetate pH 5.0

10% (v/v) MPD 5.0 136301-67

68 F8 0.1 M Citric acid 
pH 4.0

2.4 M Ammonium sulfate 5.0 136301-68

69 F9 0.1 M Citric acid 
pH 4.0

1.6 M Ammonium sulfate 5.0 136301-69

70 F10 0.1 M Citric acid 
pH 4.0

0.8 M Ammonium sulfate 5.0 136301-70

71 F11 1.0 M Lithium chloride 0.1 M Citric acid 
pH 5.0

20% (w/v) PEG 6000 5.0 136301-71

72 F12 0.1M Phosphate-
citrate pH 4.2

5% (w/v) PEG 3000; 25% (v/v) 1,2-
Propanediol; 10% (v/v) Glycerol

136301-72

73 G1 2.0 M Ammonium sulfate; 5% (v/v) 
Isopropanol

136301-73

74 G2 2.0 M Ammonium sulfate 136301-74

75 G3 0.2 M Magnesium chloride 0.1M MES pH 5.5 40% (v/v) PEG 400 136301-75

76 G4 0.01 M Cobalt chloride 0.1 M Sodium 
acetate pH 4.6

1.0 M Hexanediol 136301-76

77 G5 0.08 M Sodium 
acetate pH 4.6

1.6 M Ammonium sulfate; 20% (v/v) 
Glycerol

136301-77

78 G6 0.07 M Sodium 
acetate pH 4.6

5.6% (w/v) PEG 4000; 30% (v/v) 
Glycerol

136301-78

79 G7 0.14 M Calcium chloride 0.07 M Sodium 
acetate pH 4.6

30% (v/v) Glycerol; 14% (v/v) 
Isopropanol

136301-79

80 G8 0.16 M Ammonium sulfate 0.08 M Sodium 
acetate pH 4.6

20% (w/v) PEG 4000; 20% (v/v) 
Glycerol

136301-80

81 G9 0.018 M Calcium chloride 0.09 M Sodium 
acetate pH 4.6

27% (v/v) MPD; 10% (v/v) Glycerol 136301-81

82 G10 0.1 M Sodium 
acetate pH 4.6

2.0 M Ammonium sulfate 136301-82

83 G11 0.2 M Zinc acetate 0.1 M Sodium 
acetate pH 4.5

10% (w/v) PEG 3000 136301-83

84 G12 0.2 M Ammonium sulfate 0.1M Phosphate-
citrate pH 4.2

20% (v/v) PEG 300; 10% Glycerol 136301-84

85 H1 0.2 M Calcium acetate 0.1 M Sodium 
acetate pH 4.5

30% (v/v) PEG 400 136301-85
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Cat. No. (Refill-Hit 
Solution, 4 x 12.5 mL
tubes

86 H2 0.2 M Lithium sulfate 0.1 M Sodium 
acetate pH 4.5

30% (w/v) PEG 8000 136301-86

87 H3 25% (v/v) Ethylene glycol 136301-87

88 H4 0.2 M Lithium sulfate 0.1 M Phosphate-
citrate pH 4.2

10% (v/v) Isopropanol 136301-88

89 H5 0.2 M Sodium chloride 0.1 M Phosphate-
citrate pH 4.2

20% (w/v) PEG 8000 136301-89

90 H6 10% (w/v) PEG 1000; 10% (w/v) 
PEG 8000

136301-90

91 H7 0.17 M Ammonium sulfate 25.5% (w/v) PEG 4000; 15% (v/v) 
Glycerol

136301-91

92 H8 30% (w/v) PEG 1500 136301-92

93 H9 0.4 M Ammonium dihydrogen 
phosphate

136301-93

94 H10 35% (v/v) 1,4-Dioxane 136301-94

95 H11 0.1 M Citric acid 
pH 2.5

10% (v/v) MPD 4.0 136301-95

96 H12 0.1 M Citric acid 
pH 2.5

20% (w/v) PEG 6000 4.0 136301-96
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14.4 Daten zum Design of Experiment und zur Michaelis-
Menten-Kinetik

Tabelle 28: Bedingungen des factorial design of experiment. Untersucht wurden Reaktionsparameter und ihr Einfluss 
auf  die Chlorierung mit der Halogenase PrnC-His9. Eingesetzt wurden 500 μM MDA (22c) als Substrat und 0.3 mg/mL
(~ 4.5 μM) Enzym. Dargestellt sind die Ergebnisse als relative Umsetzungen durch Quotientenbildung (Normalisierung)
der Singlafläche von APRN (22b) zu internem Standard. Die höchste normalisierte Produkt-Signalfläche wurde hierbei 
als 1 bzw. 100 % gesetzt. Die Analyse erfolgte mittels GC-MS.

Std Run Faktor 1 Faktor 2 Faktor 3 Faktor 4 Faktor 5 Faktor 6 Response

A: Temperatur B: SsuE-Aktivität C: pH-Wert D: [FAD] E: [NADPH] F: [NaCl ] Relative Umsetzung

[°C] [mU/mL] [μM] [μM] [mM] %

17 20 20 7 7 500 50 100 0.16

30 24 20 34 8 500 50 100 0.30

22 29 20 34 7 500 1000 10 0.44

29 27 20 34 8 500 50 100 0.47

18 14 20 7 7 500 50 100 0.79

32 4 40 34 8 500 1000 100 0.92

20 13 40 7 7 500 1000 100 1.15

25 17 20 7 8 500 1000 10 1.32

23 6 40 34 7 500 50 10 1.36

5 31 20 34 7 10 1000 100 1.38

13 26 20 34 8 10 50 10 1.47

21 21 20 34 7 500 1000 10 1.55

24 12 40 34 7 500 50 10 2.09

26 8 20 7 8 500 1000 10 2.60

6 11 20 34 7 10 1000 100 2.80

14 25 20 34 8 10 50 10 2.83

7 18 40 34 7 10 50 100 3.66

8 16 40 34 7 10 50 100 3.91
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Std Run Faktor 1 Faktor 2 Faktor 3 Faktor 4 Faktor 5 Faktor 6 Response

A: Temperatur B: SsuE-Aktivität C: pH-Wert D: [FAD] E: [NADPH] F: [NaCl ] Relative Umsetzung

[°C] [mU/mL] [μM] [μM] [mM] %

15 2 40 34 8 10 1000 10 5.94

28 5 40 7 8 500 50 10 7.64

27 19 40 7 8 500 50 10 8.13

31 3 40 34 8 500 1000 100 9.64

10 7 20 7 8 10 1000 100 10.07

9 28 20 7 8 10 1000 100 14.91

16 23 40 34 8 10 1000 10 16.03

12 30 40 7 8 10 50 100 18.04

11 10 40 7 8 10 50 100 21.30

1 9 20 7 7 10 50 10 24.86

2 22 20 7 7 10 50 10 26.94

19 1 40 7 7 500 1000 100 82.37

4 32 40 7 7 10 1000 10 97.99

3 15 40 7 7 10 1000 10 100.00
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Tabelle 29: Bestimmung der kinetischen Parameter für die Chlorierung mit PrnC-His9. Gezeigt sind die 
Konzentrationen des Substrats MDA (22c), sowie die Zunahme der Flächenquotienten aus dem Produkt APRN (22b)
und internem Standard (IS) m-Chlortoluol pro Zeit in Minuten und Enzymkonzentration in mg/mL. Aus diesen Werten 
wurden zusätzlich mit Hilfe der Kalibrierung und dem Molekulargewicht (MW) von PrnC-His9 die spezifischen 
Aktivitäten [mU/mg], sowie die Reaktionsraten [min-1] bestimmt.

MDA
ઢ ܔ۴ ܍ܜܚ܍ܑܛܑܔ܉ܕܚܗܖäۼ܀۾ۯ ܍ܐ܋ઢܜܑ܍܈ ∗ (۱ܖܚ۾)܋  ઢ ܔ۴ ܍ܜܚ܍ܑܛܑܔ܉ܕܚܗܖäۼ܀۾ۯ ܍ܐ܋ઢܜܑ܍܈ ∗ (۱ܖܚ۾)܋  Mittelwert Standardabweichung

Probe 1 Probe 2

[μM] [min-1 mg-1 mL]

20 3.08 •10-2 2.99 •10-2 3.03 •10-2 6.12 •10-4

30 3.31 •10-2 3.29 •10-2 3.30 •10-2 1.53 •10-4

40 3.57 •10-2 3.44 •10-2 3.51 •10-2 9.25 •10-4

100 4.32 •10-2 4.48 •10-2 4.40 •10-2 1.13 •10-3

300 4.54 •10-2 4.55 •10-2 4.54 •10-2 9.30 •10-5

1000 5.02 •10-2 4.89 •10-2 4.95 •10-2 9.48 •10-4

1500 5.17 •10-2 4.88 •10-2 5.02 •10-2 2.08 •10-3

1750 4.94 •10-2 4.38 •10-2 4.66 •10-2 3.92 •10-3

2000 4.93 •10-2 4.82 •10-2 4.87 •10-2 7.81 •10-4

MDA Spez. Aktivität Probe 1 Spez. Aktivität Probe 2 Mittelwert Standardabweichung

[μM] [mU mg-1]

20 15.45 15.00 15.23 0.32

30 16.67 16.55 16.61 0.08

40 18.08 17.39 17.73 0.49

100 21.99 22.83 22.41 0.59

300 23.14 23.21 23.17 0.05

1000 25.68 24.98 25.33 0.50

1500 26.47 24.92 25.70 1.09

1750 25.25 22.33 23.79 2.06

2000 25.21 24.63 24.92 0.41

MDA Umsatzrate Probe 1 Umsatzrate Probe 2 Mittelwert Standardabweichung

[μM] [min-1]

20 1.024 0.993 1.009 2.13 •10-2

30 1.104 1.097 1.100 5.35 •10-3

40 1.197 1.152 1.175 3.22 •10-2

100 1.457 1.512 1.484 3.94 •10-2

300 1.533 1.537 1.535 3.24 •10-3

1000 1.701 1.654 1.678 3.30 •10-2

1500 1.753 1.651 1.702 7.24 •10-2

1750 1.672 1.480 1.576 1.37 •10-1

2000 1.670 1.631 1.650 2.72 •10-2
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15. MOLEKÜLVERZEICHNIS

Tabelle 30: Liste der chemischen Strukturen für die in dieser Arbeit vorkommenden Moleküle mit Namen, 
Strukturformeln und Molekülnummern. Die Nummern mit Asterisk (*) wurden in dieser Arbeit synthetisiert.

Nr. Molekülname Struktur Molekül-Nr. Versuchs-Nr.
1 Hypohalogensäure 1
2 Hypochlorsäure 1a
3 Hypobromsäure 1b

4 N-Halogensuccinimid 2

5 N-Chlorsuccinimid 2a

6 N-Iodsuccinimid 2b

7 Vancomycin 3

8 Ledipasvir 4

9 Dacomitinib 5

10 Rebeccamycin 6

11 Imidacloprid 7

12 Atrazin 8
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Nr. Molekülname Struktur Molekül-Nr. Versuchs-Nr.

13 Caldariomycin 9

14 1,3-Cyclopentadion 10

15 5‘-FDA 11

16 Flavin 12

17 Riboflavin 12a

18 FMN 12b

19 FAD 12c

20 Lumiflavin 12d

21 Lumichrom 12e

22 8-Hydroxymethylriboflavin 12f
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Nr. Molekülname Struktur Molekül-Nr. Versuchs-Nr.

23 Roseoflavin 12g

24 F420 12h

25 FO 12i

26 GTP 13

27
2-Amino-5-formamid-
6-ribosylamino-4(3H)-

pyrimidinon-5´-triphosphat
14

28
2,5-Diamino-6-ribosyla-

mino-4(3H)-pyrimidinon-5´-
phosphat

15

29
5-Amino-6-ribosylamino-

2,4(1H,3H)-pyrimidindion-
5´-phosphat

16

30 5-Amino-
6-(5-D-ribitylamino)uracil 17

31 1-Desoxy-L-glycero-tetru-
lose-4-phosphat 18

32 Ribulose-5-phosphat 19
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Nr. Molekülname Struktur Molekül-Nr. Versuchs-Nr.

33 6,7-Dimethyl-8-ribityllum-
azin 20

34 Nictotinamid-Nucleotide, 
Pyridin-Dinucleotide 21

35 NAD 21a

36 NADP 21b

37 Nicotinamid 21c

38* 1-Benzylnicotinamid (BNA) 21d JGE0192

39 Arylpyrrol 22

40 Pyrrolnitrin (PRN) 22a

41* Aminopyrrolnitrin (APRN) 22b JGE0316
JGE0332
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Nr. Molekülname Struktur Molekül-Nr. Versuchs-Nr.

42* Monodechloraminopyrrolnit-
rin (MDA) 22c JGE0156

FGA002V025

43 2-(3,5-Dibromphenyl)pyrrol 22d

44 Pentachlorpseudilin 22e

45 Marinochinolin A 22f

46 3-ortho-Aminophenylpyrrol
(3-oAPP) 22g FGA002V022

47 Pyonitrin C 22h

48* 3-ortho-Nitrophenylpyrrol
(3-oNPP) 22i FGA002V021

49* 3-Phenylpyrrol (3-PP) 22j JGE0127

50* 3-meta-Chlorphenylpyrrol
(3-mCPP) 22k JGE0124

51* 3-para-Pyridinylpyrrol
(3-pPyP) 22l JGE0331

52 Indol 23

53 Tryptophan 23a

54 7-Chlor-Tryptophan 23b
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Nr. Molekülname Struktur Molekül-Nr. Versuchs-Nr.

55 Benzylbromid 24

56 Phenol 25

57 Radicicol 25a

58 Griseofulvin 25b

59 Monocillin II 25c

60 Hydroxycoumarin 25d

61 Hydroxyisochinolin 25e

62 3,5-Dibrom-
4-Hydroxybenzoat 25f

63 DIF-1 25g

64 Venemycin 25h

65 Xantholipin 25i

66 Umbelliferon 25j

67 Pyrrol 26
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Nr. Molekülname Struktur Molekül-Nr. Versuchs-Nr.

68 N-(TIPS)-1H-pyrrol 26a

69* 3-Iod-N-(TIPS)-1H-pyrrol 26b JGE0308

70* 3-Chlor-N-(TIPS)-1H-pyrrol 26c JGE0309

71* 3-Chlor-4-iod-N-(TIPS)-
1H-pyrrol 26d JGE0311

72* 3-Chlor-4-BPin-N-(TIPS)-
1H-pyrrol 26e JGE0334

73 (N-TIPS-Pyrrol-3-yl)
boronsäure 26f

74 Pyrrol-2-Carbaldehyd
(2-CaP) 26g

75 Chloramphenicol 27

76 Diaporthin 28

77 Orthosporin 28a

78 Dichlordiaporthin 28b

79 Benzoylpyrrole 29
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Nr. Molekülname Struktur Molekül-Nr. Versuchs-Nr.

80 Pyoluteorin 29a

81 Marinopyrrol A 29b

82 Armeniaspirol C 29c

83 Pyrrolomycin J 29d

84 L-Prolin 30

85 Prolin-AMP 30a

86 Carrier-S-Pyrrol-2-Carboxy-
thioester 30b

87 dichloriertes Carrier-S-Pyr-
rol-2-Carboxythioester 30c

88 Carrier-S-Dichlorpyrrol-
2-Carbonyl-Acylthioester 30d

89 Prodiginin 31

90 Prodigiosin 31a JGE0074

91 MBC 32
JGE0072
JGE0073
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Nr. Molekülname Struktur Molekül-Nr. Versuchs-Nr.

92 MAP 33 JGE0069

93 Tetramsäure 34

94 Hybrubin 35

95 Fludioxonil 36

96 Fenpiclonil 37

97 1-Brom-3-Chlorbenzol 38

98* 2-Brom-6-chlorbenzoesäure 39 JGE0302

99* 2-Brom-6-chloranilin 40 JGE0304

100 Pinakolboran 41

101 1-Iod-2-nitrobenzol 42

102 3-Furylboronsäure 43

103* Monodechloraminofuralitrin 
(MDAF) 44 JGE0307

104 Styrol 45

105 3-Chlorstyrol 45a

106 4-Vinylpyridin 45b

107 TosMIC 46
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Nr. Molekülname Struktur Molekül-Nr. Versuchs-Nr.

108 Palau‘Chlor® 47

109 Violacein 48

110 Physostigmin 49

111 Anthranilsäure 50

112 Aurachine 51
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Flavin-abhängige Halogenasen  
zur Derivatisierung von Naturstoffen

Jan Gebauer

Halogene finden sich in rund 8000 Naturstoffen und sind in 40 % der Synthesen von Arznei-
mitteln oder deren Endprodukten vorhanden. Als Bestandteil von Wirkstoffen inhibieren sie  
beispielsweise durch ihre Größe oder Wechselwirkungen Enzymzentren oder blockieren die  
Abbaupositionen des Wirkstoffs bei der Leberoxidation. 

Im Vergleich zur chemischen Halogenierung bietet der enzymatische Halogeneinbau einige  
Vorteile. So kann einerseits durch die Verwendung von handelsüblichem Kochsalz als Quelle  
für Chlorid-Ionen der energieintensive Chloralkali-Prozess umgangen werden. Andererseits  
ermöglicht die Biokatalyse bei der Umsetzung von Aromaten, die häufig mehrere konkurrierende  
Reaktionspositionen aufweisen, eine gezielte, regioselektive Halogenierung und reduziert somit 
die Anzahl von Nebenprodukten. 

Diese Arbeit legt den Fokus vorrangig auf die Gruppe der Flavin-abhängigen Halogenasen  
(Fl-Hal) für die Chlorierung von Pyrrol-Strukturen. Dafür wurden Flavinreduktasen zur Bereitstel-
lung von FADH2 sowie ein Cofaktor-Recycling-System basierend auf der Glucose-Dehydrogenase 
(GDH) eingesetzt. Schwerpunkt der Untersuchungen ist die Charakterisierung der Halogenase 
PrnC aus der Pyrrolnitrin-Biosynthese. Außerdem wurden das gesamte Biosynthese-Cluster von 
Pyrrolnitrin im heterologen Stamm Pseudomonas putida KT2440 sowie die Pyrrol-Halogenase 
PltA aus der Pyoluteorin-Biosynthese untersucht, beide mit dem Ziel der Derivatisierung von 
Prodigininen. Weiterhin wurden putative Halogenasen aus Pseudoalteromonas sp. NC201 und 
Pseudoalteromonas gelatinilytica NH153 anhand von BLAST-Daten identifiziert und ausgewählt. 
Auf Grundlage der Ergebnisse zu PrnC und der putativen Halogenase NH153 wurde das chimäre 
Enzym NHprnC als Strategie zur Enzymoptimierung konzipiert. Ergänzend wurden die in der  
Literatur beschriebenen Halogenasen PrnA für Tryptophan und RadH für Phenol-Strukturen be-
reitgestellt, um das Enzymportfolio zu erweitern und alle drei Substratgruppen Pyrrole, Indole 
und Phenole vollständig abzudecken. 
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