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Wenn an manchen Tagen alles so erschien, als gabe es kein Ende und mich fast der Mut
und das Durchhaltevermdgen verlieRen, 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
| know our dreams will never die
Dreams see us through to forever
Where clouds roll by

For you and I*

— Diana Ross (1988)
If We Hold on Together

aus dem Film ,The Land Before Time*

Songwriters: James Horner & Will Jennings
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weil} ich, uns‘re Trdume sterben nie
Trdume begleiten uns bis in die Ewigkeit
Wo die Wolken vorbeiziehen

Fiir dich und mich*“

Frei Ubersetzt von Jan Gebauer
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Verwendete Software und Bildrechtedeklaration

2. VERWENDETE SOFTWARE UND BILDRECHTEDEKLARATION

Bei den verwendeten Logos handelt es sich um 6ffentlich zugangliche Logos oder es sind
die von den Institutionen bereitgestellten Logos. Die in dieser Arbeit bereitgestellten
Bilder und Grafiken sind mit den entsprechenden Programmen, die im Experimentalteil
genannt werden, erstellt worden.

Abbildungen von Proteinstrukturen wurden mittels UCSF ChimeraX erstellt. Das
Programm wurde entwickelt von der Resource for Biocomputing, Visualization, and
Informatics an der University of California, San Francisco, mit Unterstitzung der National
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
Phyre? (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)“.["!

Die Analyse von Biosynthese-Clustern erfolgte mit antiSMASH. Nahere 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 durchgefihrt.
Naheres zum Verfahren findet sich in der Publikation ,Search and sequence analysis
tools services from EMBL-EBI in 20225

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).

Far vereinzelte Formulierungen erfolgte die Zuhilfenahme von Online-Programmen. So
wurden teilweise der Ubersetzer der DeepL SE oder kiinstliche Intelligenz wie ChatGPT
von OpenAl fur den besseren Ausdruck verwendet. Die Nutzung dieser Programme hatte
keinen Einfluss auf den Inhalt und diente nur als asthetische Korrektur der vorliegenden
Arbeit.
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Zusammenfassung

4. ZUSAMMENFASSUNG

Das Ziel dieser Arbeit lasst 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 Vortell
der enzymatischen Halogenierung liegt in der Verfligbarkeit des Halogensubstrats, der
Umweltvertraglichkeit, sowie der Selektivitdt. Im Vergleich zur chemischen
Halogenierung stammen die reaktiven Spezies nicht aus der Bereitstellung von
molekularem Brom oder Chlor Uber bspw. dem Chloralkali-Prozess, sondern sind
nattrlichen Ursprungs wie das Speise- bzw. Tafelsalz im Falle der Chlorierung. Die
direkte Nutzung von Chlorid-lonen umgeht energieintensive Prozesse und stellt durch
seine Abundanz eine hohe Verfugbarkeit dar. In der Funktionalisierung von Aromaten als
sehr elektronenreiche Moleklle gibt es haufig eine Konkurrenz verschiedener
nukleophiler Positionen. Die Biokatalyse ermdglicht hierfur die stereoselektive
Halogenierung und reduziert dadurch die Anzahl von Nebenprodukten.

Um all diese Vorteile zu nutzen, erfolgte in dieser Arbeit eine Auswahl von Flavin-
abhangigen Halogenasen (FI-Hal) fur 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). Zusatzlich wurde das ganze Biosynthese-Cluster im Stamm
Pseudomonas putida KT2440 bereitgestellt und die Halogenase PItA aus der
Biosynthese von Pyoluteorin produziert. Fiir beide Enzyme ist das Ziel die Derivatisierung
von Prodigininen. In einem weiteren Schritt erfolgte die Untersuchung der putativen
Halogenasen aus den Stammen Pseudoalteromonas sp. NC201 und
Pseudoalteromonas gelatinilytica NH153, welche basierend auf einer BLAST search
ausgewahlt wurden. Im Zuge der Ergebnisse wurde ein chimares 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.

Fir die Reduktion von FAD wurden die drei am haufigsten mit Fl-Hals in der Literatur
genutzten Reduktasen untersucht. Wahrend 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 Aktivitat fir 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)
I8slich und aktiv produziert werden und lieferte etwa 155 mg Protein aus einem Liter
Kultur. Mit einer volumetrischen Aktivitat von 197 + 21 u/mL bzw. spezifischen Aktivitat
von 71.4 + 7.7 u/mg ergibt sich eine Wechselzahl keat von 25 + 3 s-1. Fir die Bereitstellung
eines Cofaktorrecyclingsystems (CRS) zur Regeneration von NADH wurde die
Glukosedehydrogenase (GDH) aus B. subtilis mit einer volumetrischen Aktivitat 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 héheren Temperaturen
zur Bildung von Einschlusskdrpern (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 natlrlichen Substrats Monodechloraminopyrrolnitrin (MDA) und dem
Produkt Aminopyrrolnitrin (APRN) wurden die kinetischen Parameter von PrnC bestimmt.
In der GC-MS-basierten Analyse ergaben sich fur die Reaktion bei 30 °C eine
Michaelis-Konstante (Km) von 14.4 + 1.2 ymfir MDA und, basierend auf der spezifischen
Aktivitat von 25.0 £ 0.3 mu/mg, eine Wechselzahl (kcat) von 1.66 + 0.02 min-'. Bei der
Untersuchung der Promiskuitat von PrnC konnten wir zeigen, dass die Substitution des
Aromaten am Pyrrol keinen besonderen Einfluss auf die Reaktivitat 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 fur 3-para-Pyridinylpyrrol (3-pPyP) nur einen unvollstdndigen 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 fir die Derivatisierung von Prodigininen ist
anhand der gesammelten Ergebnisse nicht zu bewerten. Einerseits gibt es keine
verlassliche Analytik fur die Halogenierung von Prodigininen, weshalb auch keine
Umsetzung von Prodigiosin mit PrnC in aussagekraftigen Ergebnissen erfolgt ist. Fiir die
Produktion von Prodigininen mit Aryl-Substitutenten am urspriinglichen 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 Uberexpression an. Fiir eine hdhere Ausbeute
und damit verlassliche Analyse mussen hier aber weitere Untersuchungen folgen.
Gleiches gilt fur die Halogenase PItA, welche im Stamm P. putida KT2440 sichtbar
produziert werden konnte. Eine Verwendung fur die Prodiginin-Produktion hat hierbei die
gleiche Voraussetzung der Akzeptanz, wie es sich im Fall von PrnC zeigte. Nahere
Untersuchungen missen sich hier anschliel3en.

Die Untersuchungen der putativen Halogenasen von kurz genannt NC201 und NH153
fuhrten zu teilweisen Erfolgen. Wahrend NC201 nicht eindeutig produziert werden
konnte, war die Produktion und Reinigung von NH153 mit ca. 54 mg pro Liter Kultur
vergleichsweise hoch. Ahnlich wie fiir PItA beschrieben, zeigte auch NH153 eine gelbe
Farbung auf Grund des mutmallich stark koordinierten FAD. Die Kristallisation von
NH153 mit 6.3 mg/mL fUhrte zu initialen Kristallen in der Reservoirlésung (JCSG Core I/
Suite, Bedingung 07). Eine erneute Proteinproduktion und Kristallisation unter
verfeinerten Bedingungen konnte eine weitere Proteinstruktur fur die Fl-Hal liefern. Der
Transfer der Eigenschaften wie Proteinausbeute, Stabilitdt und Farbe blieb bei der
Domanenfusion zur Produktion des chimaren Enzyms NHprnC, entgegen der Erwartung,
aus. NHprnC konnte ebenso nicht unter den Bedingungen der Expression von prnC
I6slich produziert und gereinigt werden. Eine erneute Fusion des N-terminalen Bereichs
von NH153 nach der konservierten finalen Helix der ,Box‘“-Domane, mit der
entsprechenden Fortsetzung des C-terminalen Bereichs von PrnC koénnte die
Expressionsprobleme beheben, da sich hierdurch die ,Box“-Domane von NH153 in
Ganze konservieren liel3e.

PrnA und RadH wurden in Produktionsstammen von E. coli bereitgestellt und kénnen fur
Biokatalysen verwendet werden. Eine Analytik wurde etabliert und eine Aktiviitat fir 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 PItA 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™.
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 (Ku) of
14.4 £ 1.2 ym 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"' 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 PItA,
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 PItA, 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 Il 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.

XXIV



Einleitung

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
beschaftigt hat, sowie der seit Jahren in Deutschland bekannten Gefahr von
multiresistenten Keimen, spielt die Forschung und deren Vertretende eine
herausragende Rolle fir die Erarbeitung neuer Lésungskonzepte zur Bewaltigung 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 Ubertragen. Die
Etablierung neuer Strategien zeigen sich beim Erhalt einer stabilen Umwelt mit
vertraglichem Klima durch Schaffung von nachhaltigen Produktionslinien im Sinne einer
Kreislaufwirtschaft. In diesem Zusammenhang ist auch die Energieeffizienz eine
entscheidende Komponente der biotechnologischen Betrachtung flir bspw. den Umstieg
aus fossilen hin zu erneuerbaren Energien und damit energetischer Unabhangigkeit.
Damit Iasst sich auch der Bogen zurlick zu pharmazeutischen Aspekten spannen. So
versucht die weilde Biotechnologie 6kologischere Produktionsverfahren als Ergédnzung
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 tiber verschiedene Strategie-Projekte wie dem
Bioeconomy Science Center (BioSC), aber auch dem BiodkonomieREVIER im Zuge des
»otrukturwandels im Rheinischen Revier* Moglichkeiten geschaffen, genau diesen
Fragen der Innovation und Translation von universitarer Forschung in die Industrie ein
finanzielles GerUst zu geben. Den Aspekt der Energieeffizienz und damit Kostenersparnis
aufgreifend, soll im Folgenden die Motivation dieser Arbeit zu enzymatischen
Halogenierungsprozessen im Rahmen des BioSC erlautert werden. Zum einen befinden
sich Halogenatome und davon abgeleitete funktionelle Gruppen unter anderem in vielen
Pharmaka und Agrochemikalien und werden zum anderen haufig in Zwischenprodukten
in der industriellen Chemie zur Weiterverarbeitung und Veranderung - der
Derivatisierung — (iber Prozesse wie Kreuzkupplungen verwendet.[€]

Um die Bedeutung der Halogenatome gerade auch in der medizinisch-pharmazeutischen
Anwendung zu veranschaulichen, wird gerne das Beispiel des Vancomycins (3) bemiht.
So konnte gezeigt werden, dass der Verlust eines oder beider Chlor-Atome Einfluss auf
die Stabilitdt und deren Bindeeigenschaften an die Zielstruktur zeigen. Die Konsequenz
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war eine reduzierte antibiotische Wirkung von 30 % bzw. 50 %.I"1 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 langer im Korper befindet.®!

Aber was hat das Beispiel Vancomycin mit Biodkonomie und Nachhaltigkeit zu tun?
Einerseits bringen Enzyme generell haufig die Eigenschaft mit sich regioselektiv zu sein
und kdnnen somit gezielt Reaktionen durchfiihren, bei denen die klassische Chemie
durch fehlende Selektivitat versagt.! 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.l' ' Allerdings hort die retrosynthetische
Betrachtung dort nicht auf. Im groflen Malstab wird Chlorgas immer noch aus dem
Chloralkali-Prozess gewonnen.l'> '3 Bei diesem Prozess wird Uber Elektrolyse
Natriumchlorid, allgemein besser bekannt als Kochsalz, in elementares Natrium und
toxisches, sowie reaktives Chlor!' umgewandelt (Abbildung 1). Dieser Prozess ist sehr
energieintensiv und macht in Deutschland etwa 2 % des Gesamtenergieverbrauchs
aus.[' 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 europaischen Produktion ausmacht (Daten
aus den Jahren 2017/2018 bzw. 2019/2020).1'6: '] Hierbei befinden sich die Kosten fir
eine Tonne Chlorgas zwischen 141 — 505 €, wobei die Elektrizitdt zwischen 51 — 58 %
ausmacht (Daten aus dem Jahr 2018).

Natirlich kann die enzymatische Halogenierung die klassische, industrielle Chlor-
Gewinnung nicht ersetzen, aber sie kann in ausgewahlten Fallen einen Beitrag zur
Reduktion der aufwandig hergestellten Reagenzien leisten, indem die entsprechenden
reaktiven Chlor-Spezies, namlich hypochlorige Saure, direkt im Enzym aus
Natriumchlorid hergestellt werden. Ziel kann es daher sein, in der Zukunft zu einem Teil
der Produktion von Hypochloriger Saure 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. '8

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-abhangigen Halogenasen (FI-Hal). Daflir war zunachst die
Bereitstellung der Elektronen-Transportkette Gber 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 Reduktionsaquivalent zu vermeiden. Nach der Bereitstellung dieser Parameter sollten
die verschiedenen Flavin-abhangigen 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 begunstigten nukleophilen Positionen fiihren 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 ausgewahlt, 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 kénnen. Der Grolteil dieser Arbeit
beschaftigt sich daher mit der Charakterisierung der freie Substrate akzeptierenden
Halogenase PrnC aus dem Biosyntheseweg von Pyrrolnitrin (22a). Dies beinhaltete,
neben der Produktion I6slichen Proteins und der Reinigung, die Suche nach optimierten
Reaktionsbedingungen Uber den Ansatz des ,Design of Experiment®, die Bestimmung
kinetischer Parameter fir die Umsetzung des naturlichen Substrats, sowie die
Untersuchung der Substratspezifitit 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 Uber eine verkirzte Biosynthese produzieren zu
kénnen. Dies wirde nicht nur eine mogliche /ate-stage Funktionalisierung von
Prodigininen mittels PrnC ermdglichen, sondern sie auch einer kombinatorischen oder
Mutasynthese zuganglich machen. Zusatzlich zu den in der Literatur bekannten
Halogenasen, sollten aul3erdem weitere Gene putativer Flavin-abhangiger Halogenasen
untersucht werden. Uber 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 Stabilitdt und hohe
Expressionslevel aufweisen. Im Erfolgsfall kdnnen diese Enzyme dann konventionelle
Syntheserouten ergénzen oder ersetzen. Als Basis fur die Halogenierung der
verschiedenen Grundgertste und zum Vergleich von Eigenschaften sollten einige in der
Literatur gut untersuchten Halogenasen ebenfalls produziert werden. Dazu gehdren die
Tryptophan-Halogenase PrnA, ebenfalls aus dem Biosynthese-Cluster von
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Pyrrolnitrin (22a), sowie RadH,

welches

phenolische

Strukturen

halogeniert.

AbschlieRend sollte der Versuch unternommen werden, vorteilhafte Eigenschaften von
Halogenasen zu kombinieren. Neben der Mutagenese der Gene stand vor allem die
Fusion von Doméanen im Vordergrund. Die so kreierten chimaren 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),
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Schema 1: Ubersicht zu den Biosynthesen von Pyrrolnitrin (22a), Pyoluteorin (29a) und Prodigiosin (31a) mit
angestrebten Ankniipfungspunkten (rote Kastchen), sowie der Katalysezyklus von Halogenasen von NADH Ulber 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
durchgefihrten Untersuchungen basieren und welche Vielfalt die Natur fur die
Halogenierung von Naturstoffen bereitstellt.

71 Halogene in Natur, Pharmazie und Chemie

Fir die Entdeckung und Bereitstellung neuer Wirkstoffe untersuchen Synthesechemiker
in Zusammenarbeit mit Pharmazie und Medizin haufig Naturstoffe, um auf Basis der
Erkenntnisse Grundstrukturen und Funktionalitdten fir den Aufbau von Wirkstoffen
ableiten zu kénnen. Mit etwa 8000 natlrlich vorkommenden, halogenierten organischen
Verbindungen[' sind halogenierte Naturstoffe in allen Sekundarmetabolit-Gruppen
vertreten.l?% Wahrend eine GroRRzahl von halogenierten Naturstoffen marinen Ursprungs
ist, gibt es auch eine beachtliche Zahl an terrestrischen halogenhaltigen Naturstoffen,
bspw. in Pflanzen und Insekten.l'® 2! Die Bedeutung fir den Menschen wird deutlich,
wenn man sich vergegenwartigt, dass Halogene auf die eine oder andere Weise in 40 %
aller Arzneimittel vorkommen, welche in klinischen Studien getestet werden.[?>241 Neben
dem Grundgerust in Natur- und Wirkstoffen mit wichtigen Strukturmotiven, ist also das

Vorhandensein von Halogenen in vielen Syntheserouten elementar.
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Abbildung 1: Arbeitsablauf fiir die Bereitstellung von Halogenierungsreagenzien aus Alkalisalzen am Beispiel von
Natriumchlorid. Bei der Elektrolyse im Chloralkali-Prozess entstehen so molekulare Halogene wie Chlorgas (Clz), sowie
in weiteren Schritten hypochlorige S&ure (1a) und N-Chlorsuccinimid (2a).l'0 15171 |etztere bendtigen bei der
Herstellung eine Senkung der Temperatur. Prozess abgewandelt von L et al.[?%]
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Bei der Rekapitulation der Energiekosten fiir die Bereitstellung von halogenierenden
Reagenzien, wie Hypohalogensauren 1, oder N-Halogensuccinimiden (NXS) 2, vorallem
Uber den Chloralkali-Prozess (Abbildung 1), muss die Frage beantwortet werden, ob
diese Halogene in den Wirkstoffen nétig sind.

Auch mit Blick auf die Toxizitat der Intermediate wie bspw. dem Chlorgas, das bei der
Herstellung von Hypochlorsaure (1a) und N-Chlorsuccinimid (NCS) (2a) ein Vorlaufer ist,
muss eine Uberzeugende 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, 1) erhdht in der Regel die GréRe 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.[?®! Ein weiterer Effekt der Halogene ist die erhéhte
Membrandurchlassigkeit von Molekiilen.2”] Dies ist unter anderem fiir die Uberwindung
der Blut-Hirn-Schranke?® und die orale Absorption (auch Resorption genannt)
relevant,??! kann jedoch nicht mit dem sterischen Anspruch begriindet werden, sondern
mit einer erhoéhten Lipophilie. Neben diesen Eigenschaften haben Halogene auch
Auswirkungen auf die Polarisierung einer Verbindung. Einerseits haben die Halogene der
oberen Periode eine hohe Elektronegativitat (F: 3.98; Cl: 3.16),3% was zu einer latenten
Polarisation der Kohlenstoff-Halogen-Bindung im Molekil (Abbildung 2 (1)) fahrt
(Vergleich: H: 2.20; C: 2.55; O: 3.44). Andererseits erhdht sich die Polarisierbarkeit der
Halogene mit zunehmender Periode durch einen grofReren Atomradius (Br, 1), sodass
insbesondere Wechselwirkungen mit weichen Nukleophilen oder Elektrophilen geférdert
werden.[3'. 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). ll) Polarisierbarkeit von grof3en Halogenen (X =
Br, 1), die an ein Kohlenstoff-Atom gebunden sind. Das auflere elektrische Feld, das z. B. durch ein sich naherndes
Elektrophil oder Nukleophil verursacht wird, fuhrt zur Verzerrung der Elektronendichte. lll) Schematische Darstellung
des "o-Lochs". Die Elektronendichte wird zur Kohlenstoff-Halogen-Bindung gezogen, wobei die Stérke mit der GroRe
des Halogens allmahlich zunimmt (I > Br > CI >>> F). Diese anisotrope Verteilung der Elektronen in den aufleren
Orbitalen des Halogens schafft einen Bereich mit hdherer Elektronendichte um den Giirtel des Halogens, welcher eine
Wechselwirkung mit Elektrophilen oder Wasserstoffbindungen erméglicht. Senkrecht zur Richtung der Bindung, am
auleren Ende des Halogens, befindet sich ein Bereich mit Elektronenmangel, wodurch ein teilweise positiv geladener
Bereich im Halogen entsteht. Dieser, allgemein als "o-Loch" bezeichnete, Bereich kann durch Nucleophile angegriffen
werden oder diese koordinieren. Darstellung erfolgte in Anlehnung an Fejzagic et al.3"l

Die latente Polarisation ist in Abbildung 2 (Il) zwar als gleichverteilter Gradient dargestellt,
jedoch entspricht dies nicht vollkommen der Realitdt. Durch die Form der p-Orbitale
entsteht ein Loch in der Elektronendichte (Abbildung 2 (lll)), das dem Bindungspartner

des Halogens gegeniiberliegt (,0-Loch®).

Durch das Vorhandensein dieses o-Lochs ergibt sich die Mdglichkeit, mit ebenfalls
elektronegativen Heteroatomen wie Sauerstoff, Stickstoff oder Schwefel (O, N, S) lber
sogenannte Halogenbindungen in aquatoriale Richtung (waagerecht), als auch uber
Wasserstoffbriickenbindungen in axiale Richtung (senkrecht), zu interagieren.l33 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.[?# 33 35-38] Unabhangig davon, ob es
sterische, elektronische oder hydrophobe Wechselwirkungen sind, hat die Prasenz von
Halogenen einen groRen Einfluss auf die biologische Wirkung, wie das zuvor genannte
Beispiel des Vancomycins (3) verdeutlichte.[”]

Unter anderem aus diesem Grund sind bei der Entdeckung von neuen Arzneimitteln
regelmafig 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 Falle
trugen diese in der klinischen Phase Il Halogene. Von den Medikamenten, die es durch
die klinischen Phasen geschafft haben und vertrieben werden, sind es schliellich noch
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26 %.5371 Dieser Trend zeigt, dass Halogenen bei der Entwicklung und Entdeckung von
Arzneimitteln eine besondere Rolle zukommt und in der Regel ihren Weg, in das fur die
Behandlung vorgesehene Endprodukt, finden. Das am haufigsten in Wirkstoffe
eingebrachte Halogen ist Fluor mit 57 %.1?3 Die kovalente Fluorbindung ist dulerst stark
und betragt etwa 456 kJ/mol flr CF4, so dass diese Bindungen im Korper in aller Regel
nicht gespalten werden koénnen. In einigen Ausnahmen ist dies unter hohem
energetischen Aufwand mdglich.®d Hinzu kommt, dass Aufgrund der extremen
Polarisation der C-F-Bindung und der zusétzlich &ahnlichen GroéRe von Fluor-
Substituenten zu Wasserstoff, eine besonders starke Polarisierung auftritt, wahrend sich
die Gesamtgrofie des Molekdls nicht verandert, was bspw. Einfluss auf die Bindung in
aktiven Zentren von Enzymen und Rezeptoren hat. AuRRerdem ist Fluor somit ein
schwacher Halogenbindungs-, daflir aber ein guter Wasserstoffbriickenbindungs-
akzeptor.[*0: 411 Hierdurch wird die Halbwertszeit der fluorierten Wirkstoffe in Umwelt und
menschlichen Korpern vergleichsweise stark erhoht.*?l 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).431 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.#4

lod ist das genaue Gegenteil zu Fluor und wird mit 1 % Anwendung am seltensten
verwendet.[*! Der Nutzen von lod liegt eher auf der synthetischen Seite. Die Griinde sind
der wesentlich gréfere Radius des Atoms und die geringere Elektronegativitat. Letzteres
macht die Bindungen mit Kohlenstoff-Atomen wesentlich labiler, als bspw. die des Broms
und kénnen daher leicht gespalten werden.
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Abbildung 3: Ausgewahlte Beispiele fir halogenierte Natur- bzw. Wirkstoffe. Neben dem natirlichen Antibiotikum
Vancomycin (3) aus dem Organismus Streptomyces orientalis!”l und dem Topoisomerase-I-Inhibitor Rebeccamycin (6)
aus Lechevalieria aerocolonigenes,“®! finden sich hier auch synthetische Wirkstoffe wie das antivirale Ledipasvir (4),147]
der Rezeptorinhibitor Dacomitinib (5), sowie das Insektizid Imidacloprid (7)48 und Herbizid Atrazin (8).14°!

Bromierte Verbindungen sind in Arzneimitteln ebenfalls nur selten zu finden und machen
nur etwa 4 % aller halogenierten Verbindungen aus. Auch hier sind die Grinde die
geringere Polarisierung der Kohlenstoff-Brom-Bindung und der groRe Radius, weshalb
auch Brom in der Regel ldngere und damit labilere Bindungen bildet (272 kJ/mol fur
CBr)B9, welche fiir die meisten Arzneimittelkandidaten nicht fiir eine angemessene
Hemmung ausreichen. Chlor ist mit 38 % das zweithaufigste Halogen in halogenierten
Arzneimitteln. Aufgrund seines kleineren Radius® ist es schon ein maRig guter
Halogenbindungsakzeptor und relativ stabil (327 kJ/mol fir CCls).3% Chlor in einer
Verbindung verandert dementsprechend das Volumen und die Form, sodass es tiefe
Hohlrdume in Proteinen adressieren kann. Diese Eigenschaften machen Chlor als
Substituenten zu einer interessanten Option fur die Funktionalisierung von Heterocyclen.
Eine der bekanntesten natirlichen Verbindungen mit integrietem Chlor ist
Rebeccamycin (6) (Abbildung 3), welches einen schwachen Topoisomerase-I-Inhibitor
darstellt und damit gute Antitumoreigenschaften vermittelt.’'! Halogenatome sind aber
nicht nur in der Pharmazie relevant, sondern haben auch in der Landwirtschaft ihre
Anwendung. Zwei Vertreter sind das Insektizid Imidacloprid (7)#8 und das Herbizid
Atrazin (8)19l,
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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 haufigsten Methoden zur Bildung von C-C- und C-Y-
Bindungen (Y steht in diesem Fall fur N, O, S). Durch den Einsatz verschiedener
Ubergangsmetalle und aktivierten Kohlenstoff-Komponenten lassen sich zahlreiche
bioaktive Naturstoffe und deren Derivate herstellen. Ein prominentes Beispiel ist die
Verwendung von Palladium fir die selektive Herstellung von Arenen und
heterocyclischen Gerlsten, mit unterschiedlichen Substitutionsmustern.2 Aber auch
weniger edle bis unedle Ubergangsmetalle wie Kupfer(53, Nickell®¥ und Eisen!®5-%71 sind
als geeignete Katalysatoren gangig. Neben der hohen Chemoselektivitat ist eine
ausgepragte Toleranz gegenliber 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-Malf3stab
entwickelt hat.58 %9 Da der Fokus dieser Arbeit nicht auf der Synthese liegt, soll in der
folgenden Abbildung 4 nur der generelle Synthesezyklus gezeigt werden. Zu den
haufigsten Kreuzkupplungsreaktionen in der Herstellung von Medikamenten!®® gehoren
unter anderem die Kumadal®'l-, Suzuki-Miyaural®2- Stillel®3-, Negishil®-, und
Sonogashira-Hagihara-Kupplung!®?l. AuRerdem finden oft die Mizoroki-Heck-Reaktion[6®:
671 und die Buchwald-Hartwig-Aminierung(®® 6 jhre Anwendung.

Reduktive Oxidative
Eliminierung r Ar Addition
R )/V L,Pd(0) \\‘
R, Ar Ar
P! Loyt
v ~L X "
\ Ar XM’R
L-pan
RN MX,
Trans-/Cis- Trans-
Isomerisierung metallierung

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 Mdglichkeiten kénnen wir Menschen eine Grof3zahl
an Strukturen aufbauen. Doch auch Organismen haben Strategien entwickelt, um solche
Reaktionen durchzufthren. 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 Sekundarstoffwechsels
vorkommen!’%, haben sich mindestens sechs Arten von halogenierenden Enzymen
entwickelt, viele von ihnen aus Monooxygenasen.

So vielfaltig die Urspriinge der halogenierenden Enzyme sind, so unterschiedlich ist auch
ihre Klassifizierung. Ein Uberblick tiber 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.

Ham-abhingige

Haloperoxidasen

: Vanadium-abhangige
Sialoperoxdasen Haloperoxidasen

SAM-abhangige Fluorinasen

Carrier-Protein-abhangige
Halogenasen

Halogenierende
Enzyme

o-Ketoglutarat-abhéngige
Halogenasen

Halogenasen

Carrier-Protein-abhdngige
Halogenasen

| 2}

Carrier-Protein-unabhangige
Halogenasen

Abbildung 5: Uberblick {iber die verschiedenen Klassen von halogenierenden Enzymen (schwarz) aufgeteilt nach
Mechanismus (grau), Cofaktor und Substrat-Voraussetzungen.[’" 72

Erstere bilden aus dem jeweiligen Halogenanion X~ und Wasserstoffperoxid (H202) Uber
Ham-Eisen-, Vanadium-Coenzyme oder auch ganz ohne Coenzym eine hypohalogene
Saure (HOX) 1. Bei den meisten Enzymen wird die Hypohalogensaure ins
Reaktionsmedium freigesetzt und die eigentliche Reaktion findet aul3erhalb des Enzyms
statt. Dies bedeutet, dass die Regioselektivitdt nur durch die sterischen und
elektronischen Eigenschaften des Substrats bestimmt werden. Im Gegensatz dazu
verwenden die Halogenasen enzymgebundene Halonium-Spezies X* fur die
Halogenierung, welche mittels Sauerstoff (O2) Uber den Zwischenschritt der
Hypohalogensaure 1 entstehen.
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Allerdings findet die Halogenierung der Zielstruktur im Enzym statt. Zudem kdnnen
zusatzliche Elektronen-Transferproteine dafir notig 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-abh&ngige Halogenasen electrophile
Halonium-Spezies X* verwenden und die a-Ketoglutarat-abhédngigen Enzyme radikale
Halogenyle X' produzieren.[”l Was die verschiedenen Haloperoxidasen ausmacht und
wie ihr katalytischer Zyklus mechanistisch ablauft, soll im Folgenden aufgeschlisselt
werden.

7.21 Ham-abhangige Haloperoxidasen (HPOs)

Die Ham-basierten Haloperoxidasen, kurz HPOs, waren die ersten untersuchten
Haloperoxidasen und auch generell der halogenierenden Enzyme.3'l Dieser Tatsache
geschuldet handelt es sich hierbei auch um die am besten untersuchten
Haloperoxidasen. Ahnlich wie im spateren Kapitel 7.4.1 fiir die Flavin-abhangigen
Halogenasen, zeigt sich auch bei dieser Enzymgruppe eine direkte Linie der Evolution,
unter anderem zu den Monooxygenasen. Ham-abhangige Haloperoxidasen tragen
entsprechend der P450-Monooxygenasen eine Ham-Funktionalitat als prostethische
Gruppe an einem distalen Cystein.l'¥l Da diese Enzyme aber keinen Sauerstoff
Ubertragen und daher eher den Peroxidasen &hneln, ergibt sich folglich ihr Name. Fur 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 fir die Suche nach
Enzymen dieser Reaktivitat.["!

Cl Cl

HO..é;OH Ovo

Caldariomycin  1,3-Cyclopentadion
9) (10)

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 flr diese
Reaktion zwei Genprodukte mit hoher sequenzieller Ubereinstimmung verantwortlich
sind. Fur die Namensgebung der Enzyme ist unter anderem ausschlaggebend, welche
Halogene adressiert werden kénnen. Hierbei gilt die sogenannte Regel der hdchsten
Elektronegativitat bzw. Prioritat.["®]
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Ist ein halogenierendes Enzym in der Lage Chlor-Atome einzubauen, so kann es
prinzipiell auch Brom und lod, wenn auch mit geringerer Affinitdt, in der Katalyse
verwenden. Die zuvor genannten Enzyme aus C. fumago sind daher Chloroperoxidasen
(CPOs).l'"l Anhand dieser Cf-CPO ist im Folgenden der katalytische Zyklus dargestellt
(Abbildung 7). Ob die Hypochlorsaure (1a) tatsachlich freigesetzt wird und mit dem
Substrat reagiert, ein Lysin eine dirigierende ,,Chloronium-Spezies“ ausbildet, oder das
Substrat mit der Eisenoxychlorid-Spezies reagiert, ist nicht vollstandig geklart.[®]

Ruhezustand
H\O'H
Hypochlorige Séure I_N v ‘N_I
(1a) o d
Fell
/
HOCI !_N |\N_' H20,
S
H,0 \( H,0 + H*
cl OH
) /
o] BR
“Fall ‘Fall
/
*—N |\N—i }-—N/ |\N—l
S S

HOP'\/GIU_‘
Cl l—N', |0L.t‘N_|
“Falv 9 al
'—N/FT\N—l ou\-: u—’
S
H,0

Fe(IV)-Oxo-Spezies

Abbildung 7: Beschriebener katalytischer Zyklus von Hdm-abhangigen Haloperoxidasen am Beispiel der CPO aus C.
fumago.l® 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 Hams
Hypochlorsaure (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-abhangige Haloperoxidasen (V-HPOs)

Entgegen der langjahrigen Annahme, es gabe nur Ham-abhangige Haloperoxidasen,
wurde schlieBlich 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 fiir Vanadium-abhangige Enzymel®® gefunden, die zur Halogenierung
elektronenreicher Substrate fahig sind.B3 Der Vorteil dieser Enzymgruppe, im
Gegensatz zu Ham-abhangigen Haloperoxidasen, ist die hohere Toleranz gegenuber
Wasserstoffperoxid, hohere Umsatzraten, sowie keine oxidative Inaktivierung durch
Anderung des Oxidationszustandes im Metall.B4 Allerdings fiihrt 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
Instabiliat behaftet ist. Analog zu den Ham- werden auch die Vanadium-abhangigen
Haloperoxidasen nach der Elektronegativitat bzw. Priorittl®® der Halogenide klassifiziert,
die sie oxidieren koénnen.% Trotz anderer prosthetischer Gruppe lassen sich im
katalytischen Mechanismus Ahnlichkeiten zu den Ham-abhéangigen Haloperoxidasen
finden. Der katalytische Zyklus (Abbildung 8) zeigt dies im Folgenden:[86-88l

Ruhezustand
Hypobromige Saure /<H
(1b) :
HOBr _,V"—OH H,0,
v)/ \1
.0 ’. o)
‘_ o, s o, n,
“VV—0 ’—H VV—0
~ ’d \
~ \ N,
(o] | b | OH

]
0,9

Vv
l_H *o*’-—-"v\0

Br \/NH\g

VV-Peroxo-Spezies

Abbildung 8: Beschriebener katalytischer Zyklus von Vanadium-abhangigen Haloperoxidasen(®¢-%8l 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 Offnung der Zykloperoxo-Gruppe entsteht eine Bromo-Vanadat-Spezies, welche unter Regeneration
des Vanadats mittels Wasser Hypobromige Saure (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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Fir die Entscheidung, welche der beiden Enzymgruppen fir eine Anwendung geeignet
ist, sei vorangestellt, dass die gekoppelten Aktivitats-Assays, die teilweise auch in
unserem Institut entwickelt wurden, hypohalogene Saure flr beide Enzymgruppen in der
Reaktionslésung nachweisen.®® %1 Deshalb sollten eher Parameter, wie die
Expressionsbedingungen betrachtet werden. Wahrend sich die heterologe Expression
von Ham-abhangigen Haloperoxidasen als herausfordernd darstellte, zeigten Vanadium-
abhangige Haloperoxidasen bessere Ausbeuten und Flexibilitdt. Auch die Umsatzraten
sind flr letztere Gruppe hoher.B Fir die Verwendung in der Biokatalyse sind zudem die
hohe Temperaturstabilitat und Lésemitteltoleranz der V-HPOs von Vorteil.[82]

7.2.3 Metall-freie Haloperoxidasen

Zusatzlich stellt die Natur eine weitere Enzymgruppe der HPOs bereit. Die metallfreien
—auch Perhydrolasen genannten — Haloperoxidasen zeichnen sich durch eine starke
Ahnlichkeit zu Lipasen aus. Wegen dieser Abstammung wurden bekannte Lipasen auf
halogenierende  Aktivitdt  untersucht.®l Als Cosubstrat findet auch hier
Wasserstoffperoxid seine Anwendung und bildet mit Halid-lonen und einer katalytischen
Menge Carbonsaure Uber eine katalytische Triade aus Aspartat, Histidin und Serin eine
Peroxycarbonsaure, welche die reaktive Spezies der O-halogenierten Carbonsaure
(Acylhypohalid) ausbildet (Abbildung 9).1°2

Ruhezustand

Hypochlorige S&ure

H-O
(a) OsR N OsR
Y o [= Y
HoCI LT H Nip T,
(o]
H,0 katalytische H,0

Triade
Acylhypohalid O R

o
PR

N o

H: HNF/N H: HNS/f

H,0,
OH’ H—Oj—

/ o /=N
cl H HN__ OYR
o o
“OH

Abbildung 9: Katalytischer Zyklus von metallfreien Haloperoxidasen®? am Beispiel der Bereitstellung von
hypochloriger Séure (1a).
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Chemisch gesehen entspricht der Mechanismus[®! 91 der Halogenierung, wie sie bspw.
mit meta-Chlorperbenzoeséure (mCPBA) durchgefiihrt wird.[®*l Diese Perhydrolasen
besitzen die Fahigkeit zur Halogenierung allerdings nur als Nebenaktivitat, weshalb auch
die Umsatzraten sehr gering sind.

7.2.4 a-Ketoglutarat-abhdngige Halogenasen

Wahrend die vorangegangenen drei Gruppen der Haloperoxidasen alle HOX (1) als
aktives Halogenierungsreagenz generieren, zeigen die Eisen-(ll)-a-Ketoglutarat-
abhangigen Halogenasen [(Fe/aKG)-Halogenasen] eine direkte Halogenierung des
Substrats am Eisenzentrum (Abbildung 10).

Ruhezustand

m- '-~.|!-e|v
cl Fe\o =0 | ~o
b’l N\) (o]
\2\\‘7 o \NH
NH
o
R,c‘
o
o~ 4\/\? ) Ay
o or || ‘N 2

co,

Abbildung 10: Katalytischer Zyklus von a-Ketoglutarat-abhéngigen Halogenasen® %! am Beispiel von Chlorid und
dem Substrat (R-CHzs). Dargestellt ist die konstruktive Katalyse (schwarz) mit Halogenierung zum Produkt (R-CH2-Cl).
Im Schritt des radikalen Angriffs mit Chlor kdnnte auch die Hydroxylgruppe reagieren und unter Freisetzung des
eingesetzten Chlorids in einer kompetitiven Katalyse einen Alkohol bilden (grau).
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Uber einen Radikalmechanismus kénnen so nicht nur nukleophile Substrate mit
entsprechend elektronenreichen Doppelbindungen adressiert werden, sondern auch
aliphatische Kohlenwasserstoff-Bindungen, die eine sp3-Hybridisierung aufweisen.[°% 6]

Die erste (Fe/laKG)-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-Ham-Eisen
[non-heme iron (NHFe)] Enzym aus dem Nicht-Ribosomalen-Peptidsynthese-Cluster
(NRPS) des Syringomycins. Dieses ist verantwortlich fiir die Chlorierung von L-Threonin
zum 4-Cl-L-Threonin.[®] Wahrend zuvor Wasserstoffperoxid als Cosubstrat fungierte,
wird das Eisen bei diesen Enzymen durch die Reaktion mit molekularem Sauerstoff
aktiviert. Das eingesetzte a-Ketoglutarat (aKG) wird im Laufe des katalytischen Zyklus zu
Succinat und CO2 umgesetzt.[% 97. 981 Als haufigstes Nebenprodukt dieser Reaktion
entsteht durch Konkurrenz zwischen gebundenem Halogen und Hydroxyl-Gruppe auch
immer der analoge Alkohol unter Freisetzung des zuvor eingesetzten Halogenids.

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

7.2.5 SAM-abhangige Fluorinase

Da diese Enzymgruppe unabhangig von Sauerstoff fungiert entstehen zwar keine
unerwinschten Nebenprodukte, allerdings ist das Substratspektrum mit dem
kationischen S-Adenosyl-L-Methionin (SAM*) als einzigem Substrat stark limitiert. Ahnlich
wie aKG als Cosubstrat bei den (Fe/aKG)-Halogenasen, wird das SAM bei den
Fluorinasen als Aminosaure-basiertes Substrat verbraucht. Im Zuge einer nukleophilen
Substitution 2. Ordnung (Sx2) 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 (FIA) aus dem Organismus Streptomyces cattleya wird auch als 5'-FDA-
Synthase (EC 2.5.1.63) bezeichnet.[®: 100]

Auf der Suche nach weiteren Fluorid-lbertragenden Halogenasen fanden sich bis dato
nur Homologe in anderen Organismen, womit die Fluorinase FIA bis heute einzigartig
bleibt.['9". 1021 Neue Erkenntnisse soll ein aktueller Fund, die Chlorinase SallL, liefern., die
den gleichen Mechanismus verwendet, allerdings kein Fluorid akzeptiert. Mutagenese-
Experimente lassen auf Grinde wie Distanz (GroRe des aktiven Zentrums) und
unterschiedliche energetische Barrieren der Ubergangszustande schliefen.!193]
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Abbildung 11: Katalytischer Mechanismus der nukleophilen Substitution 2. Ordnung (Sn2) fir die Fluorinase aus
Streptomyces cattleya.l®: 1% Das zuvor mit Wasser gefiillte 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 Wasserstoffbriickenbindungen (HBB) an.

Bevor nun die letzte Klasse von Halogenasen —die der Flavin-abhangigen
Halogenasen — betrachtet wird, sollen zunachst 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 gefarbte Naturstoffe, die ein Isoalloxazin-Gerlst als reaktive Gruppe
tragen (Abbildung 12).'04 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 fur alle weiteren Flavine.[' Es sind die wissenschaftlichen
Bezeichnungen fir das Vitamin B2!'%] (friiher 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 Europaische Behorde flur Lebensmittelsicherheit
(European Food Safety Authority (EFSA), Parma, Italien) eine erneute Reevaluierung des
Einsatzes von Verbindung 12a statt. ['071 Obgleich die Metabolisierung von Verbindungen
12 nicht Fokus dieser Arbeit ist, so konnen diese Aspekte wie Stabilitat,['%8! aber auch
Informationen Uber industrielle Produktionsprozesse und haufige Degradations-
produktel'99 1101 relevant flr 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 erwahnt, 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.['!]
Ahnlich wie auch bei anderen relevanten biologischen Produkten — so unter anderem bei
dem Beispiel Insulin!''2 — wird heute eine mikrobielle Produktion eingesetzt.['13]

In Fermentationsprozessen und den anschlieRenden Filteranlagen werden dabei durch
einen genetisch optimierten Bacillus subtilis Stamm gro3e Mengen Vitamin B2 (12a)
bereitgestellt. Ein alternativer Produktionsstamm ist hierbei der Pilz Ashbya gossypii.
Erwahnt sei aus dem Bericht aullerdem, dass Riboflavin (12a) und dessen Derivate,
Riboflavin-5*-monophosphat (12b) und Flavin-Adenin-Dinucleotid (12c), zwar hitzestabil
sind, allerdings sehr anfallig fur 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.['%% 110. 1141 Eine lichtgeschltzte und vor allem trockene Lagerung ist
daher dringend geboten.['07]
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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 Degradationsproduktel'9: 110.1141: | ymiflavin (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-abhangigen Proteins im Jahr 1930 durch Otto Warburg.[''S! Mit der im selben Jahr
erfolgten Charakterisierung wurde der Grundstein fur die Flavin-Forschung gelegt. Durch
das Potential drei Redoxstufen zu stabilisieren — oxidiert, reduziert und radikalisch —
sowie der Moglichkeit durch Licht-Anregung und dem Zusatz von Sauerstoff ein
Caa-(Hydro)peroxyflavin zu generieren, war die Voraussetzung fir organokatalytische
Anwendungen geschaffen. Erstes Interesse erlangten die bakteriell produzierten Flavin-
Derivate (Abbildung 13) Roseoflavin (8-Dimethylamino-8-demethyl-D-riboflavin)i'€l
(12g), sowie die Deazaflavine Faktor 420 (12h) (Fa20, 7,8-Didemethyl-8-hydroxy-5-
deazaflavin)l'""l und dessen Biosynthese-Intermediat Faktor FO (12i) (Fo, 8-Hydroxy-7-
demethyl-5-deaza-riboflavin)''8l,
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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.!''®! Das vorrangig in Bakterien und
Archaeen vorkommende Deazaflavin Faktor Fa2o (12h) tragt seinen Namen durch eine starke Lichtabsorption bei der
Wellenlange 420 nm, was ihm eine gold-gelbene Farbe verleiht.l''”] Bei Faktor Fo (12i) handelt es sich um eine Vorstufe
in der Biosynthese von Fazo (12h).[118]

Fir die Oxidation mit solchen Analoga erfolgt die Reduktion in einem ersten Schritt mittels
Wasserstoffperoxid. AnschlieRend wird durch die Anlagerung von molekularem
Sauerstoff die Bildung des Csa-Hydroperoxyflavin (Abbildung 17 B) ermoglicht, um einen
atomaren Sauerstoff-Transfer (Oxygenierung) unter Wasserabspaltung durchzuflihren
und den Katalysator zu regenerieren.l''®l Da die Flavine 12 und deren Derivate jedoch
keinerlei Regioselektivitat mit sich bringen, stellt die Biokatalyse eine attraktive
Alternative fir 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 Kirze skizziert werden (Abbildung 14). Startmolekiil fiir 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 Offnung
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.['20. 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 Ringéffnung
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 ermdglicht die Fusion mit 1-Desoxy-L-glycero-tetrulose-4-
phosphat (18). Letzteres entsteht aus der Formiat-Abspaltung von Ribulose-5-phosphat (19).1'221 SchlieRlich bildet sich
das Vitamin B2 (12a) aus dem zuvor entstandenen 6,7-Dimethyl-8-ribityllum-azin (20). Hierbei werden zwei Molekiile
20 zu einem Riboflavin (12a) und einem 5-Amino-6-(5-D-ribitylamino)uracil (17) umgelagert.['20. 1211

Nach Ringoffnung 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 dazugehdrige Phosphatase
setzt die terminale Hydroxygruppe frei und ermoglicht tber 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.['?2]
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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 Molekile
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) durchfihren und die FMN-Adenylyltransferase bildet das FAD (12¢).[20. 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-abh&ngigen
Enzyme katalysieren Redox-Reaktionen und werden daher der Enzymklasse ECA1
— Oxidoreduktasen — zugeordnet.['?%l Die generelle Haufigkeit 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).['?41 Der GroRteil dieser Enzyme (75 %) bindet dabei FAD als
Cofaktor und nur 25 % nutzen FMN. Ebenfalls zu erwadhnen sei, dass nur etwa 10 %
dieser Enzyme die Flavine 12 kovalent binden.

[] Oxidoreduktasen > 90 %
Transferasen 4.3 %
Lyasen 2.9 %

Isomerasen 1.4 %
Ligasen 0.4 %

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

Durch die groRe Anzahl an hochauflésenden Kristallstrukturen fiir Flavoproteine, lasst
sich auch die Verteilung tiber Tertidrstrukturen bewerten.l'?4 So kann fiir FAD-abhangige
Enzyme eine Praferenz fir die Rossmann-Falte (~50 %) festgestellt werden, wohingegen
FMN-bindende Enzyme typischer Weise eine (Ba)s-(TIM)-barrel-like oder flavodoxin-like
Faltung der Doméane bevorzugen (Abbildung 16).
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Abbildung 16: Darstellung der drei haufigsten Strukturmotive (grau) fiir Flavin-abhéngige Enzyme mit dem Flavin-
Cofaktor (gelb mit Farben nach Heteroatomen). A) Gebundenes FAD (10c) mit dem typischen B-Faltblatt (orange) der
Rossmann-Faltel'?5) mit den begleitenden a-Helices (hellorange) in der Glutathionreduktase (PDB: 3GRS).l'?¢1 B)
Stabilisierung des Phosphats des FMN (10b) durch den Dipol einer der a-Helces (hellorange) mit parallel liegendem
B-Faltblatt (orange) im Flavodoxin['?7l (PDB: 1CZN).'?81 C) Das (Ba)s-(TIM)-barrel'?°! der Flavin-abhangigen NADH-
Chinon-Oxidoreduktase (PDB: 6E2A)'3% mit alternierenden a-Helices (hellorange) und B-Strangen (orange). Zusatzlich
gezeigt ist das NADH (19a) (violett mit Farben nach Heteroatomen).

Typische Reaktionen, die von diesen Oxidoreduktasen durchgefiihrt werden, sind unter
anderem Monooxygenierungen, Halogenierungen und Dehydrogenierungen Uber Ein-
und Zwei-Elektronen-Transfers, meistens durch Aktivierung von molekularem Sauerstoff.
In einigen Fallen ist dafur der Einsatz von zusatzlichen, redoxaktiven Cofaktoren wie
Eisen-Schwefel-Clustern, Ham-Gruppen, Molybdopterinen oder Thiamin-Diphosphat
notig.l'?4 Neben diesen Biokatalysen sei kurz auch die Flavin-Lagerung erwahnt, wofir
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 zwdlf
Flavine freigesetzt werden, welche pharmakologisch wirksame Substanzen gebunden
haben.['31

26



Kenntnisstand

7.4 Flavin-abhangige Halogenasen — Evolution und
Charakteristika

Fir ein besseres Verstandnis der Flavin-abhangigen Halogenasen (Fl-Hal) soll es im
Folgenden zunachst um die Herkunft dieser Enzymgruppe gehen. Um alle
Voraussetzungen fiir die Komplexitat dieser Enzyme zu schaffen, wird als Uberbriickung
ein Einblick in Flavinreduktasen und das Cofaktorrecycling gegeben.

7.41 Flavin-abhangige Monooxygenasen

Eine Gruppe dieser Oxidoreduktasen, welche noch heute das Interesse von
pharmazeutischen Industriezweigen und Produzenten von Feinchemikalien wecken, sind
die Flavin-abhangigen Monooxygenasen (FI-MOG). Ausschlaggebend sind die Chemo-,
Regio- und in manchen Fallen auch Enantioselektivitat in  ihren
Oxygenierungsreaktionen.['32 1331 Hiufige Anwendungen dieser Enzyme sind im
Katabolismus — also dem abbauenden Stoffwechsel — zu finden, sowie in der
Detoxifikation von Xenobiotika.l'3 Wahrend der Fokus hierbei auf der Degradation im
Metabolismus liegt, sind auch dekorative Funktionalisierungen, bspw. zur Biosynthese
von Sekundarmetaboliten, weit verbreitet. Unterteilt werden FI-MOG in acht verschiedene
Untergruppen. Die Unterscheidung basiert hierbei sowohl auf der Ebene der
Proteinfaltung, als auch auf ihrer biologischen Funktion. Wahrend die Gruppen A und B
(EC 1.14.13) obligatorisch auf Nicotinamid-Nucleotide (21), als Reduktionséquivalente,
angewiesen sind, handelt es sich bei den vier Gruppen C-F (EC 1.14.14) um Zwei-
Komponenten-Systeme. Entsprechend ist fir die biokatalytische Funktion ein zweites
Enzym — die Flavinreduktase (FI-Red)!'3%] — fiir die Bereitstellung von Elektronen nétig.
Die letzten beiden Gruppen G und H (EC 1.13.12) zeichnen sich durch ihre
Unabhangigkeit von externen Reduktionsaquivalenten aus und verwenden bei der
Katalyse nur Sauerstoff, da die bendétigten Elektronen vom Substrat selbst bereitgestellt
werden.[134

Der Katalyse-Zyklus ist fur alle Flavin-abhangigen Oxidoreduktasen prinzipiell ahnlich.
Zunachst erfolgt die Reduktion des Isoalloxazin-Rings der Flavine (12) mit
Reduktionsaquivalenten. Diese sind das reduzierte Nicotinsdureamid-Adenin-Dinucleotid
(NADH) (21a) bzw. die an Kohlenstoff C-2° Phosphat-tragende Variante NADPH (21b)
(Abbildung 17 A). AnschlieRend wird molekularer Sauerstoff an den Kohlenstoff ,Ca4a“
gebunden. Durch eine formale Reprotonierung bildet sich das 12-Caa-(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).l'34
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Abbildung 17: A) Chemischer Aufbau von NADH (21a), sowie die Hervorhebung der Phosyphorylierungsstelle C-2'-
OH (orange) fiir das Analogon NADPH (21b). AuRerdem ist die Hydrid-Ubertragung 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 FMNH: 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 hinzugefigt, dass kirzlich auch ein neuer Mechanismus fir einige
Flavoproteinel'23l beschrieben wurde, der den Sauerstoff nicht tiber das C4a-Atom bindet,
sondern Uber eines der Stickstoff-Atome, sodass sich eine Flavin-Ns-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.['36. 1371 Typische Reaktionen, die von FI-MOG
durchgefuhrt 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.['¥"] Die folgende Tabelle 1 zeigt die verschiedenen Gruppen von FI-MOG, den
genutzten Cofaktor, das Proteinfaltungsmotiv des Enzyms, Donatoren der Elektronen,
sowie Beispielreaktionen der verschiedenen Gruppen.[134

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

Gruppe | Cofaktor Faltung Elektronendonor Reaktionen

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

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

Licht-Emission, Baeyer-Villiger Oxidation,
C FMN TIM-barrel (luciferase) FMNH, Epoxidierung, Desulfurierung, Sulfoxidation,
Hydroxylierung

D FAD/FMN Acyl-CoA-Dehydrogenase FADH,FMNH, (N-) Hydroxylierung

E FAD Rossmann (GR-2) FADH, Epoxidierung

F FAD Rossmann (GR-2) FADH, Halogenierung

G FAD Rossmann (MAO) Substrat oxidative Decarboxylierung

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

Wahrend 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 durchfliihren, bendtigen 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, wahrend Gruppen D, E und F auch oder nur FAD zur Sauerstoff-
Aktivierung verwenden koénnen. Da Gruppe G und Gruppe H Elektronen aus den
Substraten beziehen, sollen sie bei dieser Betrachtung keine Rolle spielen.['34 138]
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Im Falle von Ein-Komponenten-Systemen gibt es im aktiven Zentrum des Enzyms zwei
Bindetaschen. Wahrend eine Bindetasche den Flavin-Cofaktor bindet, zeigt die zweite
Tasche eine grolkere Flexibilitat, da sie —am Beispiel der Flavin-abhangigen
Monooxygenase (FI-MOG) aus Schizosaccharomyces pombe —sowohl das
Reduktionsmittel NADPH, als auch das Substrat bindet.l'3 Reguliert wird die Bindung
Uber die Konformation des Enzyms mit ,in“ (auch “closed” genannt), ,out“ und ,open* als
Stadien. Wahrend die Konformation ,open“ den Zugang von Substrat und Produkt zum
Lésemittel ermoglicht, kann in der Konformation ,closed” Sauerstoff das aktive Zentrum
erreichen, um die Hydroxylierung zu gewahrleisten. Voraussetzung die die
vorangegangene Anderung der Konformation zu ,out’, bei der das gebundene FAD
Zugang zum Losemittel bekommt, um die Reduktionsdquivalente 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 a und 3 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.l'*1 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.l'*? Fir den haufigsten 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 hohere Bindungsaffinitat zu der oxidierten Form des Flavins haben, wahrend die
Oxygenasen das reduzierte Flavin bevorzugen. Unterstitzt wird dies auch durch in der
Regel wesentlich grofiere Konstanten der Bindungsraten von reduziertem Flavin an den
Oxygenasen als Dissoziationsraten der Reduktasen.['43]

7.4.2 Flavinreduktasen als Teil der Elektronen-Transportkette

Wie zuvor beschrieben, bendtigen FI-MOG der Zwei-Komponenten-Systeme eine
separate Reduktase zum Transfer von Elektronen. Prinzipiell wird zwischen Flavoprotein-
Reduktasen (FP-R) und Flavinreduktasen (FI-R) unterschieden. Wahrend erstere
zusatzlich selbst ein Flavin fest als Cofaktor gebunden haben, reduzieren
Flavinreduktasen Flavine als Substrat, kdnnen allerdings andere Cofaktoren tragen.['44
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7.4.2.1 Flavoprotein-Reduktasen

Flavoprotein-(Oxido)reduktasen (FP-R) finden haufig ihnre Anwendung in der sukzessiven
Ein-Elektron-Ubertragung, bei der das prosthetische Flavin 12 der Reduktase zunachst
mit zwei Elektronen durch Nicotinamid-Nucleotide (21) reduziert wird, diese dann aber
nacheinander an bis zu zwei Substrate oder Folgeproteine tUbertragen werden. Dafir sind
Protein-Protein-Interaktionen die Regel. Auf diese Weise werden z.B. Ferredoxine durch
Ferredoxinreduktasen reduziert.l'#5 461 Ein weiteres Beispiel ist das Zusammenspiel mit
Cytochrom-P450-Monooxygenasen (CYPs), bei denen Cytochrom-P450-Reduktasen
(P450R/CPR) als Mediatoren dienen. Diese gehéren zur Gruppe der Diflavin-
Reduktasen, da sie sowohl FMN, als auch FAD als prosthetische Gruppe tragen.['#7] Ein
weiteres Beispiel fur Diflavin-Reduktasen ist die oktamere Flavoprotein-Untereinheit der
bakteriellen Sulfit-Reduktase (SiR), abgekirzt SiR-FP. Diese transferiert sechs
Elektronen von drei NADPH sequentiell auf das Ham der SiR Uber Riboflavin, FMN oder
FAD als Substrat.['4”. 1481 SiR-FP konnte auch als P450R/CPR fiir die Cytochrom-
P450c17 wirken, allerdings sind hier ebenfalls Proteininteraktionen nétig. Auf Grund des
N-terminalen Ursprungs von SiR-FP ist diese Interaktion der von Ferrodoxinen sehr
ahnlich.[149]

Fir eine breite Anwendung reduzierter Flavine, kdnnen 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 fir Flavinreduktasen aus den 1980er Jahren st die
NAD(P)H:Flavinoxidoreduktase aus E. coli. Die Reduktion eines Eisen(lll)-Cofaktors
(»ferric iron“) der dazugehorigen Ribonukleotid-Reduktase-Untereinheit (Protein B2) zu
Fe?* ermdglicht die Bildung eines aktiven Tyrosyl-Radikals (Tyr-122-) des Proteins. Fur
dieses Enzym wurde die Reduktion von Riboflavin und FMN durch NADH und NADPH,
sowie von FAD mittels NADH beobachtet.l's% Die Struktur (Abbildung 18 A) wurde im
Jahr 1999 veroffentlicht und das 26 kDa Enzym Flavinreduktase Fre benannt.['*4 Dabei
wurde eine starke strukturelle Ahnlichkeit zu den Flavoprotein-Reduktasen, wie der
Flavodoxin-Reduktase!'®l  (Abbildung 18 B), festgestellt, allerdings kaum
Sequenzahnlichkeit, was die Ursache fir das Fehlen des Cofaktors sein kann. Die
Bindung erfolgt hierbei grofitenteils Uber hydrophobe Wechselwirkungen mit dem
Isoalloxazin-Ring. Der Mechanismus dieser monomeren FI-R wurde zuvor bestimmt('52]
und eine Inhibition durch das bevorzugte FAD festgestellt, da die ADP-Gruppe durch
konformelle Anderungen zusétzliche Wasserstoffbriickenbindungen (HBB) ausbildet und
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mit der ADP-Gruppe des NAD(P)H konkurriert. Daher besitzt Fre hohe Ku-Werte fir
NAD(P)H bei Nutzung von FAD.['53l Anwendung fand Fre unter anderem haufiger mit
Tryptophan-Halogenasen, wie RebH, PrnA und PyrH.[154. 155]
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Abbildung 18: Kristallstrukturen der A) Flavin-Reduktase Frel'44 (PDB: 1QFJ) und B) Flavodoxin-Reduktase!'5" (PDB:
1FDR) aus E. coli. In gelb und grau dargestellt sind die beiden Doménen der Proteine. In orange hervorgehoben sind
die Bereiche, die die Flavin-Bindetasche flankieren. In der gelben Stabchendarstellung mit Heteroatom-Farben ist Fir
B) das FAD (12c) zu sehen.

FMN-Reduktase SsuE aus E. coli

Eine weitere Flavinreduktase ist die NAD(P)H-abhangige FMN-Reduktase SsuE aus dem
Zwei-Komponenten-System der Alkansulfonat-Monooxygenase SsuD. Im Gegensatz zu
der Fre, bildet diese 21 kDa Reduktase in Losung mindestens ein Homodimer (58 kDa)
aus.[1%6. 1571 Bei der Aufklarung der Struktur (Abbildung 19) von SsuE wurde sogar ein
Tetramer bei Abwesenheit von Flavin postuliert. Aufféllig waren dort die vorhandenen
zwei Bindestellen fur Flavine, sodass ein prosthetisches FMN diskutiert wurde, was eher
fur Flavoprotein-Reduktasen typisch ist.['%8 Trotz der Bevorzugung von FMN (iber FAD
und NADPH Uber NADH, wurde SsuE in der Literatur mit Halogenasen verwendet, wie
bspw. mit PItA aus dem Pyoluteorin-Biosyntheseweg!'%%-'%"l oder VhaA der Vancomycin-
Biosynthese.l'? Die Verwendung von SsuE fand in diesen Fallen immer mit
Rohextrakten und NADH, sowie FAD statt.[53]
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Abbildung 19: Kristallstruktur der NAD(P)H-abh&ngigen FMN-Reduktase SsuEl'%®! (PDB: 4PTZ) aus E. coli. In grau
dargestellt ist die monomere Proteinstruktur. Das FMN (12b) ist als gelbe Stéabchendarstellung mit Heteroatom-
Farben zu sehen.
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Flavin:NADH-Reduktase PrnF aus P. fluorescens Pf-5

Da die Bevorzugung von NADH nicht haufig ist, zahlt 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)l'® Das
Monomer PrnF stellt FADH2 im Zuge der Reaktion fir die Rieske-Oxygenase bereit,
welche dann die  Anilinyl-Gruppe des  Aminopyrrolnitrins  (22b)  bzw.
Monodechlorraminopyrrolnitrins  (22c) in eine Nitrobenzyl-Gruppe umwandelt.
Mechanistisch bindet zundchst das NADH, wahrend FADH:2 als erstes Produkt das
Enzym verlasst. Das entspricht einem Bi-Bi-Mechanismus. Als Basis dienten Homologie-
Modelle (Abbildung 20), da keine Struktur fiir das 25 kDa Protein vorhanden ist.['6%

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.[% Als Basis
dient die Struktur von PheA2 (PDB: 1RZ0) mit 34.1 % Sequenzidentitat. A) Bindestelle von FAD (12c¢) in PrnF mit re-
facialer Exposition des Isoalloxazin-Ringes zum Lésemittel. B) Potenzielles HBB zwischen PrnF und FAD (12c) (griin
gestrichelte Linien) mit Distanz in Angstrém [A]. Das Stabchenmodell zeigt FAD (12¢) in blau und Aminoséuren 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 PrnFL66]
durchgefihrt. Ansatze zur Bromierung von (23a) mittels combiCLEAs (,combined cross-
linked enzyme aggregates” aus Alkoholdehydrogense (ADH), PrnF und RebH) wurden
sogar im GrammmaRstab realisiert.l'6”]
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Abschlieend soll die folgende Tabelle 2 einen Uberblick Uber die kinetischen Parameter
der in diesem Kapitel genannten Reduktasen geben. Dort finden sich hervorgehoben
auch die Praferenzen fir 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 Frel'52 SsuE['5¢! und PrnFl'®4, sowie die daraus bestimmte
katalytische Effizienz. Die glnstigsten Bedingungen bzw. Kombinationen von Flavinen 12 und Reduktionsaquivalenten

21 sind leicht gelb hervorgehoben. Die Michaelis-Konstante Ku bezieht sich auf das Substrat 1.

Enzym | Substrat 1 | Substrat 2 Kwm Kcat Keat/Km
Riboflavin NADPH 2.5 um 3144 min™! 1257 x 10° min™' M
Riboflavin NADH 1.3 um 1834 min™' 1410 x 10° min™" M’
FMN NADPH 2.2 um 161 min™ 73 x 10% min"' M
Fre
FMN NADH 1.5 um 681 min”' 454 x 108 min" M
FAD NADPH -
FAD NADH 1.5 um 681 min”' 454 x 106 min™" M
FMN NADH 0.054 um 0.54umg’ | 474.1 min! pm
FAD NADH 2.7 um 0.96 umg™' 16.9 min”" pm!
SsuE
NADPH FMN 46.0 pm 32.4umg’ 33.4 min" pm’
NADH FMN 555.5 um 1.3umg’ 0.1 min"! pm”
FAD NADH 32+06pumM | 65.0+82s" | 20.3+3.45s" um”’
FMN NADH 28.6+3.6 UM | 72.4+9.0s" | 253 +£0.27 s um!
PrnF Riboflavin NADH 383+54pumM | 68.2+7.7s" | 1.78 £0.25s" pm”
NADH FAD 431+57um | 626+7.6s" | 1.45+0.19s" pv’
NADPH FAD . . N

Im Zuge des katalytischen Zyklus der Flavin-Oxidoreduktion bleiben FMN oder FAD als
aktive Spezies vorhanden, da die Anderung des Redox-Zustandes durch die Cosubstrate
NAD(P)H gewahrleistet 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 mussen neu bereitgestellt werden.
Dieser Prozess ist in Organismen energieintensiv.l'® In der industriellen Anwendung ist
die Bereitstellung stochiometrischer Mengen an NAD(P)H fir 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 Einflihrung einer
weiteren Komponente zur Folge hat. Dieser ,sacrificial donor* wird dann im Zuge der
Reaktion verbraucht und ist fur NADH in vielen Fallen Isopropanol und fir NADPH haufig
Glukose.!'"% Die Einflihrung dieser neuen Cosubstrate tiber meist weitere Enzyme nennt
man Cofaktor-Regenerations/Recycling-Systeme (CRS). Diese und weitere Strategien
sollen im Folgenden naher beleuchtet werden.
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7.4.3 Regenerationsstrategien von Cofaktoren

Damit ein Biokatalyse-Prozess auch in einem groReren Malstab rentabel ist, muss das
CRS wiederholt Uber einen langeren 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.['7]
Auf diese einzelnen Strategien (Abbildung 21) soll nun detaillierter eingegangen werden.

Cofaktor-
Analoga

Enzym-gekoppelte
Enzymatische
Methoden

Abbildung 21: Cofaktor-Recycling-Strategien fur die Biokatalyse. Grafik basiert auf Bachosz et al.l'’"l und wurde
weiterentwickelt. Da sich die beiden enzymatischen Methoden sehr ahneln und es auch Mischformen gibt, spricht ihnen
die Grafik eine besondere Nahe zu. Die Bereitstellung von Cofaktor-Analoga ist im engeren Sinne keine Regeneration,
weshalb der Uberlapp gering gewahlt 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 hinzugefigt, von der eine fur die initiale Elektronen-
Ubertragung verantwortlich ist. Dabei miissen eine homogene Lésung und minimale
Diffusionslimitationen gewahrleistet sein und teilweise Chemokatalysatoren eingesetzt
werden.['71]

Beispielweise konnten verschiedene Ruthenium-(Il)-Komplexe NAD* durch Oxidation
von Formiat zu COz2 unter aeroben Bedingungen in Wasser reduzieren.['"?l Eine andere
Méoglichkeit ist die Reduktion zu NADH mit chemischen Reduktionsmitteln wie
Natriumdithionit (Na2S204), allerdings sind die Umsatze gering und die Enzyme meistens
instabil gegeniiber hohen Konzentrationen.[73. 174]
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7.4.3.2 Physikochemisches Cofaktor-Recycling

Fuar die elektrochemischen Prozesse der physikalischen Cofaktor-Regeneration ist keine
weitere Komponente nétig, dafiir werden aber externe Energiequellen wie Strom genutzt.
Einerseits konnen Elektroden die entsprechenden Elektronen bereitstellen, bei denen die
Metall-Katalysatoren (bspw. Rhodium-Komplexe) als Mikropartikel immobilisiert sind.['7]
Weniger invasiv ist aber die Nutzung von Licht, das mit einer Wellenlange von 455 nm
direkt Flavine mittels EDTA reduzieren kann. Dies wurde fir Fl-Hal durchgefihrt und
ermdglichte die Vermeidung des zweiten Enzyms der FI-R.['76]

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.l'’]

° °

TN W

: A) Enzym-gekoppelte Regeneration NADH + H* NAD*

NADPH + H*
R‘lL

R? e R1 R2

B) Substrat-gekoppelte Regeneration

o
1
Rj)'LOH
OH

C) Geschlossene Regeneration NAD(P)“ NAD(P)H + H* R1T])LOH

Sy NS S

NH;

Abbildung 22: Beispiele der drei Kategorien des enzymatischen Cofaktor-Recyclings. Der gestrichelte Kasten betont
das in dieser Arbeit verwendete Recycling.
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Fir die enzymgekoppelten Regenerationen wird ein weiteres Enzym eingeflhrt, das den
gleichen Cofaktor nutzt wie das Zielenzym. Soll das Ziel-Enzym eine Reduktion
durchfiihren, so wird das ,CRS-Enzym* in einer Oxidation eingesetzt. Ein Beispiel dafir
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 Rickreaktion katalysieren. Die Steuerung zum
Zielprodukt erfolgt bspw. durch das Verlassen des Systems von einem der
Reaktionsteilnehmer. Dies beeinflusst das Gleichgewicht und fihrt zu einer
asymmetrischen Keton-Reduktion. Wie in Abbildung 22 B dargestellt, kdnnen so die
Reduktion des einen Ketons (Substrat 1) und die Oxidation des Isopropanols (Substrat 2)
mittels des gleichen Enzyms durchgefuhrt werden. Die Fahigkeit zur Evaporation von
Aceton verschiebt hierbei das Gleichgewicht. Fir eine moderate Reaktionszeit muss
hierfiir das Co-Substrat Isopropanol im Uberschuss eingesetzt werden.!'78!

Wichtig fir beide gekoppelten Regenerationen ist eine Irreversibilitat der
Regenerationsreaktion.!'”!l Dies kann anstelle der Entfernung des CRS-Produkts auch
durch das naturliche Gleichgewicht bzw. der unterschiedlichen Reaktivitaten von Co-
Substrat und -Produkt erfolgen. Die Oxidation von b-Glucose zu D-(+)-Glucono-1,5-lacton
ist daflir ein Beispiel.['7 Die erwahnte 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).l'""]

7.4.3.4 Cofaktor-Analoga

Eignen sich die vorherigen Strategien nicht, so kann ein promiskuitives Enzym ein
NAD(P)H-ahnliches Molekil umsetzen, das ebenfalls Nicotinamid (21c¢) als funktionelle
Gruppe tragt (NADH mimics). Eines dieser Analoga ist 1-Benzyl-1,4-dihydronicotinamid
(BNAH)  (Dihydro-21d), welches in  einer  Zwei-Schritt-Synthese  ohne
saulenchromatografische Reinigung und daher kostengunstig dargestellt werden kann
(Abbildung 23).1'8% Durch Reaktion von Nicotinamid (21¢) mit Benzylbromid (24) entsteht
zunachst die oxidierte Form 1-Benzylnicotinamid (BNA) (21d). Durch anschlieRende
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 Aquivalenten eingesetzt werden.['81]
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H H
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Abbildung 23: A) Synthese des NADH-Mimics fiir die FADH2-Regeneration (oberer Kasten). In einer Zwei-Schritt-
Synthese wird zunachst 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) AulRerdem 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 fir die Funktion
der zuvor betrachteten Zwei-Komponenten-Systeme von FI-MOG essentiell ist, soll nun
auf den Schwerpunkt der Arbeit—die Flavin-abhangigen Halogenasen — geblickt

werden.
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7.4.4 Flavin-abhangige Halogenasen

Wie zu Beginn des Kapitels 7.4 beschrieben, handelt es sich bei den Flavin-abhangigen
Monooxygenasen (FI-MOG) der Gruppe F um die Halogenasen, mit denen sich diese
Arbeit hauptsachlich beschéaftigt. Strukturelle Vergleiche mithilfe der CATH (Class
Architecture Topology/Fold Homologous superfamily) Datenbank zeigten eine klare Nahe
der Gruppen A und F. Beide Gruppen stammen mutmaflich von einem gemeinsamen
Vorfahren ab.l'® Hierbei haben die Gruppe-F-Enzyme jedoch die Fahigkeit verloren,
NAD(P)H in der Substratbindetasche zu koordinieren, weshalb sie ein weiteres Enzym
bendtigen und daher als Zwei-Komponenten-Systeme gelten.

Mechanismus:

Prinzipiell gilt fur alle FI-Hal der gleiche Mechanismus (Abbildung 24) und ist unabhangig
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 FI-MOG direkt mit dem Substrat
interagiert.['83 Nach diesem Mechanismus hatte das Halid-lon erst in einem Folgeschritt
die Halogenierung durchgefiihrt. Jedoch zeigte die Proteinstruktur eine raumliche
Trennung von Substratbindedoméne und Cofaktorbindedomane. Ein etwa 10 A langer
Tunnel verhindert eine Interaktion durch ein konserviertes Muster von
Aminosauren — WxWxIP.[183. 1841 Als Grund fur diese Trennung wird angenommen, dass
durch die Distanz eine Nebenaktivitat zur Monooxygenierung verhindert wird.

AnschlieRende 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 tragt
(Chloramin).l'8] Ob diese Bindung tatsachlich kovalent ist, oder das Hypohalid (1) nur
Uber eine Wasserstoffbriickenbindung (HBB) koordiniert wird, ist nicht abschlieRend
entschieden.['54 1861 MD- (molecular dynamics) Simulationen und DFT- (density functional
theory) Berechnungen beider Mechanismen am Beispiel von PrnA deuten aber auf einen
HBB-stabilisierten Transfer des HOCI hin, da die Barrieren der freien Energie zur
Protonierung (Ubergangszustand 1) signifikant unterschiedlich zu Gunsten der nicht
kovalenten Bindung sind.['8"]

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 Flavinbindedomane GxGxxG in der Rossmannfalte konserviert.[6: 1821
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Abbildung 24: Mechanismus von Flavin-abhangigen 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 Hypochlorsaure 1a. Das
konservierte Lysin koordiniert 1a und leitet es zum Substrat weiter, welches unter Deprotonierung durch ein mutmaflich
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 Unterdomanen, welche als ,Box* und ,Pyramiden“-Domane
bezeichnet werden (Abbildung 25).

Hierbei tragt die ,Box“-Domane mit dem konservierten GxGxxG-Motiv das FAD (12¢) und
die nur schwach strukturell konservierte ,pyramid“-Domane kontrolliert die Substrat-
Spezifitat, da das Tryptophan zwischen beiden Domé&nen gebunden wird.
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Dies ist fur alle bekannten Strukturen der Tryptophan-Halogenasen gleich, unabhangig
davon, ob eine Bindung von Verbindung 12¢ und Substrat vorliegt oder nicht. Allerdings
gibt es zwei Loops, die durch ihre Flexibilitdt eine wichtige Funktion in der FAD- und
Substrat-Bindung einnehmen. Hierbei stellt der Loop der Substrat-Bindedomane eine Art
Deckel dar, um nach Bindung von Tryptophan das aktive Zentrum zu verschlieRen.['88]

Abbildung 25: Strukturen der Tryptophan-Halogenasen A) PrnA (PDB: 2AQJ) und B) RebH (PDB:D 20A1) in
Anlehnung an Dachwitz et al.l'®9Gezeigt sind fiir beide Halogenasen die beiden Unterdomanen ,Box‘ (rot) und
,Pyramide” (blau), sowie in Stabchen FAD (12c) (Farbe nach Heteroatom, sowie Kohlenstoff gelb), Chlor als Kugel
(griin) und das Substrat L-Tryptophan (23a) (Farbe nach Element, sowie Kohlenstoff grau). In der Struktur
hervorgehoben sind auRerdem der FAD-Loop (gelb) auf der rechten Seite und der Substrat-Loop (lila) in der Mitte.

Annlich erfolgt die Konformationsénderung fiir den FAD-Loop, denn bis auf eine
Ausnahme (CmlIS) 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 Trimerl'89 wird spater
noch einmal unter dem Punkt Gruppierung aufgegriffen.

Auch andere Halogenasen wie bspw. PItM und PItA, sowie CndH zeigen die
Konservierung der ,Box“-Domane, aber Flexibilitdt in der ,Pyramid“-Doméane, die bei
letzteren beiden nur noch eine Helix ausmacht, was mit der Carrier-Abhangigkeit
zusammenhangen kann.['89 Schematisch lasst sich diese Strukturinformation wie folgt
darstellen (Abbildung 26).
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Pyramid-Doméane

Bindetasche

Bindetasche B FAD
Substrat GxGxxG A

Box-Doméne

FxxPxxSxG

Transfertunnel

WxWxIP katalytisches

Lysin

Abbildung 26: Schematische Darstellung der verschiedenen Bereiche, bzw. Doménen von Flavin-abhéangigen
Halogenasen. Die Pfeile A und B deuten verschiedene Einfuhrwege fiir FAD und Substrat an. Gezeigt sind auerdem
die konservierten Motive fir die FAD-Bindung (gelb), den Transfertunnel (orange) und das katalytische Lysin (grin),
sowie konservierte Aminosauresequenzen (schwarz) am Ende der Box-Domane (rot), sowie der Anfang der Pyramid-
Domande (blau). Der Bereich zwischen Lysin und Tunnel (weil3blau) ist ein Teil der Pyramid-Domane. Als
Beispielsubstrat wurde Indol (21) gewahlt.

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-
Bindedomane GxGxxG (aa 12-17 in gelb), der Transfertunnel WxWxIP (aa 272-277 in orange), das konservierte Lysin
K-79 (griin). Auch gezeigt ist der Bereich um die Bindetasche des Tryptophans (21) FxxPxxSxG (aa 341-349) und der
Bereich nach der letzten Helix der ,Box“-Doméane (aa 413-418) in schwarz, sowie der N-terminale Bereich aa 419-517
(blau).

43



Kenntnisstand

Doch wie schon erwahnt, 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 erlautert 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 naturlichen Substrate, sofern bekannt,
abgezielt, sowie auf den Ursprungsorganismus (bakteriell, pilzlich, etc.). Hierbei sei
zunachst festgestellt, dass unter Einbezug aller bekannten Fl-Hals Chlorid als Halid
bevorzugt wird. Dies mag darauf zurlickzuflihren sein, dass chlorierte in terrestrischen
und bromierte Naturstoffe in marinen Organismen ihren Ursprung haben.!®! AuRerdem
zeigten Sequence-Similarity Network (SSN) Analysen, basierend auf RebH, die
Aufteilung in vorrangig drei gro3e Subnetzwerke im sogenannten ,Level 1“. Die Analyse
beinhaltet mehr als 90 % aller bekannten FI-Hal. Die Netzwerke sind einerseits das Indol
bzw. Tryptophan-Subnetzwerk, sowie die Subnetzwerke fiir Phenole 25 und Pyrrole 26
(Abbildung 28).[1%]

Indol-Subnetzwerk A | Phenol-Subnetzwerk B | Pyrrol-Subnetzwerk C

1| LY Q. 0
H OH H
23 25 26

Variante A
Subnetzwerk A5
Subnetzwerk A7

Variante A Variante B Variante A Variante B

Level 2| g phetrwerk AX

Subnetzwerk 2PYX

Variante B

Abbildung 28: Einteilung der Flavin-abhangigen Halogenasen nach Zielstrukturen in die drei groRten Subnetzwerke
A, B und C auf Ebene des Level 1. Eine weitere Unterteilung erfolgt dann fiir A Indole (23) in die 4 Subnetzwerke A5
fur Tryptophan-5-Halogenasen, A7 fir Tryptophan-7-Halogenasen, AX fir 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 fir Phenole (25) (B) und Pyrrole
(26) (C) unterteilen sich in die Varianten A und B, wobei Variante A fur frei-diffundierbare Substrate steht und Variante
B fir Carrier-gebundene Substrate. Ebenso die Tryptophan-6-Halogenasen, da diese sich auf der Sequenz-Ebene
etwa gleichverteilen auf die Subnetzwerke A5 und A7.11%0

Das grofite Subnetzwerk A mit 2270 Sequenzen besteht aus Fl-Hal die entweder
Tryptophan als natlrliches Substrat ausweisen, oder in der Literatur fahig waren
Indole 23 zu halogenieren. Das zweitgroRte 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. Regioselektivitaten'%% oder
Voraussetzungen des Substrats wie Carrier-Abhangigkeit einbezogen werden. Wenn
kein freies Substrat (Variante A) akzeptiert wird, dann bezeichnet man die Carrier-
Abhzngigen Halogenasen auch als Variante B.['°7 192

Zusatzlich gibt es noch eine kleine Gruppe von Enzymen, die auch aliphatische,
sp3-hybridisierte Kohlenstoffe adressieren (Kapitel 7.4.4.3). Haufig sind hier aber
Strukturen des Level 1 die Basis, oder es gibt eine Kombination mit einer anderen
katalytischen Aktivitat.l!!l Teilweise kann aber auch keine Zuordnung zu einem
bestimmten Substrat erfolgen, wie bei den Brominasen BrvHI'®3l und Xcc4 1560194 (zwei
weitere entdeckt),l'%! oder der viralen lodinase VirX1,[1%. 1971 ym nur einige Beispiele zu
nennen. Eine Ubersicht tiber gewahlte FI-Halogenasen zeigt die folgende Abbildung 29.
[mit Erlaubnis entnommen aus Gkotsi et al. (2019)].[%6]
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Abbildung 29: Phylogenetischer Stammbaum bekannter Flavin-abhangiger 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).11%]
Informationen zur Lizenz unter Kapitel 2 Verwendete Software und Bildrechtedeklaration.
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7.441 Tryptophan-Halogenasen

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

PyrH R4 R SpH1
e =
2

SttH sl N1 jSpH1*,Cde#
keR — 7 H
Th-Hal |

PrnA

RebH

Abbildung 30: Indolgeriist (23) mit einer Auswahl von FI-Hall!66. 183, 1982041 der verschiedenen Positionen, die
halogeniert werden kénnen. R und R’ sind unterschiedliche Substituenten oder Wasserstoff. Das Asterisk (*) bedeutet,
dass SpH112%I nur bevorzugt Position 2 halogeniert, wenn Position 3 blockiert ist. Die Raute (#) soll darauf aufmerksam
machen, dass CmdER%! keine freien Substrate akzeptiert. Fir Position C-4 ist nach unserem Wissen bis dato keine
Fl-Hal bekannt.

Das Subnetzwerk A5 beinhaltet alle Trp-5-Halogenasen wie PyrH!'%8 (PDB: 2WET) und
Subnetzwerk A7 beinhaltet alle Trp-7-Halogenasen wie PrnAl'83 (PDB: 2AQJ) und
RebH!'8¢1 (PDB: 20A1). 6-Halogenasen wie SttH['%l (PDB: 5HY5), Thall200-202]
(PDB: 6SLT) und KizRI[203. 204 sowie BorH[%71 (PDB: 8TTJ) werden keinem weiteren
Subnetzwerk zugeordnet, da sie sequenziell nach SSN nahezu gleichverteilt in den
anderen beiden Netzwerken vorkommen. Das grofte Subnetzwerk AX beinhaltet die
Halogenase BrvH, bei der das natirliche Substrat nicht bekannt ist, aber — wie zuvor
erwahnt — teilweise eine Bromierung bevorzugt wird. Das zweitgroRte Subnetzwerk 2PYX
basiert auf dem uncharakterisierten, aber kristallisierten Protein YP_750003.1 (PDB:
2PYX).119%. 2081 F{ir 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) kénnen mittels Indol-Halogenasen adressiert
werden. Als Beispiele gelten unter anderem die BrvH-&hnliche terrestrische Brominase
SpH1[%! aus Botryococcus braunii und die Carrier-abhéangige Chlorinase CmdER%®! 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 gehdéren bspw. auch MibH
(PDB: 5UA0)R%I ynd Krml.[2101
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Far 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.['®8] Es zeigt sich, dass die Michaelis-Menten-
Konstanten (Kwm) alle im selben Bereich liegen, wahrend 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 um Halogenase, 1 um Fre, 1 ym FAD (12c), 2.5 mm
NADH (21a), 10 mm MgClz, 0.5 mm Trp (23a) in 10 mm KPi pH = 7.4. Reaktion wurde fir 30 min unter Schitteln
durchgefiihrt und anschlieRend durch Hitzedeaktivierung (5 min bei 95 °C) gestoppt.[68]

Enzym | Position der Halogenierung Kwm Keat Keat/Km
PyrH Trp-5-Halogenase 152+4.2uM | 2.4+ 0.4 min" | 0.16 + 0.050 um™" min™’'
PrnA Trp-7-Halogenase 20.7+0.1uM | 1.1 £0.1 min" | 0.05 £ 0.005 pm™' min™'
RebH Trp-7-Halogenase 28.7+1.3uM | 0.6 £0.1 min"" | 0.02 +0.004 pym™" min!
SttH Trp-6-Halogenase 253+3.2uM | 1.7 £0.1 min"" | 0.07 £0.010 pym™" min!
KtzR | Trp-6-Halogenase fir 7-CI-Trp | 34.1+2.1ym | 0.4+ 0.1 min™ | 0.01 £ 0.003 um™" min”’'
Th-Hal Trp-6-Halogenase 122+1.8um | 4.3 £0.5min" | 0.35+0.070 pm™" min™'

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 zahlen die Erhéhung
von Thermostabilitdt und Ldsemittel-Toleranz?'"l, aber auch die Untersuchung der
Promiskuitatl2', Anderung der Substratspezifitat und Regioselektivitat23-2161 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 Ansatze zum Up-Scaling dieser Halogenierung durch entweder mit
Reduktase kombinierte cross-linked enzyme aggregates (combiCLEAs)!'®”l, oder
Fusionierungen mit Reduktasen zum artifiziellen Ein-Komponenten-System.?'71 Auch
Fermentationen mit einem fiir die Produktion von Tryptophan optimierten Stamm des
Corynebacterium glutamicum zeigten Erfolg.?'® Fur den Aufbau groRerer Strukturen
konnten Eintopf-Kreuzkupplungen?'¥ durchgefiihrt werden und darauf basierend
Spatphasen-Modifizierungen ermoglichti??% bzw. Aktivitats-Assays fiir die einfachere
Suche nach neuen Halogenasen etabliert werden.[?21]
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7.4.4.2 Phenol-Halogenasen

Fir das zweitgroRte 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 Regioselektivitat
unterschieden, sondern direkt in Halogenasen, welche freie Substrate akzeptieren
(Variante A) und Carrier-abhéngige Enzyme (Variante B) eingeteilt.'® Andere
Literaturquellen bezeichnen diese als Klasse A und Klasse B, da dort noch eine weitere
Klasse C eingefiihrt wird, in der Enzyme neben der Halogenierung noch weitere
Reaktionen durchfiihren. [l

Variante A-Enzyme zeichnen sich au3erdem dadurch aus, dass sie alle eukaryotischen
Ursprungs sind, wahrend die Enzyme der Variante B aus Bakterien stammen.l'® Zur
Variante A gehoren die erste entdeckte pilzliche Fl-Hal Rdc2??2 aus Pochonia
chlamydosporia, sowie deren Homolog RadH!?231 (PDB: 8GUO) aus Chaetonium chiversi,
welche beide aus dem Radicicol (25a)-Biosyntheseweg kommen. Sie gelten als post-
PKS-Enzyme.lfl Ein weiteres Homolog, die Gsfl??4 aus Penicillium aethiopicum
adressiert eine andere Struktur (Abbildung 31) und ist Teil der Griseofulvin (25b)-
Biosynthese. Neben der Halogenierung des Monocillin 1l (25¢)-Gertists (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).122]

OH O H 00/ OH O H
Ne L= LI
HO j © o HO X
CIO = Cl o =
Radicicol Griseofulvin Monocillin 1l
(25a) (25b) (25¢)
Xantholipin
(25i)
o
[ e
OH O oy cl
Cl HO. S
z 0 0.0 | YN OH
% > AN Br Br No OH
HO HO OH Cl OH
Hydroxy- Hydroxy- 3,5-Dibrom- 2-Chlor-
g . . DIF-1 )
coumarin isochinolin  4-hydroxybenzoat (259) Venemycin
(25d) (25€) (25f) 9 (25h)

Abbildung 31: Naturstoffe, sowie deren Geriiste und Surrogatsubstrate der phenolischen Fl-Hals.[222-229]
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Zwei weitere Enzyme sind BaaB und PItM. Wahrend BaaB mutmafRlich an den Shikimat-
Weg anschlieBt und 4-Hydroxybenzoat (4-HB) zum 3,5-Dibrom-4-HB (25f)
halogeniert!?2], chloriert PItM 1,3,5-Trihydroxybenzol.[230 Ahnlich erfolgt die Chlorierung
mit ChlA, der Halogenase aus Dictyostelium discoideum bei Herstellung des
Ldifferentiation-inducing factor 1“ (DIF-1) (25g).%?"l Weitere Phenol-Halogenasen sind
das Ein-Komponenten-System (Reduktase und Halogenase) VemK aus der Biosynthese
von Venemycin (25h)%, sowie das aus der Xantholipin (25i)-Biosynthese stammende
XanH (GenBank: ADE22292.1) von Streptomyces flavogriseus.???! Bei der Anwendung
des Domanenschemas 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?%¥ (PDB: 8GUO0), basierend auf
der schematischen Darstellung der Abbildung 26. Hervorgehoben sind die die Sequenzbereiche aa 1-406 (rot), die
Flavin-Bindedoméane GxGxxG (aa 13-18 in gelb), der Transfertunnel WxWxIP (aa 234-239 in gold) und das
konservierte Lysin K-74 (griin). Auch gezeigt ist der Bereich FxxPxxxxSG (aa 407-416) in schwarz im Vergleich zu den
Trp-Halogenasen. Die Pyramiden-Domane ist nicht dargestellt, da dieser Bereich nicht kristallisiert ist. Ansatze kénnte
die Helix-Region (aa 388-440 in weilblau) darstellen.

Variante B-Enzyme (Klasse B) sind in aller Regel NRPS- oder PKS-abhangig und
halogenieren daher Tyrosyl-Gruppen in Carrier-gebundenen Peptiden oder Aromaten an
Polyketid-Carriern.[3'1 Dazu gehoéren bspw. die Vancomycin-Halogenase VhaAl'®2 sowie
die Chondrochloren-Halogenase CndH.[?31 Beispiele dieser strukturell kleineren
Naturstoffe sind das Hierridin B und C[?32, sowie Xanthomonadinl?3], fiir das XanJ die
Halogenierung durchflhrt.

Zur Klasse C gehdéren Enzyme wie die decarboxylierende Brominase Bmp5 aus
Pseudoalteromonas luteoviolacea.l® 234 Ahnlich wie BaaB bromiert dieses Enzym 4-HB,
jedoch besitzt es zusatzlich 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-
abhangigen Halogenasen gebildet. Eine dieser Halogenasen ist CmIS aus Streptomyces
venezuelae, welches flur die Chlorierung des Antibiotikums Chloramphenicol (27)
verantwortlich ist (Abbildung 33).12%%] Dieses Enzym weist einige Besonderheiten auf,
denn es tragt ein kovalent gebundenes FAD (12c¢) und besitzt eine einzigartige
C-terminale Doméne mit einem Tunnel in T-Form, welcher zum aktiven Zentrum fiihrt.[236]
Aufgrund der unpolaren Oberflache von CmIS scheint ein Aktivator CmIK oder Carrier-
gebundenes Substrat nétig, dhnlich wie bei CndH.[23 CmIK zeigt Ahnlichkeit 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.e!

Auch die Methyltransferase-Halogenase AoiQl?*"] aus Aspergillus oryzae RIB40 hat, wie
der Name andeutet, zwei Funktionen. In der Biosynthese der Diaporthine (28) methyliert
es die freie Hydroxygruppe am Grundgerust des Orthosporin (28a)2%8 und chloriert
zusatzlich terminal die Isopropanol-Gruppe. Dabei entsteht das Derivat des dichlorierten
Diaporthins (28b), mutmallich tUber eine Enolat-Bildung.

OH 4 R
TH\C' RO N R
O, + O OH
[1]
R'/o 0o
Chloramphenicol R=H R'=H R" = Me; Diaporthin (28)
(27) R=H R'=H R"=H; O-Demethyl-Diaporthin (28a)
R=Cl R'=H R" = Me; Dichlor-Diaporthin (28b)

Abbildung 33: Halogenierte Naturstoffe und Substrate der aliphatischen Fl-Hals CmIS[?%® und AociQP?%'. Gezeigt sind
das Antibiotikum Chloramphenicol (27), sowie Diaporthin (28), das demethylierte Diaporthin - Orthosporin(231 (28a) und
das halogenierte Dichlor-Diaporthin (28c).

7.4.4.4 Pyrrol-Halogenasen

Anhnlich wie die Phenol-Halogenasen unterteilen sich die Pyrrol-Halogenasen des
Subnetzwerkes C in Enzyme der Variante A und B. Flr Variante A sind insgesamt sechs
Halogenasen bekannt, die alle im Durchschnitt paarweise 87 % Homologie zu der
Pyrrolnitrin-Halogenase PrnCI5 2392411 gus Pseudomonas sp. aufweisen. Da PrnC damit
nach unserem Wissen die einzige Pyrrol-Halogenase ist, die frei diffundierbare
(freistehende) Pyrrole 26 als natlrliches 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 erwahnt,
welche auch freistehende Arylpyrrole 22 chloriert. In Rohextrakt-Experimenten konnte
Uber Massenspektrometrie die Chlorierung von 2-(3,5-Dibromphenyl)pyrrol (22d) als
Derivat des Pentachlorpseudilins (22e) detektiert werden, jedoch weder die Position,
noch das natirliche Substrat bestimmt werden. Die Sequenzidentitat von 44 % mit PrnC
und 51 % mit der Phenol-Halogenase Cts4 aus dem Tetracyclin-Biosynthesewegl?4?!
lassen hierbei keine eindeutige Zuordnung zu einer der beiden Gruppen zu.

Folglich gehdren die anderen Enzyme dieses Netzwerks C der Variante B an. In der
Literatur gilt hierfir als Modell die Pyrrol-Dichlorinase PItA'%? (PDB: 5DBJ)?431. PItA und
seine Homologen fuhren Dichlorierungen zur Biosynthese von Benzoylpyrrolen 29 durch,
wie in der Struktur des Antimykotikums Pyoluteorin (29a)?44 ersichtlich wird. Es handelt
sich hierbei um den Typ Il nicht-ribosomaler Peptid Synthetase Systeme (NRPS II),
welche als eigenstandige Enzym-Maschinerie haufig in hybriden Biosynthesewegen mit
Fettsduresynthasen (FAS), sowie Polyketidsynthasen (PKS) interagieren.!'® Hierbei
sind zwei konservierte Domanen bekannt, die einerseits fur die Aktivierung des Substrats
Uber eine Adenylierung zustandig sind und andererseits die Substratbeladung mithilfe
eines Peptidyl-Carrier-Proteins (PCP) fir NRPS und Acyl-Carrier-Proteins (ACP) fiir FAS
und PKS durchfiihren (Abbildung 34 A).
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Abbildung 34: A) Schematische Biosynthese von halogenierten Pyrrol-basierten Naturstoffen auf Basis von
Pyoluteorinl?#4l (28a), sowie B) weitere Vertreter halogenierter Arylpyrrole (22) und Benzoylpyrrole (29).1234 242, 245, 246]
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Neben der Untersuchung zur Regulation {ber Signalmolekiile,?30 2441 VVerwendung
seltener Codons!?4”l und protein-basierten Transkriptionsregulatoren!'®®l, wurden auch
Homologe zu PItA in anderen Organismen gefunden. AulRer Pseudomonaden
produzieren auch Streptomyceten Pyoluteorin-Derivate (Abbildung 34 B). Mpy16
(PDB: 5BUK)R34, 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)2481 wirkenden Marinopyrrolel?49],
zeigte sich eine ahnliche Abfolge in der Biosynthesel??%, was auf einen generellen Ablauf
zur Herstellung von Pyrrol-basierten Naturstoffen schlieRen lieR.[251 Dabei wird L-Prolin
(30) zunachst adenyliert (30a) und auf das Phosphopantetheinthiol des PCP ubertragen.
Das Pyrrolidin-Gerust wird anschlieRend zum Pyrrol oxidiert und der PCP-gebundene
Pyrrol-2-Carboxythioester (30b) erfahrt die Dichlorierung am Pyrrolring (30c). Es folgt
eine Elongation der urspringlichen Carboxy-Gruppe entsprechend der Polyketid-
synthese bis zur finalen Kettenlange (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.?*% Auch
marine Naturstoffe folgen dieser Biosynthese, wie Beispiele der bromierten, marinen
Pyrrol-Phenole (BMP) zeigenl?%2, die strukturell dem Arylpyrrol 22d teilweise sehr &hnlich
sind.?*4 Auch Erweiterungen des Pyoluteorin-Clusters sind in der Natur zu finden und
bestehen in diesen Fallen aus Pyrrol- und Phenol-halogenasen, wie das Beispiel
Pyrrolomycin J (29d) aus Actinosporangium vitaminophilum ATCC 31673 oder
Streptomyces sp. UC 11065 zeigt.[?461 Wahrend die Enzyme HalA (dox16/pyr16) und
HalB (dox17/pyr17) mutmaflich die Phenol-Struktur adressieren, ist Pyr29 das Homolog
zu PItA.

Fir die breitere Anwendung von PCP-abhangigen Halogenasen (Variante B) wurden
einige Strategien entwickelt, die unter anderem im Kapitel 7.6 beschrieben werden. Trotz
dieser Fortschritte bleibt die Biokatalyse mit Carrier-unabhangigen Enzymen die
bevorzugte Variante, da so unter anderem viel weniger Enzyme in der Reaktionslésung
bendtigt werden. Deshalb soll es nun im Speziellen um PrnC als das Modell der
Variante A-Enzyme flr Pyrrole gehen.
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7.5 PrnC als Halogenase der Pyrrolnitrin-Biosynthese

Pyrrolnitrin (22a) ist ein mikrobieller Pyrrol-basierter Halo-Metabolit, der sowohl fir die
Landwirtschaft, als auch Pharmazie und Industrie von Bedeutung ist.?%% |soliert wurde
PRN (22a) aus verschiedenen Spezies wie rhizospharischen Pseudomonaden, Serratia-,
sowie Burkholderia-Stammen und spielt im Pflanzenschutz gegen boden- und
samenburtige phytopathogene Pilze eine wichtige Rolle. Mit seinem potentiell breiten
Wirkspektrum hat sich 22a zum Leitmolekul industrieller Bedeutung entwickelt und
deshalb zur kostengilinstigen Entwicklung von Fermentationsprozessen gefiihrt.[25]
Gleiches gilt fur die Vorstufe Aminopyrrolnitrin (22b), welches eine starke antimykotische
und antiparasitdre Wirkung hat.?54 Fluoreszierende Pseudomonaden, die Gene fiir die
Produktion von Antibiotika tragen, zeigen sich mit mehr als 1000 Isolaten als besonders
reichhaltig. Einer dieser Vertreter ist Pseudomonas protegens?®®, welcher das
Gencluster zur Biosynthese von Pyrrolnitrin (PRN) tragt (Abbildung 35).
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Abbildung 35: Biosynthese von Pyrrolnitrin (22a) ausgehend von L-Tryptophan (23a). Halogenierende Enzyme sind
in griin dargestellt sowie die Verwendung von FADH:2 durch PrnA, PrnC und PrnD. Bereitgestellt wird das
Rduktionsaquivalent 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. 2561

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. 125
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1981 zeigten Chang et al. (iber Isotopen-Experimente, dass die Nitro-Gruppe des PRN
aus dem Indol-Strickstoff resultiert?5% und van Pée et al. veroffentlichten eine Synthese-
Route zum 7-Chlortryptophan (23b).

Ziel war hierbei zu untersuchen, ob die L-Tryptophan-2,3-dioxygenase auch das Chlor-
Derivat akzeptiert.[?69 Dieses Enzym soll spater als PrnB (PDB: 2X66) bezeichnet
werden.[?6" Zwei Jahre spater konnte gezeigt werden, dass auch bromierte Derivate von
Pyrrolnitrin durch den mutierten Stamm Pseudomonas aureofaciens ATCC 15926 ACN
produziert werden, wenn entsprechende Vorlaufer von PRN gefiittert werden.[2621 1994
transferierten Hill et al. die Genregion von PRN aus dem Organismus Pseudomonas
fluorescens (BL915) nach Deletionsexperimenten in die zwei Stdmme BL914 und BL922,
die selbst nicht zur Biosynthese von 22a fahig sind. Nach dem Transfer konnte 22a aus
diesen Stdmmen isoliert werden.[® Dies filhrte 1997 zur Erkenntnis, dass die
halogenierenden Enzyme des PRN-Biosynthesewegs keine Haloperoxidasen sind,
sondern NADH als Cosubstrat benétigen.[?41 2831 |m gleichen Jahr legten Hammer et al.
die Annotationen der vier Gene prnA, prnB, prmC und prnD fest, die zu dieser Zeit als
gesamtes  Pyrrolnitrin-Cluster  angesehen  wurden.?64 1998  erfolgten  die
Funktionsbeschreibungen der vier Gene durch Kirner et al.?*% Die erste Plasmid-basierte
homologe Produktion und Reinigung des Proteins PrnA wurde kurz darauf im Jahr 2000
durch Keller et al. gezeigt?®® und die Charakterisierung von PrnD als
Rieske-N-Oxygenase erfolgte im Jahre 2005.1266] Das vollstéandige Gen-Cluster war erst
mit der Charakterisierung der Reduktase PrnF im Jahr 2007 annotiert.['64]

Wahrend PrnA eine intensive Charakterisierung erfahren hat, wurden fir die Halogenase
PrnC nach unserem Wissen keine detaillierten Untersuchungen publiziert. Hinweise auf
die Inhibierung von PrnC durch Chlorid-lonen und ein angenommenes pH-Optimum um
pH =7 finden sich aber in einem niederlandischen 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-abhangigen Pyrrol-Halogenasen
(Variante B) erwahnt wurde, sollen nun artifizielle Varianten der naturlichen Biosynthesen
betrachtet werden. Kombinierte Biosynthesen sind generell nicht ungewdhnlich,?671 wie
die Beschreibungen von Naturstoffen aus Teils NRPS und PKS gezeigt haben.[?%8l Doch
auch die Kombination aus verschiedenen Cluster-unabhangigen Naturstoff-Biosynthesen
ist moglich, sowie die chemische Abwandlung durch Muta-, Semisynthesen und
Futterungsexperimente (Abbildung 36).1269-271]

A) Biosynthese
a b c
~@-0>-0
B) Fiitterungs-Biosynthese
a
~ ()
b c
B* c* D*
C) Mutasynthese
a b c
* /—> Cc* —» | D*
B*
D) Kombinatorische oder hybride Biosynthese
a b c d*
— — [ —
c* p* i} E*

a* b* c* d*
— — —_— —

E) Semisynthese

a b c chem. Derivatisierung
— — —_— > .

Abbildung 36: Biosynthetische Konzepte. Farbige Kreise stellen Substrat, Produkt, Intermediate, chemisch
synthetisierte Vorlaufer und chemisch abgewandelte Produkte dar und sind mit GroRbuchstaben versehen.
Kleinbuchstaben auf den Pfeilen stehen fiir Enzyme. Abgewandelt und erganzt nach Kirschning et al.[26% 2701
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Als Beispiel sind im Zuge von fortgeschrittenen Strategien des ,Metabolic Engineering®
chemisch synthetisierte Thioester in Mutasynthese-Anséatzen (Abbildung 36 C) eingesetzt
worden. Hierflir werden die aktivierten Carboxy-Gruppen der natirlichen Substrate,
bspw. Uber Saurechloride, oder Uber Katalysatoren, auf N-Acetylcysteamin (SNAc)
Ubertragen. Dieser SNAc-Thioester kann dann in einer Umesterung mit dem PCP-Thiol
eines NRPS reagieren (Abbildung 37 A).[269. 2721
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Abbildung 37: A) Hypothetisches Beispiel einer Mutasynthese im Biosyntheseweg von Benzoylpyrrolen (29),
basierend auf Anderle et al. zur Clorobiocin-Biosynthese.?’? 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 Séurechlorid erfolgt, sowie die Ubertragung von N-Acetylcysteamin (SNAc, lila) zum
Thioester.?”3 Final erfolgt die Umesterung des Carboxy-Pyrrol-SNAc-Thioesters zum Carrier-Pantethein-Carboxy-
Pyrrol-Thioester (blau). B) Dargestellt ist die nukleophile Offnung des N-aktivierten B-Lactams (lila) durch das Thiol des
Carrier-gebundenen Pantetheins (blau) tber eine Stunde bei Raumtemperatur. Eine anschlielende Click-Reaktion am
Alkin der Propagylalkohol-Gruppe mit einem Rhodamin-Azid generiert einen Carrier-gebundenen Fluorophor.274]

Andere Aktivierungsstrategien adressieren zundchst nicht das Substrat und deren
Derivate, sondern das ACP von PKS-Cluster. Dafir wurden funktionelle Gruppen, wie
bspw. Alkine von Propagylakohol, durch Offnung N-aktivierter B-Lactam-Linker, an die
ACP-Thiolgruppe gekniipft (Abbildung 37 B).[274 Uber Click-Chemie (CuAAC) konnte
dadurch ein Azid-tragender Rhodamin-Fluorophor gekoppelt werden. Das Ziel war hier
zwar die Untersuchung des Substratspektrums von Ketosynthase-Acyltransferase-
Didomanen (KSAT), durch wiederum SNAc-verkniipfte Carbonsaure-Thioester?’%, es
zeigt aber das Interesse an der Verknipfung 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 zuganglich sein.
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Zwei Beispiele fir 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 A27®1).[2771 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) Uber 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 maglich.l?7”] So lassen sich
die Biosynthese-Cluster von 22a und 22f kombinieren und bei Bedarf auch durch das
Enzym Pictet-Spenglerasel?’8l erweitern.
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N\ MarC 4 | NH MarB 7 ,
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L-Tryptophan 3-0APP N-Methyl-22g
(23a) (22g)

Pictet-Spengler-Zyklisierung

mit Aerugaldehy l mit Acetaldehyd l

/, /I /l
HN =N HN NH HN N_
Z N .
s Dihydro-22f N-Methyl-Dihydro-22f
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Pyonitrin C
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Marinochinolin A N-Methyl-22f
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Abbildung 38: Ubersicht der biologischen Herstellung von Marinochinolinen[?’”l am Beispiel von Marinochinolin Al276]
(22f) ausgehend von L-Tryptophan (23a). Das 3-(ortho-Aminophenyl)-1H-pyrrol (22g) ist dafiir das zentrale Intermediat,
welches in einer spontanen Picet-Spengler-Reaktion mit einem Aldehyd zum zyklischen Chinolin fiihrt. Alternativ kann
vor der Zyklsisierung eine N-Methylierung der Anilinyl-Gruppe stattfinden und das N-Methyl-3-0APP (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).?7°1 Zum anderen stellen die Prodiginine 31 als Pyrrol-basierte
Naturstoffel?80-283] gine Biosynthese mit natirlicher 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 Tetramsaure (34). Durch Deprotonierung der aziden Protonen am
Kohlenstoff von 34 wird eine Kondensation mithilfe von RedH zum Hybrubin 35
ermdoglicht (Abbildung 39).[284

e N
Prodigiosin
(31a)
/
o] =0 N N
= cl \\! W
NH
N 7 cl a 0 a cl
NO o
2 NH HN 2 HN —fF HN cl
32 22a Fludioxonil Fenpiclonil
(36) (37)
o]
oY
N
H
34
Hybrubin A/B
(35)
|\ J

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

Dass Derivatisierungen natirlicher Biosynthese-Produkte sinnvoll sind, zeigen die
Pseudohalogenid-tragenden (CN-, N37, NCS-, etc.) Alternativen zu PRN (22a). So wurden
(und werden teilweise noch heute) die Fungizide Fludioxonil (36)285 2861 oder Fenpiclonil
(37)12871 in der Landwirtschaft eingesetzt.

Voraussetzung fir die in diesem Kapitel beschriebenen Variationen von Naturstoff-
Biosynthesen ist eine ausgiebige Grundlagenforschung. Biosynthesen und deren
Enzyme mussen verstanden werden, um auch davon isolierte Biokatalysen effektiv
durchzufiihren. 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 Gerust der Prodiginine 31. Entsprechend dieser Intention
fiel die Wahl auf die Flavin-abhangigen Halogenasen (Fl-Hal) (Kapitel 7.4.4) der
Biosynthesewege von Pyrrolnitrin (22a) und Pyoluteorin (29a) (Abbildung 40). Fur eine
Charakterisierung und Anwendung dieser isolierten Pyrrol-Halogenasen, die als Zwei-
Komponenten-Systeme gelten, war die Bereitstellung von Flavin-Reduktasen (FI-R)
(Kapitel 7.4.2) eine obligatorische Vorbedingung. Fiir den Ansatz einer kombinatorischen
Biosynthese (Kapitel 7.6) von Verbindung 31 war zusatzlich die Etablierung der
Biosynthese-Cluster oder deren einzelne Enzyme im Produktionsstamm P. putida
KT2440 notwendig. Neben diesen bekannten Fl-Hals wurden Uber konservierte
Sequenzen zwei putative Halogenasen (NC201 und NH153) ausgewahlt und sollten in
Ansatzen 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 Ubertragen werden. Dieses chimare Enzym
bekam den Namen NHprnC. Um auch andere Strukturmotive zu adressieren, wurden
auch RadH als phenolische und PrnA als Tryptophan-Halogenase bereitgestellt. Diese
sollen Uber Verbindung 31 hinaus auch Indolalkaloide wie Violacein?®l (48),
Physostigmin[?89 (49) oder Aurachinel?®®: 2°11 51 in Folgeprojekten derivatisieren.
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Abbildung 40: Ubersicht der von Tryptophan (23a) und Prolin (30) ausgehenden Naturstoffe. Hervorgehoben sind die
Strukturmotive zur Halogenierung fiir Pyrrol- (blau), fur Tryptophan- (lila) und Phenol-Halogenasen (orange).
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8.1 Etablierung der Elektronen-Transportkette

Far die Bereitstellung dieses enzymatischen Halogenierungssystems ist es essentiell
Flavinreduktasen zu etablieren. Im Kontext eines 6konomischen 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 fur 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 zunachst die Etablierung dieser Reduktase
fur biokatalytische Anwendungen. Dafiir wurde zunachst die chromosomale DNA isoliert.
Hierfir wurde das Gen ssuE aus dem Genom des Stammes E. coli DH5a durch PCR
amplifiziert. Der Erfolg dieser Amplifikationen ist in der folgenden Abbildung 41
dargestellt.
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Abbildung 41: Analytisches Agarosegel zur PCR von ssuE-Hise aus dem Genom von E. coli DH5a. Als Primer wurden
JGEO0068_SsuE_fw und JGE0068_SsuE_His6_rv verwendet. M steht hierbei fir 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-Hiss hat eine erwartete Gréfe von 612 bp.

Nach der Amplifikation des Reduktase-Gens ssuE-Hiss mit entsprechenden Uberhangen
(engl.: overlaps, OL) fur den Zielvektor, erfolgte der Transfer via Gibson Assembly in den
Vektor pGEB. Dieser ist ein modifizierter Vektor von pET28a(+), bei dem der Bereich von
einschlielllich Ncol bis exklusive BamHI entfernt wurde (Kapitel 14.1).

60



Ergebnisse und Diskussion

In einer Art homologen Uberexpression wurde pGEB-ssuE-Hiss anfangs unter
Standardbedingungen  exprimiert.  Hierfir wurde der resultierende Stamm
E. coli BL21(DE3) pGEB-ssuE-Hiss in einer Ubernachtkultur (UNK) angezogen und in je
1 L TBkan-Medium bei 37 °C und 140 rpm zur Expression uberfiuhrt. Nach Induktion bei
einer optischen Dichte (ODsoo) von ca. 0.6 erfolgte die Expression fur 24 h bei 25 °C und
120 rpm. Nach der Zellernte wurden fir die Reinigung Zellen aus 500 mL Kultur (ca. 7 g
CDW) in 35 mL Aquilibrierungspuffer (50 mm KPi-Puffer mit 5 mm Imidazol, pH = 7)
resuspendiert und mittels Ultraschalls aufgeschlossen, das geklarte Lysat (cleared lysate
cL) auf eine 5 mL-Ni-NTA-Saule aufgetragen und gereinigt. Der Prozess der Reinigung
endete mit einem Pufferaustausch via Ultrafiltratoren Zentricons (COMW 10 kDa) bzw.
der Entsalzung mit PD10-S&ulen. Die folgende Abbildung 42 zeigt das Gel der SDS-
PAGE zur Reinigung von SsuE-Hiss. Am deutlichsten ist eine Uberexpression in der
Pellet-Fraktion P zwischen 20 kDa und 30 kDa erkennbar. Mit geringerer Intensitat lasst
sich diese Proteinbande auch angereichert in der Elutionsfraktion 2 (E2) erkennen.
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Abbildung 42: SDS-PAGE-Gel zum Reinigungsprofil der Expression von E. coli BL21(DE3) pGEB-ssuE-Hiss bei 25 °C
mit 50 um IPTG. Gezeigt sind die Spuren M fiir Marker (ROTI®Mark 10-150 PLUS), LV fiir Leervektor-Kontrolle (E. coli
BL21(DE3) pGEB), P fiir Zellpellet, cL fiir geklartes Lysat, DF fiir Durchfluss der Saulenauftragung, W fiir Waschfraktion
mit 50 mM Imidazol, E1 fir Elution mit 250 mm Imidazol, E2 fir Elution mit 500 mm Imidazol und PD10 fir die
eingeengten und entsalzten Elutionsproben (50 mm KPi-Puffer, pH = 7). Letztere sind hierbei in zwei Gefallen & 1.25 mL
aufgeteilt (I und Il). SsuE-Hiss hat eine berechnete GroRe von 22.3 kDa und ist mit einem Pfeil markiert.

Far die gereinigten und entsalzten Protein-Ldsungen (PD10 E2) erfolgten anschlieRend
Absorptionsmessungen fur den Nachweis von Flavinen. Ziel war dabei eine Mdglichkeit
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
Intensitatenverhaltnisse im Absorptionsspektrum zeigen, wurde FMN im zuvor

verwendeten Aquilibrierpuffer vermessen (Abbildung 43).
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Abbildung 43: Absorptionsspektrum von FMN in Aquilibrierungspuffer (50 mm KPi-Puffer mit 5 mm Imidazol, pH = 7)
bei 24 °C. Gemessen wurde von 260 nm bis 500 nm in einem Plattenlesegerat Infinite M1000Pro der Firma Tecan. Die
Maxima befinden sich bei 375 nm mit 10286 M cm' und bei 445 nm mit 12115 M cm™'. Vergleichswerte finden sich
bei Aliverti et al.?%2

Die Proteinlédsungen zeigten keine Absorption entsprechend dem Flavin-Muster. Da auch
bei erneuter Reinigung keine Aktivitat gemessen, noch Absorption bei entsprechender
Wellenlange detektieren konnte, wurde die Expressionstemperatur auf 20 °C gesenkt.
AulRerdem erfolgte die Untersuchung der Expression im zeitlichen Verlauf (Abbildung 44).
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Abbildung 44: SDS-PAGE-Gel zum Expressionsprofil von E. coli BL21(DE3) pGEB-ssuE-Hise mit 50 mL bei 20 °C
und 120 rpm. Induktion erfolgte mit 200 um IPTG bei ODsoo = 0.8. Gezeigt sind die Spuren M fiir Marker (ROTI®Mark
10-150 PLUS), LV fiir Leervektor-Kontrolle (E. coli BL21(DE3) pGEB), und die Zeitpunkte der Probenentnahme nach
Induktion in Stunden der Expression. AuBerdem ist eine Vergleichsprobe der 500 mL Hauptkultur (HK) aufgetragen.
SsuE-Hiss hat eine berechnete GroRe von 22.3 kDa und wurde mit einem Pfeil versehen.

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

A 6 g Zellpellet in 45 mL
ohne Arginin mit Arginin
20 mL Probe (1) 20 mL Probe (2)
Zellaufschluss
Y Y
Lysat (1a) | Pellet (1b) Lysat (2a) | Pellet (2b)
Resolubilisierung mit Arginin
Y
U. resol. Pellet (1c)
B M la 1b 1lc 2a
150 — ; F |
100 —
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60 —
40 —
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Abbildung 45: Resolubilisierung von SsuE-Hise mit Arginin. A) Schematische Schritte zur Resolubilisierung mit Arginin.
Als Basis dient der TRIS-HCI-Puffer (50 mm TRIS-HCI, pH = 7.8). Fir die Resolubilisierung ist zusétzlich 2 m Arginin
enthalten. B) SDS-PAGE Gel der Resolubilisierung mit M als Marker (ROTI®Mark 10-150 PLUS), geklartes Lysat ohne
Arginin (1a), und Zellpellet ohne Arginin (1b), Uberstand des resolubilisierten Zellpellets mit Arginin nach 1h Inkubation
und anschlieRender 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 Ldslichkeit des Arginins bei Raumtemperatur, das durch Absetzen
am Boden sichtbar war, ist die Strategie 1 — Aufschluss ohne Arginin — zu bevorzugen.
Mit der deutlich starkeren Bande im Pellet (1b) im Vergleich zum Lysat (1a) zeigte sich
noch einmal deutlich die Bildung von IBs (Abbildung 45 B). Diese konnten erfolgreich
Uber Resolubilisierung in Lésung gebracht werden (1c). Auch die Menge der I6slichen
Reduktase im Argininaufschluss (2a) scheint im Vergleich zu 1a erhéht.

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 um IPTG ein Kalteschock
auf Eis durchgefiihrt. Danach erfolgte eine neue Reinigung nach Strategie 1, also
Aufschluss zundchst ohne Arginin. Die Resolubilisierung aus dem Pellet erfolgte in
diesem Fall fiir 1 h bei 10 °C unter Schwenken. Nach erneuter Zentrifugation wurde der
Uberstand auf eine 5 mL-Ni-NTA-Sdule aufgetragen. Die Reinigung mit angepassten
Imidazol-Konzentrationen erfolgte analog zu Abbildung 42 und ist in Abbildung 46
dargestellt.
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Abbildung 46: SDS-PAGE-Gel zum Reinigungsprofil der Expression von E. coli BL21(DE3) pGEB-ssuE-Hise bei
18 °C. Gezeigt sind die Spuren M fir Marker (ROTI®Mark 10-150 PLUS), LV fur Leervektor-Kontrolle (E. coli
BL21(DE3) pGEB), cL fiir geklartes Lysat, resP fiir Uberstand der Zentrifugation nach Resolubilisierung des Zellpellets,
P flr Gbriges Pellet nach Resolubilisierung, W fiir Waschfraktion mit 100 mm Imidazol und EF fir Elutionsfraktionen 1
und 2 mit 200 mmMm bzw. 300 mm Imidazol. Die aufgetragenen Volumina spiegeln nicht die gleichen
Proteinkonzentrationen wider. SsuE-Hise hat eine erwartete Gré3e von 22.3 kDa.

Bei der Analyse der Gelelektrophorese war zu beobachten, dass sich noch eine relativ
groBe Menge an Zielprotein in der Pellet-Fraktion befand, sodass die
Temperatursenkung nicht den gewiinschten Effekt hatte. Der Teil des Zielproteins, der
resolubilisiert wurde, konnte gereinigt werden, zeigte dennoch wieder keine Aktivitat.
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Parallel zu der Resolubilisierung und dem Kalteschock erfolgte ein Wechsel des
Produktionsstammes. Hierfir wurden einerseits E. coli ArcticExpress (DE3) und
anderseits E. coli Tuner (DE3) transformiert. E. coli ArcticExpress (DE3) zeigt eine Co-
Expression von fur tiefe Temperaturen geeigneten Chaperoninen, Cpn10 und Cpn60, aus
dem psychrophilen Bakterium Oleispira antarctica. Diese GroEL- und GroES-ahnlichen
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 Uber Diffusion mogliche 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 fir 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 Aktivitdt messbar.

3500 - 500
= 3000 -
< - 400
E
£ 2500
=
b4 - 300
Q2000 A
‘©
o
.5 1500 - 4 200
=S
2 1000
Eel
< - 100

500 4

- \
0 T T T T T T T T T T T T T T 0
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30
Zeit [min]

Abbildung 47: Chromatogramm der Reinigung von SsuE-Hiss nach der Expression in E. coli ArcticExpress (DE3).
Dargestellt sind die Absorptionen bei 280 nm fiir Proteine und 450 nm fir die Flavine in Abhangigkeit zur
Reinigungszeit, sowie in griin der Stufengradient fiir 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 erhéht (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 durchgefiihrt. Nach
Induktion bei ODeoo = 0.8 mit 100 uM IPTG wurde ein Ethanol-Schock2% mittels 4 % (v/v)
Ethanol, sowie ein Kalteschock!'®® fiir 30 min bei 4 °C zur Chaperon(in)bildung
durchgefuhrt. Nach 24 h wurden die Zellen geerntet und aufgeschlossen (3 g Zellen in
10 mL). Das geklarte Lysat wurde bei 4 °C in Lagerungspuffer [25 mm KPi, 300 mm NacCl,
pH=7.5 mit 10 % (v/v) Glycerin] gelagert. Bei der Vermessung zeigten die
Reinigungsfraktionen auch hier keine Aktivitat, dafir war flr das Lysat erstmals eine
Absorptionsabnahme fir NADH detektierbar. Exemplarisch sei die Berechnung hier
einmal dargestellt:
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) . quU Steigung [ﬁl—l;ﬂ * Verdimnungsfaktor rmm
Volumetrische Aktivitat [ﬁ] ~ “Schichtdicke [cm] € [nM~1 * cm~1]  lmin
Abs
0873 pnin] *10 =140 [mM] — 140 2
1[cm] * 622 [mM~t* cm=1] ~ 7 lminl — 7 mL

In der Doppelbestimmung ergab sich die volumetrische Aktivitat 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 Aktivitdten (Tabelle 4) von SsuE-Lysat mit jeweils NADPH und
NADH, sowie FMN und FAD bestimmt (Abbildung 48).
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Abbildung 48: Aktivitadtsbestimmung des geklarten Lysats von SsuE-Hiss. Nach der Expression bei 18 °C in E. coli
Tuner (DE3) und Zellaufschluss wurden 20 pL Lysat mit 200 ym NADH oder NADPH, sowie 30 um FMN oder FAD und
Reduktasepuffer (50 mm KPi, 100 mm NaCl, pH=7) auf ein Gesamtvolumen von 200 pL verdinnt. Der
Extinktionskoeffizient von NAD(P)H bei 340 nm betragt 6.22 mm'ecm" 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 Aktivitdten der Lysate von der Reduktase SsuE mit Kombinationen aus 200 pm NADPH,
30 yM FMN und 30 pm FAD. Die Parameter zur Messung im Plattenlesegerat Infinite M1000Pro der Firma Tecan waren
Schichtdicke (1 cm), Verdiinnungsfaktor 10 und Extinktionskoeffizient (6.22 mm' cm-").

Enzym | Substrat 1 | Substrat 2 Vol. Aktivitat
FMN NADPH 67 £+ 9 mU/mL
SsuE
FAD NADPH 174 + 34 mU/mL

Wahrend flir NADH keine Aktivitat unter diesen Bedingungen gemessen werden konnte,
zeigte sich eine hohere volumetrische Aktivitat fir 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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Fir die Reduktase SsuE lasst sich zusammenfassend sagen, dass eine l6sliche
Produktion von aktivem Enzym in E. coli BL21(DE3) weder bei 25 °C mit 50 um IPTG,
noch bei 20 °C mit 200 ym IPTG mdglich war. Auch die Resolubilisierung mit Arginin
fihrte zwar zu Protein in der I8slichen Lysatfraktion, aber noch immer zu inaktivem
Enzym. Das Gleiche gilt fur den Wechsel des Expressionsstammes im Falle von
E. coli ArcticExpress (DE3). Erst die Produktion in E. coli Tuner (DE3) flhrte zu I6slichem
Lysat mit aktivem Enzym. Die Aktivittstests zeigten eine Praferenz fur FAD in der
Reduktion mit NADPH. Eine Reaktion mit NADH konnte nicht gezeigt werden.

Im Vergleich zur Literatur, in der zur Charakterisierung der (NADPH)-abhiangigen FMN-
Reduktase SsuE, entweder der Wildtyp oder eine Variante mit N-terminalem His-7ag untersucht
wurden, 156 157-266] hefand sich der His-Tag im Konstrukt dieser Arbeit am C-Terminus. In beiden
Fillen erfolgte auch dort die Bereitstellung des Gens ssuE durch PCR aus dem Genom eines E. coli
K12-Stammes. Wihrend eine Hypothese zur Bildung der inclusion bodies die gednderte Position
des His-Tags sein kdnnte, zeigte sich doch auch bei Eichhorn et al. die Prézipitation von SsuE und
His-SsuE fiir die Produktion in E. coli BL21(DE3) bei einer Expressionstemperatur von 30 °C.[!3
Entsprechend ist die Bildung von unldslichem SsuE-Hise bei 25 °C und 20 °C bei sonst dhnlichen
Bedingungen wie Induktion mit 50 uM IPTG bei einer ODegyo von ca. 0.5-0.6 in
Ubereinstimmung mit der Literatur. Die Reduktion der Expressionstemperatur auf 16 °C bei einer
Expressionsdauer von 6 h fithrte fiir Echhorn zur Produktion von 16slichem Protein. Gao et al.
wichen bei der Produktion von SsuE teilweise von diesen Bedingungen ab, indem sie bei einer
ODsoo von 0.8 — 0.9 mit 400 uM IPTG induzierten und die Temperatur wahrend der Expression
auf 18 °C senkten.[®”] Die Expressionszeit lag hier auch bei 6 h. Die Untersuchung der Expression
iiber 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 zundchst ebenfalls die Expressionstemperatur auf 18 °C gesenkt. Im
Gegensatz zur Literatur fithrte dies jedoch nicht zur Produktion von aktivem Enzym. Die
Resolubilisierung mit Arginin basiert auf einer Unterdriickung der Aggregation und Stabilisierung
als nicht-denaturierendes Agens, analog zu Guanidium Hydrochlorid, durch Beglinstigung eines
Faltungsintermediats./**¥ Wihrend bei einem pH-Wert von 4.1 und einer Konzentration von 0.5 M
Arginin eine Wiedergewinnung von 82 % Antikdrper IgGs moglich war und bei pH =4.4 mit2 M
Arginin die Resolubilisierungsrate 84 % betrug, zeigt sich, dass der Einfluss der Konzentration ab
0.5M eher gering ist. Der pH-Wert hingegen hat einen stirkeren FEinfluss, denn die
Wiedergewinnungsrate von 16slichem IgGs bei pH =4.7 und 2 M Arginin lag nur noch bei
65 %.12%4 Deshalb ist das Verhiltnis zwischen resolubilisierter SsuE mit 1 M Arginin in der
Fraktion resP und der daraus gewonnenen Elutionsfraktion, sowie dem zuriickbleibenden Pellet P
bei pH = 7.8 nach qualitativer SDS-PAGE-Analyse ein nachvollziehbares Ergebnis. Obgleich
dieser pH-Effekt fiir 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 durchfiihrten.[**®! Da
der Antikorper 1gG4 keine katalytische Aktivitét hat, kann die fehlende Aktivitdt 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 konnen, die erhaltene
oder wiedergewonnene Loslichkeit die Menge an aktiven, korrekt gefalteten Proteinen aber nicht
erhohen.?> 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-gestiitzte Neufaltung nach 17 h Inkubation bei 4 °C.1**>! Entsprechend war
die Phase der Resolubilisierung von SsuE-Hise 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
hoherer 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 Aktivitdt verliert und
dass gereinigte SsuE zwar mehrere Tage aktiv bleibt, aber im Prozess der Reinigung stark an
Aktivitdt verliert. Dies kdnnte eine schliissige Begriindung darstellen. Erst der Wechsel zum
Stamm E. coli Tuner (DE3), sowie die Reduktion der Temperatur auf 18 °C in Kombination mit
einem Kilte- und Ethanol-Schock, die die Stress-Antwort in E. coli auslosen und die Hitzeschock-
Proteine Dnak, DnaJ, GrpE, GroEL und GroES produzieren lassen,?** 261 erméglichte 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
hinzugefiigt. Sowohl Eichhorn et al. als auch Gao et al. nutzten 500 mM bzw. 100 mM NaCl in
ihren Puffern. Vergleicht man die Aktivititen der gereinigten Proteine SsuE bzw. His-SsuE mit
den Lysaten dieser Arbeit, so ist eine nominelle Bewertung schwer, da keine volumetrischen
Aktivitdten verglichen werden kénnen. Was aber bestitigt werden konnte ist die Priferenz von
SsuE fiir NADPH iiber NADH, welche in den unterschiedlichen Ky-Werten um den Faktor 12.1
deutlich wird [Km(NADPH) = 46.0 uM; Km(NADH) = 555.5 uM aus Lit. ['**1]. So erklirt sich auch
die nicht detektierbare Aktivitit mit NADH beim Vergleich der Nicotinamid-Substrate. Der
Aktivitdtsunterschied von Faktor 2.6 fiir FAD und FMN deckt sich ebenfalls mit dem Unterschied
in den spezifischen Aktivititen um den Faktor 1.8 [Vmax(FMN) = 0.54 U/mg; vmax(FAD) =
0.96 pM].[¢ Einen Vergleich der Lysat-Aktivitit ist jedoch mit der Doktorarbeit von Ina
Wynands moglich. In der Dissertation wurden 3 puL SsuE-Lysat mit einer Aktivitidt von 0.55 mu
genutzt.'%] Diese 183 mu/mL liegen in der gleichen GroBenordnung wie die volumetrische
Aktivitdt von SsuE-Hise, die in dieser Arbeit fiir FAD und NADPH mit 174 + 34 mu/mL detektiert
werden konnten. Der neu postulierte Mechanismus von Driggers et al. iiber die Bindung zweier
Molekiile FMN — eines fest gebunden und eines als Cosubstrat — ist fiir die Betrachtung von SsuE
als Reduktase fiir Halogenierungen wichtig.!'*®! Fiir diesen Biokatalyseeinsatz ist daher FMN als
Zusatz essentiell, allerdings besteht die Moglichkeit das FMN-Cosubstrat durch FAD zu
substituieren, welches die FI-Hal zur Halogenierung benétigen.
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Da die Aktivitaten 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
Uberexpression 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

Fir die Amplifikation des Gens der Reduktase PrnF (Abbildung 49) wurde das
synthetische Pyrrolnitrin-Cluster [pUC57-Brick(+)-prnABCDF] verwendet. Die PCR-
Ansatze 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.
prnF M prnfF-Hisg
555 57,9 60,7 63,6 66,4 55,5 57,9 60,7 63,6 66,4 69,3 [°C]
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Abbildung 49: Analytisches Agarosegel zur PCR von prnf und prnF-Hiss 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 fiir den Marker (Thermo Scientific™ O'GeneRuler 1 kb DNA Ladder, Ready-to-Use- 250-
10,000 bp). Die PCR-Produkte prnF und prnF-Hiss haben eine GréRe von 585 bp bzw. 609 bp.

Die Expression von E. coli BL21(DE3) pET28a(+)-prnf-Hise erfolgte in TBkan-Medium
nach Induktion mit 100 um IPTG (ODsoo = 0.6) bei 20 °C. Die Zellernte erfolgte nach 24 h.
Fiir den Aufschluss wurden 5 g Zellen in 20 mL Aquilibrierungspuffer (50 mm KP;i, 300 mm
NaCl, 10 mm Imidazol, pH = 7.5) resuspendiert. Nach dem Zellaufschluss via Ultraschall
wurde das Lysat durch Zentrifugation gewonnen. Fiir die Reinigung wurde das Akta-
Programm der SsuE (Gradient: 10 mm, 100 mM, 200 mM und 300 mm Imidazol) aus dem
Kapitel 10.4.1 gewahlt (Abbildung 50). Die Elution wurde bei einer Konzentration von 200
mm Imidazol durchgefiihrt und die Fraktionen 13 — 17 (Minute 9 — 14) vereinigt. Diese
zeigten eine gelbe Farbe in den Auffangréhrchen.
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Die kombinierten Fraktionen wurden via Centricons auf ein Volumen von 5 mL eingeengt.
Nach Entsalzung mit PD10-S&ulen ergaben sich 14 mL Reduktase in Lagerungspuffer.
Die Konzentration wurde auf 2.76 mg/mL berechnet [MW: 20.96 kDa; €280 (Cystine
oxidiert): 13075 m™ cm-"]. Dies ergibt etwa 155 mg Protein aus 1 L Kultur.
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Abbildung 50: Reinigung von PrmF-Hiss. A) Zeigt das Reinigungschromatogramm der Akta purifier fir die Reinigung
von PrnF-Hiss. Dargestellt sind die Absorptionen bei 280 nm (blau) und 450 nm (orange). Aulerdem sind die
Konzentrationsschritte von Puffer B (50 mm KPi, 300 mm NaCl, 1 m Imidazol, pH = 7.5) in Prozent gezeigt (griin). B)
SDS-PAGE-Gel zum Reinigungsprofil der Expression von E. coli BL21(DE3) pET28a(+)-prnF-Hise bei 20 °C. Gezeigt
sind die Spuren Z fir Zellprobe nach Expression, Rohlysat nach Aufschluss (RL), geklartes 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 fiir den Leervektor und M fur Marker (PageRuler™
ungeférbte Proteinleiter, 10 bis 200 kDa von Thermo Fisher Scientific Inc.). PrnF-Hise hat eine berechnete GroRRe von
21 kDa.

Die Aktivitat von PrnF-Hise wurde bei 30 °C bestimmt. Hierfir wurde die Abnahme der
Absorption bei 340 nm fir NADH (e340: 6.22 mm'cm™') gemessen. NADH und FAD
wurden hier mit einer Konzentration von 200 um bzw. 30 pm eingesetzt. PrnF-Hiss wurde
mit einer Verdinnung des Faktors 25000 in Reduktase-Puffer (50 mm KPi, 100 mm NaCl,
pH = 7) vermessen. Fir eine vergleichbare Bestimmung der Aktivitaten (Abbildung 51)
von gereinigtem Enzym (orange Quadrate) und geklartem Lysat (schwarze Kreise),
wurden die volumetrischen Aktivitdten bestimmt. In der Dreifachbestimmung ergaben
sich die volumetrischen Aktivitdten fur das Lysat von 186.30 = 12.04 u/mL und fir
gereinigtes Enzym 197.18 £ 21.22 u/mL. Da das gereinigte Enzym eine Konzentration
von 2.76 mg/mL hat, ergibt sich die spezifische Aktivitat von 71.44 + 7.69 u/mg.
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Abbildung 51: Aktivitatsbestimmung des geklarten Lysats und der gereinigten, entsalzten PrnF-Hise. Lysat und
gereinigtes Enzym wurden mit einer Verdliinnung von 25000 vermessen. Cofaktoren wurden mit 200 pm fir NADH und
30 pwm fiir FAD eingesetzt. Gemessen wurde bei 30 °C in Reduktasepuffer (50 mm KPi, 100 mm NaCl, pH = 7) in einem
Gesamtvolumen von 200 uL. Der Extinktionskoeffizient von NADH bei 340 nm betragt 6.22 mm'cm™ und die
Schichtdicke der Mikrotiterplatte 0.5 cm. Gezeigt sind die Absorptionsabnahmen von NADH in der Reaktion mit FAD
fir 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 Aktivitaten fir das Lysat von
186.30 £ 12.04 u/mL und fur gereinigtes Enzym 197.18 + 21.22 u/mL. Da das gereinigte
Enzym eine Konzentration von 2.76 mg/mL hat, ergibt sich die spezifische Aktivitat von
71.44 £ 7.69 u/mg. Unter Einbeziehen des Molekulargewichts von PrnF-Hiss entspricht
dies unter den angegebenen Assaybedingungen einer Wechselzahl k von etwa
25 + 3 571, die wie folgt berechnet wird:

umol * g

1 o TU i vxba
k [—] = spez. Aktivitit [—] * Molekulargewicht [Da] = [ ] - [ i
. mg myg minxmg * mol

_[ umol * g ]_[ umol ]_[ umol _[ 1 ]
" Imin*mg * moll = [minx mmoll ~ 160 s 1000 umoll ~ 60000 s

Fiir die Bereitstellung der Reduktase PrnF-Hiss wurden aus 500 mL Kultur nach 24 h etwa
5—6 g Zellen gewonnen. Lee et al. sprechen fiir die Produktion von His-PrnF von 3 g CDW nach
6 h, wobei kein Kulturvolumen genannt wird.!' Im Gegensatz zu Lee et al. zeigte sich bei der
Reinigung in dieser Arbeit eine Gelbfarbung der Elutionsfraktionen, welche allerdings beim
Pufferaustausch verloren ging. Beschrieben wurde ein ke von 65 s und Michaelis- Konstanten
von Km(FAD) = 3.2 uM und Km(NADH) = 43.1 uM. Aus den volumetrischen Aktivitdten dieser
Arbeit mit 197.18 = 21.22 u/mL und einer Proteinausbeute von 2.76 mg/mL kann die spezifische
Aktivitat von 71.44 + 7.69 U/mg bestimmt werden. Die sich ergebende Wechselzahl k von etwa
25+ 3 5! liegt damit in der gleichen GroBenordnung. Da Zwischen 3 ¢ CDW zur Reinigung und
k von 65 s 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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Aktivititsmessungen im pH-Optimum fiir PrnF bei pH = 7 statt. Eine anndhrend gleichbleibende
Wechselzahl findet sich im pH-Bereich von 7 —7.5, wohingegen die katalytische Effizienz
(kea/Km) sogar iiber einen Bereich von pH = 6.5 — 8.5 dhnlich ist.l'® Fiir eine Anwendung mit
Halogenasen zeigten Ismail et al., dass eine volumetrische Aktivitdt von 2.5 u/mL fiir 1.2 mol-%
Halogenase in combiCLEAS ausreicht. Die Expression erfolgte dort bei 30 °C in 1 L Kultur fiir
72 h.

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

8.1.3 Glucose-Dehydrogenase als Cofaktor-Recycling-System

Die in dieser Arbeit verwendete GDH wurde Uber Fermentation durch das Institut fiir
molekulare Enzymtechnologie (IMET) bereitgestellt.2%7] Nach der Ubergabe von
Zellpellets durch Holger Gieren erfolgte die weitere Aufarbeitung in unserem Institut.
Hierflr stellte Beatrix Paschold Rohlysate bereit. Der Zellaufschluss erfolgte mit 25 %
(w/v) in einem 100 mm Puffer TRIS-HCI mit einem pH = 8. AnschlieRend erfolgte die
Zugabe von Glycerol [50 % (v/v)]. Vor der jeweiligen Anwendung erfolgte die
Bestimmung der volumetrischen Aktivitat der GDH Uber die photometrische Detektion der
NADH-Bildung. Exemplarisch sei in der folgenden Abbildung 52 der Anstieg der
Absorption als Triplikat dargestellt.
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Abbildung 52: Aktivitdtsbestimmung des Rohlysats der GDH. Lysate wurden mit einer Verdiinnung von 20000
vermessen. Als Cofaktor wurde NAD* mit 10 mm eingesetzt. Gemessen wurde in Reaktionspufferpuffer (50 mm KP;,
pH =7.2), welcher das Substrat Glukose mit einer Konzentration von 40 mm enthielt. Das Gesamtvolumen betrug
200 pL. Der Extinktionskoeffizient von NADH bei 340 nm betragt 6.22 mm'ecm™" 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, I8sst sich die volumetrische Aktivitdt analog zu den Reduktasen
berechnen. In der Dreifachbestimmung ergaben sich die Steigungen 0.028 min-', 0.029
min, 0.029 min' und damit die durchschnittliche volumetrische Aktivitdt von
184.72 + 4.82 u/mL. Mit etablierter Reduktase und einem mdglichen CRS sollen nun die
eigentlichen Halogenierungen betrachtet werden.

Die Aktivitit der GDH wurde als 197 u/mL bzw. 19.9 u/mg im zellfreien Extrakt
beschrieben.”®” Diese ist nahezu deckungsgleich mit der in dieser Arbeit bestimmten
volumetrischen Aktivitdt von 184.72 +4.82 U/mL.
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8.2 Halogenase PrnC aus der Pyrrolnitrin-Biosynthese

8.2.1 Kilonierung, Expression und biochemische Analyse

Die Isolation des Gens prnC wurde durch die Bereitstellung des Stammes Pseudomonas
protegens Pf-5 durch Katrin Réllen (IMET) ermdglicht. Die initiale Konstruktion durch
Isolation aus dem Genom wurde durch Alexander Veljko Fejzagi¢ im Zuge dieser Arbeit
durchgefihrt. In einer Touchdown PCR (Abbildung 53) entstand das Fragment prnC-Hiso.
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Abbildung 53: Analytisches Agarosegel zur PCR von prnC-His aus dem Genom von Pseudomonas protegens Pf-5.
Als Primer wurden AFE005_VO001_pET28a_prnC fw und AFE005_V001_pET28a_prnC rv verwendet. M steht hierbei
flr 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 Grof3e von 1737 bp.

Nach der Amplifikation des Gens mit entsprechenden Restriktionsschnittstellen (RE) fur
den Zielvektor wurden die Probenbanden aus dem Agarosegel ausgeschnitten und mit
Wasser eluiert. AnschlieRend konnte Uber eine Ligation mit geschnittenem Vektor
pET28a(+) das Konstrukt pET28a(+)-prnC-His generiert werden. Es zeigte sich in der
Sequenzierung einerseits ein verlangerter Hiso-tag, sowie eine Punktmutation, welche in
einer folgenden QuikChange-PCR eliminiert wurde. Der Aminosaureaustausch lautet
E9G. Entsprechend ergab sich das finale Expressionskonstrukt pET28a(+)-prnC-Hisg
(Kapitel 14.1). Als Standard-Expressionswirt wurde auch fur PrnC zunachst E. coli
BL21(DE3) transformiert.

74



Ergebnisse und Diskussion

Expression von PrnC-Hiss in E. coli BL21(DE3)

Fur die Expression wurden 1 L TBkan-Medium in einem 3 L-Fernbrachkolben mit 0.5 %
Vorkultur E. coli BL21(DE3) pET28a(+)-prnC-Hisg inokuliert. Bei einer ODeoo von 0.8
wurde mit 100 um IPTG induziert und die Temperatur der Wachstumsphase —in
Anlehnung an die Expression in P. fluorescens® — von 37 °C auf 28 °C gesenkt. Die
Schuttelfrequenz von 140 rpm wurde beibehalten. Die Zellernte erfolgte nach 24 h. Die
Zellen wurden in Aufschlusspuffer (50 mm KP;, 500 mm NaCl pH = 7.5) aufgeschlossen.
Die Reinigung erfolgte mit den drei Imidazol-Konzentrationen 50 mm fir die
Waschfraktionen, 100 mm fur die 1. Elutions- und 500 mm fur die 2. Elutionsfraktion
(Abbildung 54 A).
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Abbildung 54: SDS-PAGE-Gele zum Reinigungsprofil der Expression von E. coli BL21(DE3) pET28a(+)-prnC-Hiso bei
A) 28 °C und B) 25 °C. A) Gezeigt sind die Spuren M fir Marker (ROTI®Mark 10-150 PLUS), LV-I als induzierter
Leervektor, LV fiir nicht induzierten Leervektor, Z firr Zellprobe nach 24 h Expression, RL fir Rohlysat, W fir
Waschfraktion mit 50 mm Imidazol und E2 fir Elutionsfraktionen 2 mit 500 mm Imidazol. B) ) Gezeigt sind die Spuren
M fir Marker (ROTI®Mark 10-150 PLUS), LV fir Leervektor, P fiir Zellpellet nach Aufschluss, KL fir geklartes Lysat,
DF fir Durchfluss der Saulenbeladung, W fiir Waschfraktion mit 50 mm Imidazol, E1 fur Elution mit 250 mm und E2 flr
Elution mit 500 mm Imidazol. | und Il sind jeweils die Proteinlésungen nach PD10-Pufferaustausch. PrnC-Hisg hat eine
berechnete GroRe von 66.1 kDa.

Diese Uberexpression konnte in Folgeexperimenten nicht mehr reproduziert werden.
Daher wurden die Expressionsbedingungen verandert. Der Induktionszeitpunkt wurde
auf ODeoo = 0.6 gesetzt und die Temperatur weiter abgesenkt. Expression wurde daher
mit 50 um IPTG bei 25 °C und 120 rpm gestartet. Der Elutionspuffer 1 wurde ebenfalls
auf 250 mmM Imidazol angepasst (Abbildung 54 B). Bei einer weiteren Reduktion der
Expressionstemperatur konnte prnC-Hisg deutlich Uberexprimiert werden (Abbildung 55).
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Abbildung 55: SDS-PAGE-Gel zum Expressionsprofil von E. coli BL21(DE3) pET28a(+)-prnC-Hisg in 50 mL bei 20 °C
und 120 rpm. Induktion erfolgte mit 200 um IPTG bei ODeoo = 0.6. Gezeigt sind die Spuren M fiir Marker (ROTI®Mark
10-150 PLUS), LV fir Leervektor-Kontrolle (E. coli BL21(DE3) pET28a(+) und die Zeitpunkte der Probenentnahme
nach Induktion in Stunden der Expression. AuRerdem ist eine Vergleichsprobe der 500 mL Hauptkultur (HK)
aufgetragen. PrnC-Hisg hat eine berechnete GroRe 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).
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Abbildung 56: SDS-PAGE-Gel zum Reinigungsprofil der Expression von E. coli BL21(DE3) pET28a(+)-prnC-Hisg bei
20 °C und 120 rpm. Gezeigt sind die Spuren M fiir Marker (ROTI®Mark 10-150 PLUS), LV fir Leervektor-Kontrolle, P
fur Zellpellet, KL fuir geklértes Lysat, DF fur Durchfluss der Saulenauftragung, W fiir Waschfraktion mit 100 mm Imidazol
und E fir Elution mit 500 mm Imidazol. PrnC-Hisg hat eine berechnete Grée von 66.1 kDa.

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

Nach der Transformation wurde der Stamm  E. coli ArcticExpress(DE3)
pET28a(+)-prnC-Hisg fir die Expression genutzt. Nach dem Ethanol- und Kalteschock
und der Induktion mit 100 um IPTG bei ODsoo = 0.5 erfolgte die Proteinproduktion bei
10 — 15 °C fur 48 — 72 h. Fur den Zellaufschluss wurden Zellpellet mit 20 % (w/v) in
Aquilibrierungspuffer (50 mm KPi, 300 mm NaCl, 10 mm Imidazol, pH = 8) resuspendiert
und aufgeschlossen. Die Reinigung erfolgte durch Auftragung von geklartem Lysat auf
eine Ni-NTA superflow cartridge und wurde entweder mit einer Peristaltikpumpe oder
dem automatisierten System des Akta purifier durchgefiinrt (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
Farbung. Diese ging aber bei der Entsalzung verloren.
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Abbildung 57: Reinigung der Expression von E. coli ArcticExpress(DE3) pET28a(+)-prnC-Hise nach Expression bei
10 — 15 °C mittels Akta purifier. A) Zeigt das Reinigungschromatogramm der Akta purifier fiir die Reinigung von PrnC-
Hiso. Dargestellt sind die Absorptionen bei 280 nm (blau) und 450 nm (orange). AuRerdem sind die
Konzentrationsschritte von Puffer B (50 mm KPi, 300 mm NaCl, 1 m Imidazol, pH = 8) in Prozent gezeigt (griin). Nach
der Auftragung des Lysats erfolgte der Waschschritt mit 7 Saulenvolumen (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) durchgefiihrt. Die Lagerung von PrnC-Hisg 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-Hisg. Von Links
nach rechts zu sehen sind die 5 mL Fraktionen 10 — 16 und entsprechen auch der Zeit zwischen 10 min und 16 min.

Fir den Verlauf der Reinigung wurde auch eine Gelelektrophorese durchgefiihrt, welche
Expressionsbanden in der erwarteten GroRRe zeigten (Abbildung 58). Als Nachweis, dass
es sich bei dem isolierten Protein um PrnC-Hisg 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).
AuszuschlieRen 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-Hisg bei 10 — 15 °C und 120 rpm. Gezeigt sind die Spuren M fur Marker (ROTI®Mark 10-150 PLUS), LV fir
Leervektor-Kontrolle, P fur Zellpellet, KL fur geklartes Lysat, DF fir Durchfluss der Saulenauftragung, W fir
Waschfraktion mit 100 mm Imidazol und E fiir Elution mit 500 mm Imidazol. Nach dem Entsalzen wird das Protein mit
Centricons eingeengt. Die konzentrierte Enzym-L&sung in Lagerungspuffer befindet sich in Spur kE. PrnC-Hisg hat

eine berechnete GroRe von 66.1 kDa.

Nach der Isolation und Trypsin-Verdau der Proteine wurden die Proben an die Kollegin
Christina Mack am Institut fur Bio- und Geowissenschaften IBG-1: Biotechnologie
(Forschungszentrum Julich) zur MALDI-ToF-Analyse Uberreicht. Ein Vergleich der beiden
Proben mit E. coli-eigenen Proteinen bestatigte die Identitat von PrnC-Hisg durch Massen
der Aminosaure-Fragmente (Abbildung 59).
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Abbildung 59: MALDI-ToF-Analyse von PrnC-Hisg nach einem Trypsin-Verdau. Gezeigt sind die detektierten Massen
der Aminosaurefragmente, die mit der Sequenz Ubereinstimmen (rot). Die Hydrolyse erfolgte hauptsachlich nach

Argininen (R) und einmal nach einem Lysin (L).
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Mit den Hinweisen auf die korrekten Massen fir Fragmente von PrnC-Hisg wurden
Kristallisationsversuche mit Prof. Dr. Oliver H. Weiergraber (Institut fir Biologische
Informationsprozesse, IBI-7: Strukturbiochemie, Forschungszentrum Jilich), sowie DLS-
Messungen durchgefiihrt. Die DLS-Messungen zeigten auf Grund der gro3en Radien
eine Mischung oligomerer Strukturen (n > 10). Die Kristallisation war mit dieser nicht-
monodispersen Proteinldésung nicht erfolgreich. Die Prioritat der Kristallstruktur riickte
damit zunachst nach hinten und der Nachweis der Aktivitat wurde zum zentralen Fokus
der weiteren Experimente. Hierfir mussten Substrat und Produkt synthetisiert werden,
um einen Nachweis Uber analytische Methoden zu gewahrleisten.

Zunéchst stellte sich die Frage, ob der Einfluss des entstandenen Hiso-tags bei der Klonierung
von prnC (Kapitel 8.2.1) signifikant ist. Fiir die Affinitats-Reinigung zeigten Mohanty und Wiener,
dass fiir die Elution im Vergleich eine hohere Imidazol-Konzentration nétig war. Wahrend die
Hise-tag-Proteine mit 100 mM Imidazol eluiert wurden, waren fiir die Hisio-tag-Variante 500 mm
Imidazol nétig.**®! 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 konnte an einer geringeren Affinitdt bei der Reinigung liegen,
die Knecht et al. bei einer Untersuchung der Dissoziationskonstanten fiir His>- bis Hisio-Peptide
untersucht haben. Hier zeigte sich ein Abfall in der Affinitit zu Ni’" ab einem Oligo-Histidin von
Hiss, bedingt durch hohere Freiheitsgrade und damit Flexibilitit des Tags.[**! Der lingere His-
Tag hat aber nicht zwangsldufig Einfluss auf die Enzymaktivitit. Yan et al. verglichen die
spezifischen Aktivititen der D-Aminosdureoxidase (DAO) mit Hiss- und Hiso-Tag und fanden
dhnliche Werte fiir beide Varianten.*°”) Fiir eine hohere Proteinausbeute und geringere Imidazol-
Konzentrationen wihrend der Reinigung kann eine Verkleinerung des Tags also sinnvoll sein,
Einfluss auf die Aktivitit muss es aber nicht zwangsldaufig haben. Fiir die I6sliche
Proteinproduktion wurden auch fiir andere Halogenasen Strategien erforderlich, wie sie in dieser
Arbeit fiir PrnC gezeigt wurden (Kapitel 8.2.1). Beispielsweise wurde nach unldslicher Produktion
von HalB in E. coli BL2I(DE3)pLysS bei 30°C der Produktionsstamm zu
Pseudomonas aureofaciens ACN und Pseudomonas fluorescens BL915 gewechselt.?*”) Die Ein-
Komponenten-Halogenase VemK wurde in BL21(DE3) pGro7 bei 16 °C produziert.**! Ebenso
wurden die Halogenasen Xcc4156 und RebH im Chaperon-co-exprimierenden Stamm BL21(DE3)
pGro7 bei 25 °C hergestellt!!* 31 und krml im E. coli BL21(DE3) pG-KJES8-Stamm bei ebenfalls
16 °C exprimiert, der ebenfalls Chaperone bereitstellt.*!) Die Halogenase CmlS, welche FAD
kovalent bindet, wurde ebenfalls bei 15 °C in E. coli BL21(DE3) produziert.**?! 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 Kilteschock produziert.'>>! Peh et al.
zeigten kiirzlich, dass fiir die losliche Produktion von PrnC ein elf Aminosdure-langer tag
(NT11)B%! hilfreich ist und die Ausbeute an 18slichem PrnC von ca. 1 mg/L Kultur auf 9 mg/L
Kultur erhdht.* Diese wurden in dieser Arbeit allerdings auch ohne NT11 erreicht.
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8.2.2 Synthese des natiirlichen Substrats und Produkts von PrnC

Fir 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).3%% Bei der konvergenten
Synthese wurde zunachst kommerzielles N-Triisopropylsilyl-1H-pyrrol (26a) mittels
N-lodsuccinimid (2b) iodiert. Das Rohprodukt 3-lod-N-(TIPS)-1H-pyrrol (26b) wurde nach
GC-MS-Analyse Uber einen Lithium-Halogen-Austausch zum chlorierten Derivat 3-Chlor-
N-(TIPS)-1H-pyrrol (26¢c) umgesetzt. Im Anschluss an die Aufarbeitung und Reinigung
folgte die erneute lodierung mit NIS (2b) zum 3-Chlor-4-iod-N-(TIPS)-1H-pyrrol (26d).
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Abbildung 60: Synthese-Route von MDA (22c¢) und APRN (22b). Angegeben sind die Ausbeuten in Prozent. Das
Produkt der ersten lodierung wurde nicht isoliert und stellt nur die Umsetzung dar, welche mittels GC-MS bestimmt
wurde (*). Die Ausbeuten in Klammern fiir 22b du 22c¢ stellen die Gesamtausbeute uber alle Syntheseschritte dar. a)
lodierung von 1.00 Aq. N-TIPS-1H-pyrrol (26a) mit 1.1 Ag. NIS (2b) in Aceton fiir 7 — 12 h bei RT. b) Lithium-Halogen-
Austausch von 1.00 Aq. 3-lod-N-TIPS-1H-pyrrol (26b) mit 2.05 Aq. BuLi und 2.00 Aq. Hexachlorethan in THF fiir
zwelmal 30 min bei — 78 °C. c) lodierung von 1.00 Ag. 3-Chlor-N-TIPS-1H-pyrrol (26¢) mit NIS (2b) in Aceton fiir

— 12 h bei RT. d) Palladium-katalysierte [PdCI2(CH3CN)z, 0.03 Aq.] Borylierung von 1.00 Aq. 3-Chlor-4-lod-N-TIPS-
1H-pyrro| (26d) mit 1.30 Aq. HBPin (41) und SPhos (0.09 Aq.) in 1,4-Dioxan fiir 12 h bei 95°C. e) Deprotonierung von
1.00 Aq. 1-Brom-3-chlorbenzol (38) mit 1.40 Aq. BuLi und 1.50 Aq. DIPA in THF fiir 15 min bei 0 °C mit anschlieRender
Carboxylierung durch Trockeneis (COzs) fir 1h bei —78°C. f) Schmidt-Reaktion von 1.00 Aq. 1-Brom-6-
chlorbenzoesaure (39) mit 1.00 Aq Natriumazid in konzentrierter Schwefelsaure fiir 1.5 h bei 60 °C. g) und i) Suzuki-
Miyaura-Kreuzkupplung von 1.20 Ag. borylierten N-TIPS-Pyrrolen (26e und 26f) und 1.00 Aq. Anilin (40) mit 3.00 Aq.
Kaliumphosphat und 0.05 Aq. Palladium-Katalysator in einem n-Butanol-Wasser-Gemisch mit fiir 12 h bei 35 °C.
h) und j) TBAF-Entschiitzung (2.00 Ag.) von 1.00 Ag. N-TIPS-Pyrrolen (22b und 22¢) in THF fiir 1 h bei RT.
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In einer Masuda-Borylierung!3%: 3071 mit Pinacolboran (41) wurde die letzte Zwischenstufe
dieses Synthesezweigs hergestellt, das 3-Chlor-4-BPin-N-(TIPS)-1H-pyrrol (26e). Der fur
die Kreuzkupplung benétigte Arylrest des zweiten Synthesezweigs wurde ausgehend von
1-Brom-3-chlorbenzol (38) Uber eine Carboxylierung mittels Trockeneis synthetisiert und
lieferte im ersten Schritt die 2-Brom-6-chlorbenzoesaure (39). Eine anschlielende
Schmidtreaktion!3%¢] ermdglichte die Bereitstellung von 2-Brom-6-chloranilin (40). Beide
Syntheserouten wurden in der Suzuki-Miyaura-Reaktion®? zum geschitzten N-
Triisopropylsilyl-Aminopyrrolnitrin (N-TIPS-22b) zusammengefihrt. Fur die Synthese von
MDA (22c) konnte fir die Kreuzkupplung auf die kommerzielle Boronsaure 26f
zurtickgegriffen werden. Fur die Anwendung in der Biokatalyse wurde mit einer Fluorid-
Quelle im letzten Schritt die TIPS-Schutzgruppe entfernt.

Wahrend die erste lodierung mit mehr als 95 % Umsatz quantitativ erfolgte, stellte der
Lithium-Halogen-Austausch eine grofere Herausforderung dar. Die Reinigung vom
Nebenprodukt des Hexachlorethans fuhrte zu Produktverlust. Dies aufert sich in der
Ausbeute von 60 — 82 %. Die erneute lodierung 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 fur MDA (22c¢) und APRN (22b) fihrten mit 45 — 80 % bzw. 40 — 60 %
Ausbeute zu ausreichend Produkt fiir Analytik und biokatalytische Verwendung, da die
Entschitzungen mit 65 — 90 % keine Limitierung darstellten. Fur beide Komponenten 22b
und 22c, sowie fir das kommerziell erworbene Pyrrolnitrin (22a) wurden GC-MS-
Chromatogramme aufgenommen (Abbildung 61), um eine erste Analytik fur
Umsetzungen zu etablieren Die dazugehdrigen Massenspektren befinden sich im
Anhang (Abbildung 116).

MDA (22¢)

APRN (22b) |

PRN (22a)

Retentionszeit [min]

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
Verhéltnis 3:1. Flr APRN (griin) ist eine Retentionszeit von 12.00 min detektiert wurde und das Isotopenmuster
m/z: 226.014, 227.986, 230.009 im Verhaltnis 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 Verhaltnis 9:6:1.

81



Ergebnisse und Diskussion

Zusatzlich zur Analyse mit GC-MS, erfolgte auch die Vermessung und praparative
Isolation von APRN (22b) mittels RP-HPLC (Abbildung 62). In der
Saulenchromatographie (flash chromatography) befanden sich in einigen Fallen 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 Uber die analytische
HPLC vermessen (Abbildung 63).
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Abbildung 62: Chromatogramm der praparativen HPLC-Reinigung von APRN (22b). Trennung des chemisch
synthetisierten und entschitzten APRN von den in der Synthese entstandenen Verunreinigungen (Peak 1 und 2).
Gezeigt ist das Chromatogramm der Detektionswellenlange 224 nm. APRN (22b) zeigte eine Elution bei 72 — 80 min
(75.4 min). Als Laufmittel wurde 35 % Acetonitril mit 0.1 % Formiat verwendet.
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Abbildung 63: Chromatogramm der analytischen HPLC von MDA (22c). Analyse des chemisch synthetisierten MDA
nach der Entschiitzung. Gezeigt ist das Chromatogramm der Detektionswellenlange 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.
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Fiir die Untersuchung der Aktivitdt wurden zunéchst das natiirliche Substrat und Produkt
synthetisiert (Kapitel 8.2.2). Fiir 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 liber deaktivitertes Silica schnell erfolgen muss, da andernfalls die
eine Protodeborylierung eintritt.**>) Genau dies scheint in den Synthesen dieser Arbeit der Fall
gewesen zu sein, was die geringen Ausbeuten von 20 —40 % erkldrt (Abbildung 60 und
Kapitel 11.1.1). Zu Grunde liegt hier die Instabilitdt von verschiedenen aromatischen Boronséuren
bei verschiedenen pH-Werten.[** 319 Aych die Strategie der Miyaura-Borylierung!!-"3 wurde
durchgefiihrt, fiihrte jedoch nicht zu einer Steigerung der Ausbeuten. Da der Zweck dieses
Syntheseteils nur die Bereitstellung von natiirlichem Substrat und Produkt fiir die Untersuchung
der Halogenase PrnC ist, stiitzte 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.[”%-3%%)
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8.2.3 Design of Experiment (DoE) zur Umsetzung mit PrnC

Mit der etablierten Analytik fir MDA und APRN in der GC-MS konnte die biochemische
Charakterisierung von PrnC-Hisg bezogen auf kinetische Aspekte begonnen werden.
Nach initialen Umsetzungen von MDA mit PrnC-Hisg bei den pH-Werten 6, 7 und 8, zeigte
sich die hdchste Umsatzrate bei pH = 7 mit der Tendenz zu pH = 8 (Abbildung 64).
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Steigung [1/h]
Kor. R-Quadrat 0.9884 0.99578 0.99772

Abbildung 64: Umsetzung von MDA (22c) zu APRN (22b) mit PrnC-Hisg bei den pH-Werten pH = 6 (rote Quadrate),
7 (schwarze Kreise) und 8 (blaue Dreiecke). Gezeigt sind die Signalflachen des Produktes APRN (22b) normalisiert
auf die Signalflache des internen Standards (IS) von m-Chlortoluol. Die Umsatzrate anhand der Flachenquotienten
wurde flr die Reaktionszeit von 7 h bestimmt und betragt fir pH =6 m=1.98*103+1.51*10* h', fir pH=7
m = 3.09*10% + 1.42*10* h"" und pH = 8 m = 2.43*10% + 8.22*105 h".

In dem Versuch war auch zu sehen, dass PrnC-Hisg bei pH = 7 eine hohere Stabilitat zu
zeigen scheint. Wahrend 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 durchgefiihrt. In diesem als factorial design bezeichneten Versuchsaufbau,
werden fur jeden Parameter zwei Grenzwerte definiert. Bei Konzentrationen bspw. kleine
und groRe Konzentration. Dieses factorial design wurde in Duplikaten durchgefiihrt
(genaue Messwerte sind im Anhang Kapitel 14.4 dargestellt) und sollte in Abhangigkeit
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der verschiedenen Parameter eine Praferenz verdeutlichen (Abbildung 65). Bei der
Planung und Auswertung erfolgte die Unterstitzung durch Dr. Thomas Classen.
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Abbildung 65: Darstellung der Statistik zum factorial design von PrnC-Hise. Gezeigt sind Daten zur Umsetzung von
MDA (22c) zu APRN (22b) fiir eine Optimierung der Umsatzraten. Die Graphen stellen hierbei nur die Verédnderung
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 (o)
zusammengefasst wurden. Die daraus resultierende Standardabweichung ist mit entsprechenden Linien dargestellt.
Zusatzlich wurde eine Kerndichteschatzung durchgefihrt, die eine Wahrscheinlichkeitsverteilung darstellt (graue
Flache). Fur die Veranschaulichung der begtlinstigten 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-Aktivitat 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 ym UND 500 pm, die NADPH-Konzentrationen (E) mit 50 um und 1000 pm, sowie die Chlorid-
Konzentration (F) mit 10 mm und 100 mm.
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Der Arrhenius-Gleichung®'4 folgend zeigte sich so eine schnellere Umsetzung bei 40 °C
im Vergleich zu 20 °C. AuRRerdem zeigte eine geringere Aktivitdt der Reduktase héhere
Signalflachen, sowie erneut der pH-Wert von 7. Wahrend der Cofaktor FAD mit geringerer
Konzentration von 10 uM und NADPH mit hdherer Konzentration von 1 mm mehr Produkt
generierten, zeigte die geriingere Konzentration des Cosubstrats NaCl mit 10 mm die
besseren Ergebnisse. Einen wirklichen Aktivitatsschub bekam die Reaktion aber erst
nach dem Wechsel der Reduktase. Nach der I6slichen Expression von PrnF-Hiss konnte
MDA (22c) zur vollen Umsetzung zu APRN (22b) gebracht werden.

Mit dem natiirlichen Substrat und Produkt konnten die Bedingungen der Reaktion untersucht
werden (Kapitel 8.2.3). Altman et al. deuteten in einem Beitrag in ,,Verhandelingen Natuurkunde*
fiir PrnC eine Bromierungs- und Chlorierungs-Aktivitit an.>°1 AuBerdem nannten sie ein pH-
Optimum von pH 7 und eine optimale Konzentration an Chlorid von 20 — 50 mM. Eine héhere
Konzentration von Chlorid iiber 75 mM soll eine Inhibierung der Halogenierungsreaktion zur
Folge haben.”*”) Da es sich bei dieser Verdffentlichung 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 unterstiitzten,
wurde nach optimalen Reaktionsbedingungen gesucht. Im DoE-Ansatz konnte gezeigt werden,
dass die hochste Halogenierungsrate in der Tat bei pH = 7 vorlag (Abbildung 65). Auch im Vortest
(Abbildung 64) wurde dies bestitigt und zeigte eine lingere Reaktionsdauer. Dazu konnte ebenso
die Bevorzugung einer geringeren Chlorid-Konzentration bestdtigt werden, da die
Produktzunahme bei 10 mM NaCl starker war, als bei 100 mM (Abbildung 65). Die hohere
Halogenierungsrate ~ bei 1000 umv NADPH  konnte  zwar  einfach an  der
Gleichgewichtsverschiebung liegen, allerdings deutete die Verdoppelung der relativen
Umsatzraten (Abbildung 65 E) bei Verzwanzigfachung der Konzentration den Sattigungsbereich
der SsuE an, da kein linearer Zuwachs der Umsatzraten erkennbar war. Mit einem Ky von
46 pm*° fiir NADPH lag die niedrige, eingesetzte Konzentration von 50 pM 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 hochste Aktivitdt mit
500 um NADPH und keine Inhibierung bei héheren Konzentrationen.!'**! Auch die Bevorzugung
der geringeren Konzentration von FAD von 10 uM anstelle von 500 pM kann mit der Reduktase
begriindet werden, da die SsuE schon bei 100 pM eine Substratiiberschussinhibierung zeigtel'>®,
Hinzu kam die Feststellung, dass ein angleichendes Verhiltnis zwischen hohem Elektronendonor
(NADPH) und Elektronenakzeptor (FAD) zu keiner produktiven Halogenierung fiihrte, sondern
eine Entkopplungsreaktion zu Wasserstoffperoxid (H202) zu begiinstigen scheint und damit
sowohl Reduktionsidquivalente unproduktiv verbraucht werden, als auch zu Instabilitit von
Substrat und Enzymen fiihren.['®! Die gestiegene Halogenierung bei 40 °C (Abbildung 65 A) ist
nicht auf die Reduktase zuriickzufiihren, da die SsuE bei 45 °C eine Verringerung der Wechselzahl
um den Faktor 4 im Vergleich zu 30 °C zeigt.['®*) Entsprechend wiren eine hohere Diffusionsrate
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von FADH; zum PrnC und eine hohere Reaktionsgeschwindigkeit im Einklang mit der Arrhenius-
GleichungB'! mégliche Begriindungen. Fiir die hohere Halogenierungsrate bei geringerer
Reduktase-Aktivitdit wurde keine passende Erkldrung gefunden. Bei einer eingesetzten
Konzentration von 0.3 mg/mL (4.5 uM; 0.9 mol-%) PrnC waren die volumetrischen Aktivititen
der SsuE-Lysate mit 7 mu/mL und 34 mu/mL (Abbildung 65 B) vergleichweise gering. Fiir
1.2 mol-% (12 pm) RebH wurden bspw. 2.5 U/mL ProF eingesetzt!'!, genauso wie fiir 8.9 mol-%
(5 mg/mL) Xcc-Halogenase.'™ Der Vergleich mit Fre war nicht moglich, da in
Halogenierungsreaktionen reines Enzym (1 uM —5 puM) ohne Angabe der Aktivitidt genutzt
wurdel15% 168:2231 ynd die Konzentration von SsuE in Lysaten dieser Arbeit nicht bestimmt werden
konnten. Genau wegen dieser Ungenauigkeit, der fehlenden Moglichkeit zur Reinigung der
Reduktase und der noch immer bestehenden Notwendigkeit zur Reaktionsoptimierung, erschien
der Wechsel der Reduktase fiir 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 fir die Chlorierung von MDA (22c) zum APRN (22b) bestimmt
werden. Daflir wurde zunachst fir die GC-MS-basierte Analyse eine Kalibrierung von
APRN (22b) erstellt. Hierzu wurden die DMSO-Stammldsungen von 22b mit
Konzentrationen von 20 pym — 160 um in Reaktionspuffer ohne PrnC um den Faktor 20 zu
1 mL verdinnt. AnschlieBend erfolgte die Extraktion mit 1 mL Essigsdureethylester,
welches m-Chlortoluol als internen Standard mit einer Konzentration von 100 um
beinhaltete. Die Analyse der getrockneten Extraktionen sind in der Abbildung 66
dargestellt. Die einzelnen Chromatogramme befinden sich im Anhang (Kapitel 14.2.1).
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Abbildung 66: Kalibrierung von APRN (22b) mit Konzentrationen von 1 uym — 8 uM als Duplikat. Die Konzentration
wurde aufgetragen gegen den Quotienten der Signalflache von 22b zur Signalflache des IS m-Chlortoluol. Der lineare
Fit ergab die Gleichung fir die Regressionsgerade von y = 0.0019x + 0.0014 mit einem korrigierten Bestimmtheitsmaf
von R? =0.998.

Darauf aufbauend wurde die Bestimmung der Michaelis-Menten-Kinetik durchgefihrt.
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 fur das CRS, 1 % Glycerin
(aus dem Lagerungspuffer), 30 um FAD, 2 u/mL PrnF, 2 u/mL GDH und 0.3 mg/mL
PrnC-Hisg ( ~4.5 pm). Als Substratkonzentrationen wurden fir MDA (22¢) 20 pm — 2 mM
verwendet. Die Temperatur betrug 30 °C. Die Tabelle 29 im Anhang gibt die
Flachenquotienten fir die Doppelbestimmung wieder. Mit den Berechnungen der
Reaktionsgeschwindigkeiten [min-'] aus den Umsatzraten [mL/mg min-'], die im
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Folgenden gezeigt sind, wurden die Wechselzahl kcat und die Michaelis-Konstante Kwm
bestimmt (Abbildung 67).
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Abbildung 67: Michaelis-Menten-Kinetik fiir PrnC-Hise. Die Reaktionen wurden in einem Gesamtvolumen von 1 mL
durchgefiihrt. Die Reaktionen wurden durch Zugabe von 1 mL EE mit internem Standard (100 um) gestoppt. Die
Reaktionsgeschwindigkeiten wurden durch die Produktzunahme pro Zeit bestimmt. Hierzu wurden die normalisierten
Produktflachen genutzt. Die Vermessung erfolgte an der GC-MS. Der Michaelis-Menten-Fit (rot) ergab ein korrigiertes
BestimmtheitsmaR von R? = 0.941. Zusatzlich ist die Berechnung des Fits angegeben. Die Reaktionslésung setzte sich
aus 25 mm KPi (pH = 7.2), 30 mm NaCl, 20 mm Glucose, 1 % Glycerol (aus Lagerungspuffer), 30 um FAD, 2 U/mL PrnF,
2 U/mL GDH und 0.3 mg/mL PrnC (~4.5 um) zusammen. Diese wurde zu den DMSO-L&sungen von MDA hinzugefiigt.
Reaktionen wurden durch Zugabe von 1 mm NADH gestartet.

Es ergeben sich aus diesem Graphen die Michaelis-Konstante Km mit 14.4 + 1.2 um
sowie Uber den Schritt der spezifischen Aktivitat (25.04 + 0.32 mu/mg) als vmax die
Wechselzahl keat mit 1.66 + 0.02 min'. Mit den bekannten Bedingungen fir eine
Halogenierung sollte dann im nachsten Schritt die Promiskuitadt 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 Ky mit 14.4 £ 1.2 uM sowie die Wechselzahl
Keat mit 1.66 = 0.02 min™ (kea/Km = 0.12 £ 0.01 um™! min™!) (Abbildung 67). Peh et al. zeigten
kiirzlich fir PrnC bei nahezu gleichem Kwm von 15.8 + 0.7 uM eine um Faktor 4 geringere
katalytische Effizienz (kca/Km = 0.029 = 0.002 um' min™), die folglich durch eine geringere
Wechselzahl von keat = 0.456 + 0.005 min™! zu begriinden war.** Bei dieser Temperatur zeigten
die Tryptophan-Halogenasen wie PrnA einen Knm von 20.7 uM, RebH einen Ky von 28.7 um, PyrH
einen Ky = 152 um und SstH einen Ky = 25.3 uM.l'® Daher ist PrnC mit #hnlichen
Substrataffinititen einzuordnen. Bei den kea-Werten lag PrnC zwischen den Tryptophan-
Halogenasen mit kea (RebH) = 0.6 £ 0.1 min™' und kea (PyrH) = 2.4 £ 0.4 min™'. Am néichsten kam
die Wechselzahl von PrnC dem keat von SttH mit 1.7 + 0.1 min™! und lag damit leicht iiber der
Wechselzahl von PrnA mit dem keae von 1.1 = 0.1 min™ .['® Im Vergleich zur Phenol-Halogenase
Rdc2, dem Homolog von RadH, war PrnC wesentlich effizienter. So ist Rdc2 beziiglich der
kinetischen Parameter mit einem Ky von 281 £ 20 uM und einem kear von 0.824 + 0.040 min™! bei
28 °C deutlich abweichend.*'* Die daraus berechneten katalytischen Effizienzen (kca/Kwm) sind in
der folgenden Tabelle 5 gezeigt.

Tabelle 5: Katalytische Effizienzen ausgewahlter FI-Hals aus der Gruppe der Tryptophan-Halogenasen und Phenol-
Halogenasen im Vergleich zu PrnC.['68. 3151 Rdc2 wurde abweichend bei 28 °C untersucht und fir RadH wurde nicht
das natlirliche Substrat verwendet.[??!

Enzym | Kea/Km [min™' mM™?'] | Enzym | Keat/Km [min™! mm™]
Rdc2* 2930151 | StH 67.19U6%)
RadH* 11.550223 PrnC 115.28
RebH 2091081 | PyrH 157.8911681
PrnA 531401681

RadH konnte mit Hydroxyisochinolin (25e) den kcat bei nahezu gleichem Ky von 277 + 3 um
auf 3.2+ 0.2 min™ erhohen®** und erreichte mit dem nicht-natiirlichen Substrat so also einen
hoheren kea-Wert als PrnC fiir das natiirliche Substrat MDA. Dies lieBle die Hypothese zu, dass
die Umsatzraten fiir PrnC bei nicht-natiirlichen Substraten noch gesteigert werden konnten. PrnC
erreichte also vergleichsweise bei niedrigen Substratkonzentrationen die Maximalgeschwidigkeit
und diese war ebenfalls vergleichsweise hoch. Dies konnte PrnC, bezogen auf die kinetischen
Eigenschaften, zu einem vielversprechenden Biokatalysator machen.
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8.2.5 Promiskuitait der Halogenase PrnC

Die Untersuchung der Substratspezifitat von PrnC sollte tber 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 Flnfring sein? Fir die Frage der
Substituenten war das biosynthetische Netz die Grundlage. Durch die Promiskuitat der
anderen Enzyme dieses Clusters (nahere Informationen im Kapitel 7.5), ergeben sich
daher die folgenden, hypothetischen Biosynthese-Intermediate (Abbildung 68).
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Abbildung 68: Schematisches, hypothetisches Biosynthese-Netz von PRN (22a) auf Grundlage der Promiskuitat von
PrnB und PrnD. Angenommene Promiskuitét 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®'l dargestellt wurden. Wahrend das 3-(ortho-
Nitrophenyl)-1H-pyrrol (3-oNPP) (22i) und das Monodechloraminofurylnitrin (MIDAF) (44)
ahnlich dem natdrlichen Substrat MDA (22c) Uber eine Suzuki-Kreuzkupplungsreaktion
hergestellt wurden, erwies sich flr die restlichen Arylpyrrole 22 die van-Leusen-Reaktion

als nutzlich.
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Abbildung 69: Surrogat-Substrate (lila) und damit Derivate von in blau dargestelltem MDA (22c) fiir die Testung der
Promiskuitit von PrnC, sowie der vereinfachte Mechanismus der van-Leusen-Reaktion fiir Arylpyrrole. a) 1.00 Aq.
2-Brom-6-chloranilin (40) oder 1-lod-2-nitrobenzol (42),1.20 Aq. Pyrrolborons&ure 26f, 0.05 Aq. Pd(dppf)2Clz, 3.00 Aqg.
K3POq in n-Butanol/Wasser (2:1), 12 h bei 35 °C. b) 1.00 Aq. N-TIPS-22¢, 2.00 Aq. TBAF (1 M in THF) in THF 1 h bei
RT. c) 1.00 Aq. 3-Furylboronsé&ure (43), 0.85 Aq. 2-Brom-6-chloranilin (40), 0.10 Aq. SPhos Pd G4, 0.20 Aq. SPhos,
3.00 Ag. K2COs in 96 % Ethanol 16 h bei 85 °C. d) 1.00 Aq. Styrol (45), 1.30 Aq. TosMIC (46), 2.00 Aq. NaOtBu in
DMSO 18 h bei 50 °C. e) 1.00 Aq. 3-Chlorstyrol (45a), 1.30 Aq. TosMIC (46), 2.00 Aq. NaOtBu in DMSO 6 h bei 50 °C.
f) 1.00 Ag. 4-Vinylpyridin (45b), 1.30 Aq. TosMIC (46), 2.00 Aq. NaOtBu in DMSO 2h bei RT. Der Pyrrol-2-
Carbaldehyd (26g) war kommerziell erhaltlich.
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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. Fir 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 aufgefuhrt 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 natiirlichen Substrats von PrnC MDA (22c¢) und Surrogat-Substraten.

Substrat mit
Retentionszeit [min]

MDA (22c)
11.36

3-oNPP (22i)
1117

3-mCPP (22k)
10.81

3-PP (22j)
9.95

3-pPyP (221)
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
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Abbildung 70: Umsetzung von MDA (22c) und Derivativen mit PrnC-Hiss. 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 pL EE, welches den internen Standard (IS) gel6st 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 (22¢) gezeigt. In lila
dargestellt sind die Strukturen der Substrate, die nicht oder nicht vollstdndig umgesetzt wurden. In blau dargestellt ist
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das doppelt chlorierte Produkt von 3-PP (22j).
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Fiir die Betrachtung der Promiskuitét (Kapitel 8.2.5) waren zundchst die Erkenntnisse von
Hamill et al. die Grundlage, die zeigen konnten, dass diverse Substitutionen an den Positionen 4,
5 und 6 am Indolgeriist des Tryptophans zu (Amino)-Pyrrolnitrin-Derivaten in der
Diinnschichtschromatographie fiihrten.?>% 2°81 Allerdings wurde die Flexibilitit der 6-Position
durch Seibold et al. wieder eingeschrinkt, da 6-Chlortryptophan in ihren Arbeiten nicht zum
korrespondierenden Aminopyrrolnitrin- und Pyrrolnitrin-Derivat fiihrte, sondern an der Stelle des
MDA-Derivates stoppte.??! Mit der Kristallstruktur von PrmBP®!! und den Homologie-
Betrachtungen des Enzyms MarC (Abbildung 38) aus der Biosynthese von Marinochinolinen!””!
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
unabhiingig vom Pyrrol-Geriist zur Nitro-Gruppe oxidieren kann.*'”7l Entsprechend dieser
Erwartung (Abbildung 68 und Abbildung 69) wurden alle Aryl-Pyrrole durch PrnC chloriert
(Abbildung 70). Die Doppelchlorierung von 3-PP (22j) lasst vermuten, dass eine andere
Orientierung im aktiven Zentrum die Ursache ist. Durch fehlenden Substituenten am Aryl-Ring
konnte der Pyrrol-Ring in zwei Orientierungen (bezogen auf den Aryl-Ring) binden, wie es fiir
L-Tryptophan und PrnB beobachtet wurde.**!! Auch dort fehlte mutmaBlich die dirigierende
Wirkung des vergleichsweise grofien Chlor-Substituenten. Nach unserer Auffassung lasst auch das
Homologie-Modell fiir PrnC3%" von Peh et al. mit dem dem Abstand des katalytischen Lysin K97
zum ,,gedockten’ Substrat (22¢) diese Hypothese zu. Das 2-CaP (26g) war mutmaflich durch das
Fehlen des Arylrings nicht im aktiven Zentrum stabilisiert und diffundierte zu schnell wieder aus
dem Enzym, noch war es elektronisch aktiviert. Dies diirfte auch die Begriindung fiir die geringe
Umsatzrate mit 3-PyP (221) sein, denn der Stickstoff zieht mit seiner hohen Elektronegativitit
Elektronendichte aus dem zn-System zu sich und fiihrt zur Desaktivierung fiir elektrophile
aromatische Substitutionen. Genau dies ist jedoch die Reaktion mit der formellen hypochlorigen
Séure. Hinzu kommt eine mdgliche Orientierung des 3-PyP im aktiven Zentrum, in der der
Pyridin-Rest zum Hypochlorid zeigt. Dies hitte zwar eine mdgliche N-Chlorierung zur Folge,
wiirde aber nur zu einer weiteren Chlorierungsspezies fithren, welche das Chlor an ein besseres
Nukleophil verliert.*!8] Auch fiir das Furan-Derivat MDAF (44) gilt die geringere Reaktivitiit.
Ghomri und Mekelleche zeigten, dass einerseits die Reaktivitdt fiir elektrophile aromatische
Substitutionen bei Pyrrolen deutlich hoher ist als bei Furanen und Thiophenen. Andererseits
verdeutlichten sie, dass eine Halogenierung an B-Position trotz Bevorzugung der a-Position fiir
Pyrrole moglich ist, Furane aber nur in a-Position bromiert werden kénnen.*'” Eine Umsetzung
von MDAF ist nach unserer Analyse daher eher unwahrscheinlich und reduziert den Einsatz von
PrnC weiterhin auf Arylpyrrole. Dies unterstiitzen auch die Ergebnisse von Pe et al., die ebenfalls
keine Umsetzung fiir Furane und Thiophene erreichen konnten.**) 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, iibertragen ldsst, kann aus diesen Ergebnissen nicht geschlussfolgert werden.
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8.2.6 Chemische Halogenierung von geschutztem und freiem MDA

Fir die chemische Halogenierung von MDA (22c) und N-TIPS-MDA (Abbildung 71)
wurden drei Ansatze verfolgt. Im ersten Versuch wurden die Halogenierungen in einem
biomimetischen Ansatz durchgefiihrt. Hierbei sollten die Reaktionsbedingungen der
Biokatalyse so ahnlich wie mdglich sein. Analog zu den Volumina in der Biokatalyse
wurde das in DMSO gelbste Startmaterial in Wasser geldst und die wassrigen oder in
Wasser geldsten Halogenierungsreagenzien hinzugefliigt. Im zweiten Versuch wurden
erhohte Temperaturen (45 C) genutzt und Chloroform als Losemittel verwendet. Im
dritten Versuch wurden tiefe Temperaturen (RT und 0°C) gewahlt. Fir die Chlorierung
des geschutzten MDA (N-TIPS-22c) wurde eine Entschitzung angeschlossen. Die
Analyse erfolgte dann Uber die GC-MS-Methode, die auch zur Biokatalyse verwendet
wurde (Abbildung 72). Die biomimetische Umsetzung zeigte keine Chlorierungen. Bei
den erhohten Temperaturen waren mehrere Nebenprodukte sichtbar, APRN (22b) aber
nur mit 1 — 3 % (Signal 5). Bei Raumtemperatur zeigte nur das geschiitzte MDA mit 2 %
die Bildung von APRN. Das beste Verhaltnis ergab sich bei 0 °C mit etwa 10 % APRN.
NCS (2a) und Palau‘Chlor® (47) zeigten das gleiche Halogenierungsmuster.

cl 7~ N—ci
N Ve g —2 ) NH
N N
H H
MDA
(22c)
Cl
NHZ " n
I\ + cl
\
TIPS
N-TIPS-22¢
/c| /Cl
n n 0 N o N 0
cr" = Ho—Cl i
0 \OJLN)\NJ\O/
H H
Hypochlorsdure  N-Chlorsuccinimid Palau'Chlor®
(1a) (2a) (47)

Abbildung 71: Chemische Chlorierung von MDA (22c) und N-TIPS-22c. Als Halogenierungsreagenzien wurden in
diesem Fall hypochlorige Saure (1a), NCS (2a) und 2-Chlor-1,3-bis(methoxycarbonyl)guanidin (47) verwendet, die in
der Reaktion als ,Chloronium* ,CI** dargestellt sind. a) Chemische Chlorierung von MDA (22c) unter verschiedenen
Bedingungen. i) Biomimetische Halogenierung mit 1.00 Aq. MDA (22c), je Ansatz jeweils 1.00 Aq. NCS (2a),
Palau’Chlor® (47), oder Hypochlorséure (1a) (15 % Lésung) in Wasser mit 5 %(v/v) DMSO fir 24 h bei RT. ii) 1.00 Aq.
MDA (22c), je Ansatz jeweils 1.00 Aq. NCS (2a) oder Palau’Chlor® (47) in Chloroform 1 h bei 50 °C. iii) 1.00 Aq.
MDA (22¢), 1.00 Aq. Palau’Chlor® (47) in Chloroform 1 h bei RT. b) Chemische Chlorierung von N-TIPS-22¢ unter
verschiedenen Bedingungen mit anschlieRender Entschiitzung. i) 1.00 Aq. N-TIPS-22¢, 1.00 Aq. Palau’Chlor® (47) in
Chloroform 1 h bei RT. i) 1.00 Aq. N-TIPS-22¢, 1.00 Ag. NCS (2a) in Chloroform 12 h bei 0°C. c) 1.00 Aq. N-TIPS-22c¢,
2.00 Ag. TBAF (1 Min 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-22¢ mit Palau’Chlor® (47) bei
Raumtemperatur und anschlieRender Entschitzung. E) Chlorierung von N-TIPS-22c mi NCS (2a) bei 0 °C und
anschlieBender Entschitzung. 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, wahrend es bei 50 °C in Spuren entstanden war (Signal 5 in Abbildung 72 A und B).
Dartiiber hinaus dnderte sich auch das Hauptprodukt. Wiahrend 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 geschiitzten Pyrrols
N-TIPS-22¢ sichtbar (Abbildung 72 D). Bei weiterer Reduktion der Temperatur auf 0 °C mit NCS
(2a) konnte fiir das geschiitzte N-TIPS-22¢ am meisten APRN (22b) gewonnen werden
(Abbildung 72 E), aber die Anzahl der Produkte wurde wieder erhoht. Die Unterschiede zwischen
NCS (2a) und Palau‘Chlor® (47), so wie Rodriguez et al. sie fiir andere Strukturen beschrieben, 32"
konnten an diesen Beispielen nicht bestéitigt werden, genauso wie die Bevorzugung der
elektronisch nicht-begiinstigten Position in Strukturen wie Pyrrolen. Fiir die Bereitstellung von
moglichst reinem APRN (22b) bleibt nach diesen Ergebnissen die Biokatalyse die bevorzugte
Variante (Abbildung 72 G), sofern die Ausbeuten von PrnC noch erhoht werden konnen und die
Stabilitdt des Enzyms optimiert wird.
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8.3 Heterologe Biosynthese von Pyrrolnitrin & Derivaten

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

8.3.1 PrnC fur die Prodigiosin-Biosynthese

Die ursprunglichen Klonierungen fir den Vektor pVLT33 waren nicht erfolgreich. Zur
Nutzung eines gemeinsamen Vektor-Systems im CombiCom-Projekt entwickelte
Dr. Anita Loschcke 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 Hiss-tag (Abbildung 73).

Gradient M prnC-Hisg

647°C 57.2°C 61.5°C

250

[bp]

Abbildung 73: Praparatives Agarosegel zur Vektor-Amplifizierung von pCC1, sowie der PCR von prnC-Hiss. 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 fur 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-Ldsungen von prnC-Hiss. Das PCR-Produkt der Vektoramplifikation
hat eine GréRe von ~4100 bp und prnC-Hise hat eine GroRe von ~1500 bp.
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In einem Gibson Assembly wurde das Konstrukt pCC1-prnC-Hise erstellt. Entsprechend
des Promotors Ptac, als konsekutiver Promotor mit geringer Produktion, waren in E. coli
BL21(DE3) und P. putida KT2440 keine Uberexpressionen sichtbar. Zur Bewertung, ob
PrnC sich fur die Biosynthese von halogenierten Prodigininen 31 (Schema 1) eignet,
wurde die Promiskuitat der kondensierenden Enzyme dieses Biosyntheseweges
untersucht. Dabei sollte das Bipyrrol MBC (32) nicht mit dem nattrlichen 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.
Auflerdem wurde die Reaktion ohne Enzym, daflir aber mit Salzs&ure als Katalysator in
Methanol durchgefiihrt. Als Negativ-Kontrolle wurde der Ansatz ohne Enzym oder
Katalysator, sondern nur Verbindungen 32 und 22k vermischt. Eine erwartete Verfarbung
fur die Produktion von Prodigininen 31 wurde fir die drei Ansatze mit kondensierendem
Enzym und Arylpyrrol 22k nicht beobachtet und auch die extrahierten Rohlysate und
Zellpellets zeigten in der LC-MS-Analyse keine Signale.

1N o+ kondensierendes
N 1 Enzym (Lysat)
—_ I

-
\NH H 1.25 mM ATP
MBC MAP S50mMKPipH=7 Prodigiosin
(32) (33) (31a)

1mM 1mM

kondensierendes
R l 4 Enzym (Lysat)
—
e

1.25 mM ATP
MBC 3-mCF'P 50 mM KPipH=7
(32) (22k)

Prodiginin
£l

1 mM 1 mM

Abbildung 74: Kondensationsexperimente von MBC (32) mit MAP (33) und 3-mCPP (22k). durch Rohlysate von PigC,
TamQ und TreaP (440 pL in KPi 50 mm, pH = 7) wurden mit 25 pL der Monopyrrole (20 mm Stockkonzentration in
DMSO) und MBC vermischt. Zusatzlich erfolgte die Zugabe von 10 pL ATP (62.5 mm Stockkonzentration in H20). Die
Reaktion erfolgte fur 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
HCI 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 pCombicom]1 (pCCl) transferriert wurde. Eine
Uberexpression war in P putida KT2440 nicht sichtbar, was fiir die Puc-regulierten Vektorsysteme
nicht ungewohnlich ist.*>!1 Bevor die Aktivitit von PrnC in P putida bestimmt wird, sollte jedoch
zunéchst die Pramisse iiberpriift werden. Das Ziel der Expression von PrnC in P putida war die
Derivatisierung von Prodigininen 31, also die Fiitterung, Mutasynthese oder Coproduktion von
Monopyrrolen fiir die Kondensation mit MBC (32) zu Prodigininen 31. PrnC sollte hierfiir die
Halogenierung des Monopyrrols durchfiihren. Die Lysate der kondensierenden Enzyme PigC,
TreaP und TamQ (Zellpellets durch Hannah U. C. Brass bereitgestellt),?®? zeigten jedoch keine
kondensierende Aktivitét fiir das verwendete Arylpyrrol 22k. Wihrend 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

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

Nhel Ncol Ndel Sacl EcoRl EcoRI Nhel Ndel Spel Spel Xbal EcoRI EcoRV
Pragr
tonB Paragan Pic PnagAa SoxR
A- 5 3
T arac | T | RBS |g;;‘ep | [ res oroe- | RBS [ res prc- | RBs IZG;'?' T
LI T T 15 |  ELLLE,

pBTBX-2*-PRN Ptac

T Terminator |" Promotor | Restriktionsschnittstelle |:| Gen

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 GréRen dienen nur der Ubersicht und sich folglich nicht maRstabsgetreu. Der Vektor
zeigt eine Aufteilung in die Expressionskassette unter der Kontrolle von dem durch Arabinose induzierten
Promotorsystem (Psap) in blau und die Expressionskassette unter der Kontrolle des Salicylsaure-induzierbaren
Promotorsystems (Pnagaa) in rot. AuBerdem hervorgehoben ist der konstitutive Promotor Pic fiir die zusatzliche
Expression von prnB-Hiss. Die genaue Vektorkarte (Vektor 31) findet sich im Anhang im Kapitel 14.1. Dargestellt sind
die einzelnen Gene des Biosynthesewegs von PRN (22a) in Kastchen sowie die Regulatorgene araC und nagR. Die
schwarzen Balken stellen die Restriktionsschnittstellen wie bspw. fir Nhel dar. RBS steht fur Ribosomenbindestelle,
Psap, Ptac und Pnagr sowie Pnagaa sind Promotoren und SoxR ist der Terminator.
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Da pBTBX-2 jedoch keine passenden Schnittstellen fiir 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-Hiss und prnF-Hiss unter der Kontrolle
des Paraap. Die Gene prnB-Hiss und prnF-Hise standen zusatzlich unter der Kontrolle des
konstitutiven Promotors Ptac. Der Promotor Pnragaa nach prnF-Hise beinhaltet das
Regulator-Protein NagR und reguliert die Expression von prnC-Hise und prnD-Hise. Fur
den Aufbau dieses Biosynthese-Clusters erfolgte zunachst die Amplifikation der
einzelnen Gene (Abbildung 76) aus dem bestellten pUC57b-prnABCDF.

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

Danach wurden Uber cePCR 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 erwahnt, dass im Zuge der Klonierungen ein Konstrukt
pBTBX-2*-prnD-Hise entstanden ist. Die Expression ist in Abbildung 82 gezeigt.
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Abbildung 77: Analytisches Agarosegel zur overlap extension PCR von prnFnagR/Pragaa. M steht hierbei fir 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 BandengrofRe betragt ~1900 bp.
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Abbildung 78: Analytisches Agarosegel zur overlap extension PCR von pmAB und prnCD. M steht hierbei fir 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 BandengréfRen fir prnAB betragen ~2900 bp und fir
prnCD ~3000 bp.
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Nach erfolgreicher Zusammenstellung des Konstruktes pBTBX-2*-PRN Ptac erfolgte die
Transformation von E. coli DH5a und Elektroporation von P. putida KT2440. Fir die
Expressionen wurden 20 mL LBkan-Medium mit 200 pL Vorkultur inokuliert. Die Anzucht
erfolgte bei 30 °C und 130 rpm. Bei einer ODeoo von 0.5 erfolgte dann die Induktion. Far
die Untersuchung des Induktionsprofils wurden 2 x4 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 zusatzlich mit 5 mm (1 mg/mL) L-Tryptophan
versetzt. Die Zellernte und die Produktionsanalyse erfolgten nach 24 h. Die extrahierten
Kulturiberstande 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 lief3 sich nicht treffen.
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Abbildung 79: SDS-PAGE-Gel zur Expression von P. putida KT2440 pBTBX-2*-PRN ptac. Gezeigt sind die Spuren A
fur die Induktion mit Arabinose, S fiir die Induktion mit Salicylat und BS (Biosynthese) fiir die Induktion mit Arabinose
und Salicylat. M ist der Marker (PageRuler™ ungefarbte Proteinleiter, 10 bis 200 kDa von Thermo Fisher Scientific
Inc.). PrnA-Strep hat eine berechnete Gréfe von 62.3 kDa, PrnB-Hiss von 40.5 kDa, PrnC-Hise von 65.9 kDa, PrnD-
Hiss von 41.9 kDa und PrnF-Hise von 20.8 kDa. prnA, prnB und prnF stehen unter der Kontrolle von Paragap (Arabinose),
prnB und prnF stehen zuséatzlich unter der Kontrolle von Piac (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 zunachst
die Isolation der Gene von der Halogenase PItA, zusammen mit dem Gen des
korrespondierenden Carrier-Proteins PIiL, via PCR aus dem Genom des Stammes
P. protegens Pf-5 (Abbildung 80).
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Abbildung 80: Analytisches Agarosegel zur PCR von pltL-genomischer Linker-pltA. M steht hierbei fur 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 BandengroRe fiir plfLA betragt ~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 DH5a wurden die Zellen auf Agar-Platten mit X-Gal ausplattiert, um Uber Blau-
weil3-Selektion positive Klone zu isolieren. Fur die Expression sollte ein Transfer in den
Vektor pBTBX-2 durchgeflhrt werden. Dafir erfolgte eine zweite PCR (Abbildung 81)
basierend auf dem Konstrukt pUC19b-p/tLA. 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
ODsoo = 0.6 erfolgte die Induktion mit 2 %(w/v) L-Arabinose. Nach der Expression fur 24 h
wurden die Zellen geerntet und in einer SDS-PAGE getrennt. Neben der Produktion von
PItL und PItA wurde parallel das zufallig entstandene Konstrukt pBTBX-2*-prnD-Hiss aus
der Klonierung des Pyrrolnitrin-Clusters exprimiert (Abbildung 82). Im Vergleich zum
Leervektor ist hier eine Uberexpression fiir beide Konstrukte erkennbar, die die
entsprechenden Proteingréf3en fir PrnD und PItA aufweisen.
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pltL linker pltA M
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Abbildung 81: Analytisches Agarosegel zur PCR von pltL-genomischer Linker-pltA. M steht hierbei fur 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 BandengroRe fiir plfLA betragt ~1650 bp.
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Abbildung 82: SDS-PAGE-Gel zur Expression von P. putida KT2440 pBTBX-2*-pltL-pltA, sowie pBTBX-2*-prnD-Hiss.
Gezeigt sind die Spuren M fiir Marker (PageRuler™ ungefarbte Proteinleiter, 10 bis 200 kDa von Thermo Fisher
Scientific Inc.), LV fiir Leervektor-Kontrolle, PrnD fiir PrnD-Hise und PItLA fiir die Expression von PItL und PItA. PrnD-
Hiss hat eine erwartete GroRRe von 42.1 kDa, pltL von 10.1 kDa und PItA von 50.7 kDa
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Die Verwendung von PItA als Halogenase fiir den Biosyntheseweg von MBC scheint
vielversprechender als PrnC. Die Expression im Arabinose-induzierten Vektorsystem war
erfolgreich und eine Flexibilitdt der Ligasen PigC, TreaP und TamQ fiir Substituenten am MBC
konnte, jedenfalls fiir Alkylketten, durch Tim Moritz Weber et al. bereits gezeigt werden.?*’]
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. Hierfiir wurde das Biosynthese-Cluster von
Pyrrolnitrin im Vektor pBTBX-2 bereitgestellt und durch zusétzliche Promotoren als
Expressionskassette ausgestattet. Eine funktionale Proteinproduktion mit diesem Vektor wurde in
P. putida S12 fiir die Cumol-Dioxygenase (CumDO) von Oberleitner et al. gezeigt.’?*! Der Pyac-
Promoter sollte eine zusétzliche Bereitstellung von PrnB und der Reduktase PrnF gewihrleisten.
Fiir eine Variation der Prodiginin-Produktion sollte im gleichen Vektor zusétzlich eine Regulation
von PrC und PrnD durch Salicylat gewihrleistet werden. Die Uberexpression von PrnA in diesem
Konstrukt mit 100 mM Arabinose auch ohne zusétzlichen Arabinose-Transporter AraE ist hierbei
in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen von Calero et al. fiir GFP.F?3] Auch die Produktion von
PrnC und PrmD waren mit dem Pragas-SystemP** 3251 und Salicylat erfolgreich. In einigen
Experimenten war jedoch auch in der uninduzierten Probe eine Uberexpression erkennbar, was an
der ,,leakyness* des Salicylat-Promotors liegen kann. Im Falle der Induktion fiir alle Gene war nur
PrnA deutlich erkennbar. Ob eine Expression aller Enzyme erfolgreich war, lie3 sich anhand der
Banden nicht erkennen. Die Detektion der Massen von MDA (22¢) und APRN (22b) lassen aber
darauf schlieBen. Eine Optimierung der Produktion kdnnte eine Alternative zur chemischen
Synthese und Biokatalyse darstellen. Da Reduktasen in den Organismen vorhanden sind, miisste
dazu ggf. PmB direkt auf PrnA folgen, um die Uberexpression sichtbar zu erhohen. Bei der
Evaluation des Konstruktdesigns fiir die Biosynthese sollte auch eine Optimierung hinsichtlich der
Translationsraten in Betracht gezogen werden. Durch das Einfligen der Restriktionsschnittstellen
vor und hinter den PRN-Genen ergeben sich ggf. zu groBle ,,spacer. Zwar wurde die fiir E. coli
empfohlene Nukleotidanzahl fiir optimale ,,spacer von neun nicht iiberschritten,*! da die
Expression aber in P. putida stattfinden soll und tat, wire hier eine Uberpriifung moglich.
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8.4 Charakterisierunqg putativer Halogenasen

8.41 BLAST search und AntiSMASH-Analyse

Fir die Untersuchung von nicht beschriebenen Enzymen mit méglicherweise besseren
Eigenschaften wurde eine BLAST search durchgefiihrt. Grundlage waren die Sequenzen
der Pyrrol-Halogenasen PrnC und PItA. Gesucht wurde nach Sequenzen in den marinen
Pseudoalteromonaden mit einer query cover (Sequenzldngenabdeckung) von
mindestens 70 % jeweils zu PrnC und PItA. Als weiteres Kriterium wurden die Sequenzen
auf konservierte Motive untersucht. Diese waren die Flavin-Bindedomane mit GxGxxG,
der Tryptophan-Tunnel mit WxWxI(P/R/G), sowie einem konservierten Lysin zwischen
diesen beiden Bereichen. Die erhaltenen Sequenzen fir PrnC und PItA teilten sich weiter
in zwei Gruppen. Gruppe 1 der Sequenzen zeigte im Alignment eine direkte
Uberlagerung der konservierten Motive GxGxxG und WxWxIP an der gleichen Position,
wohingegen die Sequenzen der Gruppe 2 einen Versatz dieser Motive um finf bis 10
Aminosauren aufwiesen. Fur die Suche auf Basis von PItA ergab sich fur die Gruppe 2-
Sequenzen der folgende Stammbaum mittels Clustal Omegal® (Abbildung 83). Fiir PrnC
wurde analog verfahren und ebenfalls ein phylogenetischer Stanmbaum erstellt
(Abbildung 84).
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Abbildung 83: Phylogenetischer Stammbaum ausgewahlter Proteinsequenzen nach BLAST search auf Basis von
PItA. Gezeigt sind die phylogenetischen Entfernungen der einzelnen Aminosauresequenzen zueinander.
Hervorgehoben ist der Abstammungszweig zwischen Ausgangssequenz (PItA) und gewahltem 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 Aminosaureresten im Verhaltnis zur Lédnge des Alignments ohne Licken. Im
Allgemeinen gilt: Je groRRer die Zahl, desto groRer ist die genetische Veranderung.
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Abbildung 84: Phylogenetischer Stammbaum ausgewahlter Proteinsequenzen nach BLAST search auf Basis von
PrnC. Gezeigt sind die phylogenetischen Entfernungen der einzelnen Aminosduresequenzen zueinander.
Hervorgehoben ist der Abstammungszweig zwischen Ausgangssequenz (PrnC) und gewahltem 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 Aminosaureresten im Verhaltnis zur Lange des
Alignments ohne Luicken. Im Allgemeinen gilt: Je groRRer die Zahl, desto groRer ist die genetische Veranderung.

Auf Grundlage dieser Auswahl, also PrnC und PItA, 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 gehort zu dem von
uns vorlaufig 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 PItA, 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 vorlaufig 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 mdglicherweise andere Eigenschaften
mit sich.
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Abbildung 85: Phylogenetischer Stammbaum ausgewahlter Proteinsequenzen nach BLAST search auf Basis von PItA
und PrnC, sowie zwei ausgewahlten 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 Aminosaureresten im Verhaltnis zur Lange des Alignments ohne
Licken. Im Allgemeinen gilt: Je gréRer die Zahl, desto groRer ist die genetische Veranderung.
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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).
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Abbildung 86: Phylogenetischer Stammbaum ausgewahlter Proteinsequenzen nach BLAST search auf Basis von PItA
und PrnC, sowie zwei ausgewahlten 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 Aminosaureresten im Verhaltnis zur Lange des

Alignments ohne Licken. Im Allgemeinen gilt: Je groRer die Zahl, desto groRer ist die genetische Veranderung.

~nczor  ———=——= MVSQYADVLIIGGSMAGACLARQLKLAHPDMKITVIERKQAFNSWVGESTL 51
PrnC MTQKSPANEHDSNHFDVIILGSGMSGTQMGAIL--AKQOFRVLIIEESSHPRFTIGESSI 58
P1tA MSDHDYDVVIIGGGPAGSTMASYL--AKAGVKCAVFEKELFEREHVGESLY 49
P.spNC201 WP 102056423.1 --MAKENVDVLIIGAGPAGTMTAAKL--IQAGLTVKIVERSHFPRYVIGESLL 49
P.haloplanktis WP_011330030.1 -------- MNNPEQFDVVVIGAGPSGALASSLL--VQKGWRVLVLEQQIFPRFTIGESLL 50
NH1S3 e MNNQVQQADVVI IGAGPSGAVAASLL--VKKGWHVVVLEQQTFPRFSIGESLL 51
**:::*'_ :*: . * : :_*.' :***
NC201 ESFWDYMANDL-KLGF--——---- YLE--—----- TNHLYKHGLRFYFDS--—-----—- 84
PrnC PETSLMNRIIADRYGIPELDHITSFYSTQRYVASSTGIKRNFGEVFHKPGQEH-————-— 111
P1tA PATTPVLLEIG----V-----—=-— MEKIEK----ANFPKKFGAAWTSADSGPEDKMGFQ 92
P.spNC201 WP 102056423.1 PQSMQHLEDAG----F 84
P.haloplanktis WP_011330030.1 PQCMEYLADAN----L--—------ VAPLHEHAASLGFQFKNGAAFHRAGEN----—-—— 89
NH153 PQCMSFLAEAG--—-L-----—=-— EQAVQTQAQSLGFQFKNGAAFQRRGDH-—————-— 90
. o .
Nc201  mm—mmee- DNRDLSVEELSELGRSWYHGIPAHQIDREKFDNDMVQFNRELGVDVVMGTTV 136
prnCc ————————DPKEFTQCVIPELPWG----- PESHYYRQDVDAYLLQAAIKYGCKVHOKTTV 158
PItA GLDHDFRSAEILFNERKQEGVDRD----- FTFHVDRGKFDRILLEHAGSLGAKVFQGVEI 147
P.spNC201 WP 102056423.1 --WTWQVPRDDFDNVLAEEVQKMGAPTIEFGTSV 129
P.haloplanktis WP_011330030. --TTYQVKRGLFDKLLADNAQLQGAVIRYQHSV 134
NH1S3  ————————TTIDFTEKFS--EGPG----- TTFQVKRADFDKCLADGAMQQGAEIRYQHSV 135
Lo e . P .
NC201  NEISLDA-----—-——----————-- QQGHT----VVTSSGSTYTCRYLVDASGFNSPLGK 174
PrnC -KDGVA----VTTAQGERFTGRYMIDCGGPRAPLAT 195
P1tA -SPGNVIVNAKLGKRSVETKAKMVVDASGRNVLLGR 188
P.spNC201 WP _102056423.1 VDANMD----——---—————————- LEEPIIKVVNEAGDEQEIQAKFVVDSSGYGRVLAN 170
P.haloplanktis WP_011330030.1 KDYKVTDVFENSSDKGNTNKDSTDKNGGATLLVHDAQQQPYQVQARFVLDASGFGRVLPK 194
NH153 LAFT----——————————————- DCEDGALLEVTDENQQGYQTKGRFVLDASGFGRVLPR 176
.ok * *
NC201 QLGLIESQNDRHPV-SSYWGRFKHIELIDH-—-LGSDEWRARSNFTSRALATNHFMYKGY 230
PrnC KFKLREEPCRFKTHSRSLYTHMLGVKPFDDIFKVKGQRW-—-—--— RWHEGTLHHMFEGG 248
P1tA RLGLREKDPVENQF--ATHSWFDNFDRKSAT-—-QSPDKV— --DYIFIH-FLPMINT 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 WLWVIPEFNNHPRSTNNLVSVGLQLDPRVYPKTDISAQQEFDEFLARFPSIGAQFRDAVPV 308
P1tA WVWOIPITET-----— ITSVGVVTQKONYTNSDLTYEEFFWEAVKTRENLHDALKASEQV 290
P.spNC201_WP_102056423.1 WVWLIPFSDG-—-—--— RVSVGFVGNPEYLESAEGDAKARFLTYLARDQHASAMLEGMALC 268
P.haloplanktis WP_011330030.1 WYWLIBFSDG------ TASIGVVAESERFNDDEAE--VMLNRFLEQDPHLKALLAKRELI 291
NH153 WYWLIPFSDG-—-—--— TASIGVVGKPEQLEDKQPL--AGLNEFIEQDSYLSELLANREAI 273

* ok kK. s * oK .

NC201 LDYTSMKRLSRKAKQSFSTERWFLTGMS SAINRNNN
PrnC RDWVKTDRLQFSSNAC-VGDRYCLMLHANG/RBIZN
P1tA

P.spNC201_WP_102056423.1
P.haloplanktis WP_011330030.1
NH153

AYLTDANRMIGELIEADIAE 343

Abbildung 87: Sequenz-Alignment der Proteinsequenzen nach BLAST search auf Basis von PItA und PrnC, sowie
zwei ausgewahlten 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 Aminosauren (aa) an der gleichen Position.
Der Doppelpunkt (:) hebt aa mit stark ahnlichen Eigenschaften hervor und der Punkt (.) deutet aa mit schwach ahnlichen
Eigenschaften an. Gezeigt sind aulRerdem die konservierten Bereiche der FAD-Bindung (gelb), das mutmaRlich
katalytische Lysin (griin), der Tryptophan-Tunnel (orange), sowie der Bereich um die Substratbindetasche (schwarz).
Fir 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 Nahe zu haben.

PrnA_WP_011061881.1

BrvH_WP_008262805.1

=

NC201_WP_010605841.1

PrnC_WP_092302119.1

RadH_ACM42402.1

Abbildung 88: Phylogenetischer Stammbaum ausgewahlter 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 Aminosaureresten im Verhaltnis zur Lange des Alignments ohne Licken. Im Allgemeinen gilt: Je
groBer die Zahl, desto groRer ist die genetische Veranderung.
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Eine Analyse mittels AntiSMASH[! fand im Vergleich von Biosynthese-Clustern eine
Ahnlichkeit von 45 % fir 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 ahnliche biologische Funktion kann daher angenommen werden. Fir NC201
ergaben sich keine weiteren Informationen durcuh AntiSMASH.

Bei einer BLAST-Search der N-terminalen FAD-Bindedoméne 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. Hierfiir wird
meistens auf die Arbeiten von Hammer et al. verwiesen.’?”) Prem et al. zeigten auBerdem, dass in
vier der finf von ihnen untersuchten Oleat-Hydratasen (Ohy) in der FAD-Bindedoméne die
konservierte Sequenz GGSxDG vorliegt.??®! Mit der Bestitigung, dass auch die FAD-
Bindedomoéne von NC201 funktional in der Natur vorkommt und dem vorhandenen Transfer-
Tunnel, ist die Wahrscheinlichkeit fiir eine halogenierende Aktivitit gegeben. Zu welcher Gruppe
die NC201 gehort, ist aber nach wie vor nicht eindeutig zu sagen. Eine erneute Expression und
Charakterisierung nach dem vorgehen fiir BrvH, also dem Durchmustern verschiedenster
Substratgruppen, konnte ein Anfangspunkt sein. 1]
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8.4.2 Biochemische Charakterisierung von NH153 und NC201

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

A) B)
Gradient M Gradient M
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Abbildung 89: Analytisches Agarosegel zur PCR von A) nh153-Hiss und B) nc201-Hiss. M steht hierbei fir 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 BandengréRen sind fiir
nh153-Hiss ~1350 bp und fiir nc2017- Hiss ~1700 bp.

Diese PCR, sowie der anschlieRende Gibson Assembly und die Transformation von
E. coli BL21 (DE3), sowie die initiale Expression wurde zusammen mit Nena Billen im
Rahmen ihrer Bachelorarbeit durchgefuhrt. Die Zellen E. coli BL21 (DE3) pET28a(+)-
nh153-Hise und E. coli BL21 (DE3) pET28a(+)-nc201-Hiss wurden daftr bei 37 °C und
200 rpm bis zu einer ODsoo von 0.3 bzw. 0.5 kultiviert. Danach wurde die Temperatur auf
25 °C und die Schittelfrequenz auf 180 rpm gesenkt. Induziert wurde mit 100 um IPTG
und die Zellen nach 16 h geerntet. Wahrend fir NH153-Hiss eine deutliche
Uberexpression zwischen 40 kDa und 50 kDa sichtbar ist, kann eine Uberexpression der

Kultur E. coli BL21 (DE3) pET28a(+)-nc2071-Hiss 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-Hise und E. coli BL21 (DE3)
pET28a(+)-nc201-Hiss bei 25 °C. Gezeigt sind die Spuren M fir Marker (PageRuler™ ungefarbte Proteinleiter, 10 bis
200 kDa von Thermo Fisher Scientific Inc.), v.l. fir eine Probe vor der Induktion und KL fir klares Lysat nach dem
Zellaufschluss und der Zentrifugation. NH153-Hise hat eine berechnete GréRe von 47.3 kDa und NC201-Hiss von
62.9 kDa.

Es erfolgte eine erneute Expression von E. coli BL21 (DE3) pET28a(+)-nh153-Hiss bei
20 °C und 180 rpm. Hierfir wurde erneut bei einer ODesoo von 0.5 mit 100 um IPTG
induziert. Ein Kalteschock oder ahnliches wurde nicht durchgefiihrt. Die Zellernte erfolgte
nach 24 h. Aus den 500 mL Kultur wurden ca. 7.5 g Zellpellet (CDW) gewonnen. Fir die
Reinigung (Abbildung 91) wurden 3.5 g Zellen in Aquilibrierungspuffer (50 mm KPi, 300
mm NaCl, pH =7.5) resuspendiert und mittels Ultraschalls aufgeschlossen. Fir die
Reinigung wurde das Akta-Programm der SsuE (Gradient: 10 mm, 100 mm, 200 mm und
300 mm Imidazol) gewahlt. NH153-Hise zeigte auch nach der Entsalzung und der
Konzentration auf 2mL eine starke Gelbfarbung. Die Konzentration im neuen
Kristallisationspuffer (20 mm HEPES, 100 mm NaCl, pH=7.5) mit einem
Extinktionskoeffizienten €280 = 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-Hise bei 20 °C. Gezeigt sind
die Spuren M fur Marker (PageRuler™ ungefarbte Proteinleiter, 10 bis 200 kDa von Thermo Fisher Scientific Inc.), eine
Zellprobe nach 20 h Expression vor der Zentrifugation, das Rohlysat nach Zellaufschluss (RL), geklartes Lysat nach
dem Zellaufschluss und der Zentrifugation (KL), der Durchfluss der Saulenbeladung (DF), Fraktion 7 mit 100 mm
Imidazol, Fraktion 13 mit 200 mm Imidazol und die Elutionsfraktionen 17 — 22 mit 200 mm Imidazol (E). Auerdem
wurde eine Probe nach der Entsalzung und Konzentration aufgetragen. Als Anmerkung sei erwahnt, dass die
Elutionsfraktionen 17 — 22 eine stark gelbe Farbung zeigten. NH153-Hiss hat eine berechnete Grée von 47.3 kDa.

Diese Losung wurde fiir Kristallisationsversuche genutzt. Hierbei zeigte die Bedingung 07
(Bedingung JCSG Core Il 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 flir eine Réntgenanalyse
ungeeignet.
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Abbildung 92: Fotographien der Kristallisation von NH153-Hiss, geldst in 20 mm HEPES, 100 mm NaCl, pH = 7.5.
Kristallisationsbedingungen waren 07 (Bedingung JCSG Core Il Suite Well A7: Reservoirldsung 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 fiir Tryptophan.
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Fiir NH153 (413 aa) deutet sich anhand der Proteinldange im Vergleich zu bspw. der Pyrrolyl-
Halogenase PItA (449 aa) eine Carrier-Abhidngigkeit (Variante B-Enzym) an. Jedoch ist die
Tyrosyl-Halogenase CndH!?*! (512 aa) auch Carrier-abhiingig und hat eine Linge >500 aa. Diese
Lange ist aber fir Enzyme der Variante A typisch, weshalb der Vergleich der Strukturen
zielfithrender ist. Betrachtet man die Strukturen von Enzymen der Variante B wie CndH, dem
uncharakterisierten Protein der PDB-ID: 3nix und PItA aus Dachwitz et al.'®) im Vergleich zu
dem Phyre2-Strukturhomologiemodell™ von NH153 (Abbildung 97), findet sich eine eindeutige
Gemeinsamkeit. Alle drei Strukturen und das NH153-Modell dieser Arbeit zeigen, an die
konservierte ,,Box“-Bindedoméne anschlieend, nur eine kleine Helix als C-terminalen Doméne.
Dies untermauert die Hypothese der Carrier-Abhédngigkeit von NH153. Fiir die Bewertung der
Produktion von NH153 sind daher Enzyme der Variante B maf3geblich. 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 16sliches Enzym
gewonnen werden.!>*!" NH153 konnte in dieser Arbeit mit einer Proteinausbeute von 53.6 mg/L
Kultur bei 20 °C isoliert werden und erreicht damit eine deutlich héhere Ausbeute. Die
Proteinmenge ist um den Faktor 1.8 grofler und wird nur das 16sliche Protein verglichen, dann ist
der Faktor sogar 107. Eine Farbung wurde fiir die Losung des GST-CndH-Fusionsproteins nicht
beschrieben. Fiir die Expression von plt4 bei 18 °C in 2 L Kultur beschrieben Pang et al. eine
Elution von reinem Hisio-PItA mit 6 mL zu einer konzentrierten Proteinldsung von 10 mg/mL
unbekannten Volumens.**! Die Abbildung in der ,,Supporting Information* von Pang et al. 1isst
auf ein Volumen von 100 — 200 pL schlieen, was eine Proteinmenge von 1 — 2 mg bedeutet. Dies
wiirde mit den Ausbeuten von CndH iibereinstimmen. PItA zeigte bei Pang et al. in der Reinigung
ebenfalls eine gelbe Fiarbung, was mit einer starken Wechselwirkung in der tiefliegenden Spalte
im Enzym begriindet wurde. Eine kovalente Bindung wie bei CmIS[?3¢! ist mit der Struktur nicht
naheliegend. Fiir die Kristallisation lassen sich nur bedingt Vergleiche finden. Wéhrend PItA mit
einer Konzentration von 10 mg/mL in 100 mM Bis-Tris-Propan (BTP) und 20 % (w/v) PEG 8000
zur Kristallbildung fiihrte, konnte NH153-Hiss mit &hnlicher 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 dhnlicher Konzentration im Beisein von PEG und einem organischen
Puffer-System Kristalle ergeben. Allerdings war fiir PItA ein Zusatz von 50 mM MgSO4
erfolgreich und fiir NH153-Hisg 1 M LiCl. Die Salze und Salzstérke weichen stark voneinander ab.
Auch die pH-Werte von 7.0 fiir PItA und pH = 9 fiir NH153-Hiss weisen keine Korrelation mit
den isoelektrischen Punkten (pI) von 5.58 fiir PItA und 5.04 fiir NH153-Hise auf. Die genauen
Bedingungen fiir die Kristallisation von NH153 lassen sich erst beschreiben, wenn die
Bedingungen verfeinert werden. Nachdem NH153 erfolgreich erste Kristalle bildete, sollte sich
eine Produktion groferer Proteinmengen anschlieBen, um nach erneuter und optimierter
Kristallisation eine Rontgenaufnahme durchfiihren zu konnen und die Proteinstruktur zu
beschreiben.
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8.5 Rationales Design chimarer Halogenasen

Basierend auf den Vorteilen einer gefarbten Proteinldsung, ndmlich 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“-Domane, sollte eine PrnC-Variante
erstellt werden, die im stark konservierten Bereich die Sequenz von NH153 erhalt. Dieser
Vergleich ist in der folgenden Tabelle 7 dargestellt. Analog zu den Sequenz-Alignments
aus Abbildung 87 soll der Sequenzvergleich von NH153 mit PItA (Abbildung 93), PrnC
(Abbildung 94), sowie PrnA (Abbildung 95) Aufschluss Uber eine sinnvolle ,Fusionsnaht
geben®.

Tabelle 7: Vergleich der Eigenschaften und Produktion von PrnC-Hise und NH153-Hiss.

Eigenschaften PrnC-Hise NH153-Hiss
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
Proteinprazipitat fur Lagerung bei
prazip gerung Nach ~ 24 h -
Raumtemperatur
Gelbe Farbung nach Entsalzung nein ja
NH153 MNNQVQQADVVIIGAGPSGAVAASLLVKKGWHVVVLEQQTFPRFSIGESLLPQCMSFLAEAGLEQAVQTQAQSLGFQFEN 80
P1tA --MSDHDYDVVIIGGGPAGSTMASYLAKAGVKCAVFEKELFEREHVGESLVPATTPVLLEIGVMEKIEKAN----FPKRF 78
R kox kr ookl o
NH153 GAAFQRR--G-————————————— DHTTIDFTEKFSEGP--GTTFQVKRADFDKCLADGAMQQGAEIRYQHSVLAFTDCE 142
P1tA GAAWTSADSGPEDKMGFQGLDHDFRSAEILFNERKQEGVDRDFTFHVDRGKFDRILLEHAGSLGAKVFQGVEIADVEFLS 154
ook s C ok kL ks kR kkak kL kks koo ok kk:.

NH153 DGALLEVTDENQQGYQIKGRFVLDASGFGRVLPRLLDLESASNFPVRWAF---FSHFKDNISDTQFDREKILINVHPEHK 162
P1tA PGNVIVNAKLGKRSVEIKAKMVVDASGRNVLLGRRLGLREKDPVFNQFAIHSWFDNFDRKSATQSPDKVDYIFIHFLPMT 234
*oo H S S S o S R Tk, : . HE.

NH153 DIWYWLIPFSDGTASIGVVGKPEQLEDKQPLAGLNEF----IEQDSYLSELLANREAIGEARAIKGYSANVSSLYGEHFA 295
P1tA NTWVWQIPITETITSVGVVTQKQNYTNSDLT——YEEFFWEAVKTRENLHDALKASEQVRPFKKEADYSYGMKEVCGDSFV 312

HE R el HH LR * : R T T
NH153 LLGNAGE)zns) TIALKSASLVAPLVDSYLRGEQVD--FKNDYSEPLQQGVNCFRTYVSAWYDGSFQDVIFYSEK 373

P1tA LIGDAA! VSVALNSARIASGDIIEAVKNNDFSKSSFTHYEGMIRNGIKNWYEFITLYYRLNILFTAFVQDP 392

Kkak | KakkgkkkAKkygkk kK o s raia K. aiikan

NH153 NQQVREMISAILAGYAWDLONPFVKQSNKRLNTLVE---LCR-——-D-—————————————— - —————m————————— 413
P1tA **RYRLDILQLLQGDVYS ********* GKRLEVLDKMREIIAAVESDPEHLWHKYLGDMQVPTAKPAF ************ 449

* ok kox . LRRK LK

Abbildung 93: Sequenz-Alignment der Aminosauresequenzen von PItA (WP_011061079.1, PDB: 5DBJ_A) und
NH153 (WP_063707674.1). Das Asterisk (*) zeigt in allen Sequenzen konservierte Aminosauren (aa) an der gleichen
Position. Der Doppelpunkt (:) hebt aa mit stark ahnlichen Eigenschaften hervor und der Punkt (.) deutet aa mit schwach
ahnlichen Eigenschaften an. Hervorgehoben sind auBerdem die konservierten Bereiche der FAD-Bindung (gelb), das
mutmallich katalytische Lysin (griin), der Tryptophan-Tunnel (orange), sowie der Bereich um die Substratbindetasche
(schwarz).
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NH153 ------- MNNQVQQADVVIIGAGPSGAVAASLLVKKGWHVVVLEQQTFPRFSIGESLLPQCMSFLAEA----GLEQA-—-———-——-— 66
PrnC MTQKSPANEHDSNHFDVIILGSGMSGTQMGAILAKQQFRVLIIEESSHPRFTIGESSIPETSLMNRIIADRYGIPELDHITSFYST 86
Dinosn KRikakik kk. gk Cikiiak LKk kREx k. : s
NH153 VQTQAQSLGFQFINGAAFQRRGDH TTIDFTE----KFSEGPGTTFQVKRADFDKCLADGAMQQGAEIRYQHSVLAFTDCEDGALL 147
PrnC QRYVASSTGIIRNFGFVFHKPGQEHDPKEFTQCVIPELPWGPESH——YYRQDVDAYLLQAAIKYGCKVHQKTTVTEYHADKDGVA— 169
HE S HA HE L B Haai
NH153 EVTDENQQGYQIKGRFVLDASGFGRVLPRLLDLESASNFPVRWAFFS--HFKDNISDTQFDR--—-—-—-~— EKILINVHPEHKDI 221
PrnC ———VTTAQGERFTGRYMIDCGGPRAPLATKFKLREE———PCRFKTHSRSLYTHMLGVKPFDDIFKVKGQRWRWHEGTLHHMFEGG 248

L A * HER FoxLLx R . B :

NH153 WYWLIPFSDGTASIGVVGKP-EQLED-KQPLAGLNEFIEQDSYLSELLANREAIGEARAIK-----— GYSANVSSLYGEHFALLG 298
PrnC WLWVIPFNNHPRSTNNLVSVGLQLDPRVYPKTDISAQQEFDEFLARFPSIGAQFRDAVPVRDWVKTDRLQFSSNACVGDRYCLML 333
ok kR Kk T Lk
NH153 SLVAPLVDSYLRGEQVDFKNDYSEPLQQGV-—=---==~ N-CFR--——--—-— TYVSAWY 360
PrnC LENTAVTIHALAARLIKALRDDDFSPERFE————YIERLQQKLLDHNDDFVSCCYTAFSDFRLWDAFHRLWA 414
. . * Kk kokok Lo *

NH153 DGSFQDVIFYSEKNQQVREMISAILAGYAWDLONPFVKQSNKRLNTLVELCRD==—==—====—==— === ——m - —— 413
PrnC DLDHLDNDPPYLGYLCADMEEYYQLFNDAKAEVEAVSAGRKPADEAAARI 488

x kk K
NHL 53 = m oo o 413
PrnC HALIDERDFAKPMFGFGYCITGDKPQLNNSKYSLLPAMRLMYWTQTRAPAEVKKYFDYNPMFALLKAYITTRIGLALKK 567

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

NH153 MNNQVQQADVVIIGAGPSGAVAASLLVKK---GWHVVVLEQQTFPRFSIGESLLPQCMSFLAE-AGLEQAVQTQAQSLGFQ 77

PrnA MNK——PIKNIVIVGGGTAGWMAASYLVRALQQQVNITLIESAAIPRIGVGEATIPSLQKVFFDFLGIPEREWM——PQVNGA 77
** e ** * * :* *** ** ** . ** ~* .

NH153 FENGAAFQ---RRGDHTTIDF-TEKFSEGP--—--— GTT--—————-— o QVKRADFDKCLADGAMQQGA 127

PrnA F AAIKFVNWRKSPDPSREDYFYHLFGSVPNCDGVPLTHYWLRKREQGFQQPMAYACYPQPGALDGKLAPCLADGTRQMSH 158
L : : HE e e

NH153 EIRYQHSVLA-FT---DCEDGAL-—---—-- LEVT--—————-- DENQQGYQIKGRFVLDASGFGRVLPRLLDLESASNFPVR 189

PrnA AWHFDAHLVADFLKRWAVERGVNRVVDEVVEVQLNDRGYISTLLTKEGRTLEADLFIDCSGMRGLLINQALKEPFIDMS D 238

HEE oL Hi PR
NH153 WAFF-SHFKDNISDTQFDREKILINVHPEHKDIWYWLIPFSDGTASIGVVGKPEQLE--——-— DKQPLAGLNEFIEQDSYLS 264
PrnA YLLCDSAVASAVPNDDAREGVEPYTSAIAMNSGWTWKIPMLGRFGSGYVFSSKFTSRDQATADFLKLWGLSDNQQL ————— 314
H P . TN . *oFE
NH153 ELLANREAIGEARAIKGYSANVSSLYGEHFALLGNAGE)J®S VT IALKSAS-LVAPLVDSYLRGEQVDFKNDYSEP 344
PrnA ——-—-NQIKFRVGRNK-—————-— RAWVNNCVSIGLSSClpny IYFIYAALYQLVKHFPDTSFDP———RLRDAFNAE 380
oo LF A T : R R HEE AN
NH153 LOQGVNCFRTYVS-AWYDGSFQDVIFYSEKNQQVR-——————————— - —m—— e mm——m—mm—m EMIS 382
PrnA IVYMFDDCRDFVQAHYFTTSREDTPFWLANRHELRLSDAIQEKVERYKAGLPLTTTSFDDSTYYETFDYEFKNFWLNGNYY 461
- . * ok ks .

NH153 AILAGYAW--DLONPFVKQSN--——==—===——==——— KRLNTLVE----—=--—==-—= LCRD----—=—=====— 413

PrnA CIFAGLGMLPDRSLPLLQHRPESIQKAEAMFASIRREAERLRTSLPTNYDYLRSLRDGAQLSRNQHGPTLAAQERQ 537
R e LRk kg

Abbildung 95: Sequenz-Alignment der Aminosauresequenzen von PrnA (WP_011061881.1) und NH153
(WP_063707674.1). Das Asterisk (*) zeigt in allen Sequenzen konservierte Aminosauren (aa) an der gleichen Position.
Der Doppelpunkt (:) hebt aa mit stark &hnlichen Eigenschaften hervor und der Punkt (.) deutet aa mit schwach ahnlichen
Eigenschaften an. Hervorgehoben sind aufRerdem die konservierten Bereiche der FAD-Bindung (gelb), das mutmaflich
katalytische Lysin (griin), der Tryptophan-Tunnel (orange), sowie der Bereich um die Substratbindetasche (schwarz).
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Entsprechend diesen Alignments wurde das Fusionsprotein NHprnC-Hise konstruiert. Da
es die ,Box“-Domane von NH153 erhalten hat und die ,Pyramiden-Domane“ nach der
konservierten Sequenz FxxPxxSxG (Abbildung 96), wurde dieses Enzym auch als
Chimare bezeichnet.

PrnC-His?9 MTQKSPANGHDSNHFDVIILGSGMSGTOMGAILAKQQFRVLIIEQSSHPRFTIGESSIPETSLMNRIIADRYDIP 75

NH153-His6  —-=-—-——- MGNNQVQOQADVVIIGAGPSGAVAASLLVKKGWHVVVLEQQTFPRFSIGESLLPQCMSFLAEAGLEQAV- 68

NHprnC-His6 ~  —----—- MGNNQVQQADVVIIGAGPSGAVAASLLVKKGWHVVVLEQQTFPRFSIGESLLPQCMSFLAEAGLEQAV— 68
el s ******* .ot ** ::*:: * ok R Kok ok . *‘k** :*: . . H

PrnC-His?9 ELGHITSFYSTQRYVSSSTGIKRNFGFVFHKPGQEHDPKEFTQCVIPELPWGPES--HYYRQDVDAYLLQAAIKY 148

NH153-His6  —===————————— QTQAQSLGFQFKNGAAFQRRGD-HTTIDFTE----KFSEGPGTTFQVKRADFDKCLADGAMQQ 126

NHprnC-His6 = -==———=—————- QTQAQSLGFQFKNGAAFQRRGD HTTIDFTE----KFSEGPGTTFQVKRADFDKCLADGAMQQ 126
R A HAd HE R HE I

PrnC-His9 GCTVRQKTSVTEYHADKDGVAVT-~---TAEGERFTGRYMIDCGGPGAPLATKFGLREE---PCRFKTHSRSLYTH 216

NH153-His6 GAEIRYQHSVLAFTDCEDGALLEVTDENQQGYQIKGRFVLDASGFGRVLPRLLDLESASNFPVRWAFFS--HFKD 199

NHprnC-His6 GAEIRYQHSVLAFTDCEDGALLEVTDENQQGYQIKGRFVLDASGFGRVLPRLLDLESASNFPVRWAFFS--HFKD 199
*. sk . * * H :**_ : . :* ::_**:::*__* * * sLx L. * *: _* .

PrnC-His9 MLGVKPFDDIFKVKGQRWRWHEGT LHHMFTGGWLWVIPEFNNHPRSTNNLVSVGLQLDPRVYPKTDIPAQQEFDEF 291

NH153-His6 NISDTQFDR-—--—-———- EKILINVHPEHKDIWYWLIPFSDGTASIGVVGK-PEQLEDK-QPLAGLNEFIEQDSY 263

NHprnC-His6 NISDTQFDR---—---—-- EKILINVHPEHKDIWYWLIPFSDGTASIGVVGK-PEQLEDK-QPLAGLNEFIEQDSY 263
LR . PR A oo, FRLono* oL *ox,

PrnC-His9 LARFPSIGAQFRDAVPVRDWVKTDRLQFSSNACVGDRYCLMLHANG RN LENTAVTIHALAARLIKALR 366

NH153-His6 LSELLANREAIGEARAIK------— GYSANVSSLYGEHFALLGNAGE|JNHB VT IALKSAS——-—- LVAPLV 327

NHprnC-His6 LSELLANREAIGEARAIK------— GYSANVSSLYGEHFALLGNAGE|}®S LENTAVTIHALAARLIKALR 332

*e e Pa—— . . hesa ke ek kekkakk K- . . * . *

PrnC-His9 DDDFSPERFE----YIERLQQOKLLDHNDDFVSCCYTAFSDFRLWDAFHRLWAVGTILGQFRLVQAHARFRASRDE 437
NH153-His6 DSYLRGEQVDFKNDYSEPLQQGV—-———-———— N-CFR-———————- TYVSAWYDGSFQDVIFYSEKNQQVREMISA 384

NHprnC-His6 DDDFSPERFE**ffYIERLQQKLLDHNDDFVSCCYTAFSDFRLWDAFHRLWAVGTILGQFRLVQAHARFRASRDE 403

Kok kKK

PrnC-His9  ——————————-] GDLDHLDNDPPYLGYLCADMEQYYQLFNDAKAEVEAVSAGHKSAEEAALRTHALIDERDFAKPM 501
NH153-His6 ILAGYAWDLONPFVKQSNKRLNTLVELCRDEL— === === == === === — = — — — — — — — - - —————— 416

NHprnC-His6 ~  -=-—-=——------= GDLDHLDNDPPYLGYLCADMEQYYQLFNDAKAEVEAVSAGHKSAEEAALRIHALIDERDFAKPM 467

* kk K

PrnC-His9 FGFGYCITGDKPQLNNSKYSLIPAMKLMYWTQTRAPAEVKKY FDYNPMFALLKAYITTRIGLALKKELHHHEHE 575
NHI53-HiS6  —mmmmmmmm oo oo oo ELHHHHHH 424
NHprnC-His6 FGFGYCITGDKPQLNNSKYSLIPAMKLMYWTQTRAPAEVKKY FDYNPMFALLKAY ITTRIGLALKKELHHHEHE 541

Abbildung 96: Sequenz-Alignment der Aminosauresequenzen von PrnC-Hise, NH153-Hiss und NHprnC-Hiss. Das
Asterisk (*) zeigt in allen Sequenzen konservierte Aminosauren (aa) an der gleichen Position. Der Doppelpunkt (:) hebt
aa mit stark ahnlichen Eigenschaften hervor und der Punkt (.) deutet aa mit schwach ahnlichen Eigenschaften an.
Hervorgehoben sind auRerdem die ibernommenen Sequenzbereiche von NH153 (gelb) und PrnC (orange), sowie die
konservierte Sequenz FxxPxxSxG (schwarz) als ,Fusionsnaht* und der terminale Helixbereich der ,Box“-Doméane (lila
Buchstaben) (Abbildung 97).

Wie sich dies in Strukturen aufiern konnte, sollte durch ein Modelling mittels Phyre2-
Strukturhomologiemodelll'! gezeigt werden (Abbildung 97). Genauso wie die Tryptophan-
Halogenasen (Abbildung 25) haben PrnC und NH153 in diesen Strukturen eine die ,Box“-
Domane (rot) abschlieBende lange Helix, bevor die ,Pyramiden“-Domé&ne (blau) beginnt.
In beiden Strukturen, fir PrnC und NH153, liegt die gewahlte Fusionsnaht (schwarz) vor
dieser abschlieBenden Helix, ndmlich am Beginn der vorherigen Helix. Starke
Unterschiede in den Strukturen in Form der ,Pyramiden“-Domane (blau) treten erst nach
dem in lila markierten Bereich am Ende der langen ,Box“-Doméanen-Helix auf.
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Abbildung 97: Modellierte Phyre2-Strukturhomologiemodelle!! von PrnC-Hisg (A), NH153-Hiss (B) und NHprnC-Hiss
(C), basierend auf der schematischen Darstellung der Abbildung 26. Hervorgehoben sind die Sequenzbereiche der
,Box“-Doméne (rot), die Flavin-Bindedomane GxGxxG (gelb), der Transfertunnel WxWxIP (orange) und das
konservierte Lysin K (griin). Auch gezeigt ist der Bereich um die Bindetasche FxxPxxSxG (schwarz) und der Bereich
nach der letzten Helix der ,Box“-Domane in lila, sowie der N-terminale Bereich, der fiir die Tryptophan-Halogenasen
bezeichneten ,Pyramiden“-Domaéne (blau).

Klonierung von nhprnC-Hise

Fir die Konstruktion des Vektors pET28a(+)-nhprnC-Hiss wurden die beiden Teilbereiche
basierend auf den Vektoren pUC57-nh153-Hise und pCC1-prnC-Hise Uber PCR
amplifiziert (Abbildung 98). In einem zweiten Schritt wurde Uber eine Overlap Extension
PCR (0ePCR) das chimare Gen erstellt (Abbildung 99).
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Abbildung 98: Analytisches Agarosegel zur PCR vom Sequenzbereich nh153_Box bis zur konservierten Sequenz
FxxPxxSxG (gelb) und prnC-Hise_Pyramid ab der Sequenz FxxPxxSxG (orange). M steht hierbei fiir 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,
JGEO0215_NHprnC_NH153 rv_prnC OL, NH153 fw OL und prnC-His6 rv_pET28a OL. Die erwarteten Bandengréfen
sind fir nh153_Box ~1000 bp und fir prnC- Hise ~770 bp.
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Abbildung 99: Analytisches Agarosegel zur cePCR vom Sequenzbereich nh153_Box und prnC-Hiss_Pyramid zu
nhprnC-Hiss. M steht hierbei fir 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
BandengroRe ist fir nhprnC- Hise ~1700 bp.

Expression von NHprnC-Hise

Nach einem Gibson Assembly erfolgte die Transformation von E. coli BL21(DE3) zum
Produktionsstamm E. coli BL21(DE3) pET28a(+)-nhprnC-Hiss. Fir die Expression
wurden 500 mL TBkan-Medium mit 1 % (v/v) Vorkultur inokuliert und bei 37 °C und
160 rpm kultiviert. Bei einer ODsoo von 0.6 erfolgte die Induktion mit 100 um IPTG. Nach
Induktion wurde die Temperatur auf 20 °C und die Schittelfrequenz auf 140 rpm
reduziert. Die Zellernte erfolgte nach 24 h und ergab 7.5 g Zellen (CDW). Fir die
Reinigung von NHprnC-Hise wurde das Protokoll zu PrnF-Hiss verwendet. Dazu wurden
7 g in 50 mL Aquilibrierungspuffer (50 mm KPi, 300 mm NaCl, 10 mm Imidazol, pH = 7.5)
resuspendiert. Diese ~ 15 % (w/v) Resuspension wurde fir den Aufschluss mit der
EmulsiFlex verwendet. Nach der Reinigung wurden die verschiedenen Fraktionen in
einer SDS-PAGE analysiert. Da eine Uberexpression 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
ODsoo von 0.4 erfolgte ein Kalteschock fur 1 h bei 4 °C, sowie ein Ethanol-Schock mit
2 %(v/v) Ethanol. Dann erfolgte die Induktion mit 100 um IPTG. Nach Induktion wurde die
Temperatur auf 18 °C und die Schittelfrequenz auf 140 rpm reduziert. Die Zellernte
erfolgte nach 24 h und ergab 16 g Zellen (CDW). 5g Zellen wurden in 25 mL
Aquilibrierungspuffer (50 mm KPi, 300 mm NaCl, 20 mm Imidazol, pH = 7.5) resuspendiert.
Diese ~ 20 % (w/v) Resuspension wurde fur 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-Hise
bei 20 °C. Gezeigt sind die Spuren M fiir Marker (PageRuler™ ungefarbte Proteinleiter, 10 bis 200 kDa von Thermo
Fisher Scientific Inc.), Zellprobe vor Aufschluss (Z), geklartes Lysat nach Zentrifugation (KL), Durchfluss bei
Proteinauftragung auf die Saule (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-Hise hat eine berechnete Grofte von
61 kDa.

Die Zellprobe war tberladen. Die erkennbare Doppelbande lasst auf die Produktion der
Chaperonine schlieRen. Die Bande der Fr. 12 zeigt jedoch einen kleinen Teil Protein der
erwarteten GroRe. Jedoch ist die Menge so geringt, dass der Produktionsstamm
gewechselt wurde. Nach Transformation von E. coli ArcticExpress(DE3) erfolgte die
Expression analog zu prnC-Hisg 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
Aquilibrierungspuffer (50 mm KPi, 300 mm NaCl, 20 mm Imidazol, pH = 7.5) resuspendiert.
Diese ~ 30 % (w/v) Resuspension wurde fur den Aufschluss mit Ultraschall und zur
Reinigung (Abbildung 101) verwendet. Auch bei dieser Expression sind zwei Banden um
60 kDa erkenntbar, die mutmallich fiir 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-Hiss bei 15 °C. Gezeigt sind die Spuren Zellprobe vor Aufschluss (Z), geklartes Lysat nach Zentrifugation (KL),
Durchfluss bei Proteinauftragung auf die Saule (DF), Waschfraktion mit 50 mm Imidazol (50), mit 70 mm Imidazol (70),
mit 100 mm Imidazol (100) und Elution mit 300 mm Imidazol (300). AuRerdem steht M fir Marker (PageRuler™
ungeférbte Proteinleiter, 10 bis 200 kDa von Thermo Fisher Scientific Inc.). Die nicht beschrifteten Spuren gehéren zu

einem anderen Experiment, sind aber wegen der Marker-Spur nicht ausgeschnitten worden. NHprnC-Hiss hat eine
berechnete GroRe von 61 kDa.

Zundchst ist  festzustellen, dass die erhofften  Verbesserungen  beziiglich,
Expressionstemperatur, -Stamm und Proteinausbeuten durch die Fusion der ,,Box“-Doméne und
der ,,Pyramiden“-Doméne nicht erfolgreich war. Im Gegenteil. Eine Expression bei 15 °C und im
Stamm E. coli ArcticExpress (DE3) fiihrte nicht zur Isolierung von Enzym nach der Affinitéts-
Chromatographie und ist damit sogar eine Verschlechterung der Ergebnisse. Ein Grund dafiir
konnte in der falschen Position der ,,Fusionsnaht* liegen. Betrachtet man die Unterteilungen der
Dominen nach Dachwitz et al., so lisst sich diese Trennung nicht direkt an der Sequenz ablesen,
sondern viel mehr an der letzten langen a-Helix in der ,,Box“-Doméne und damit in der
Proteinstruktur.'®) Diese Dominentrennung zeigt sich in der Sequenz erst deutlich nach der in
dieser Arbeit gewidhlten Sequenz FxxPxxSxG. Die mafgebliche Helix folgt erst nach der
gewihlten Sequenz, wie in der folgenden Abbildung 102 dargestellt.

Um also eine Art allgemeines Riickgrat der ,,Box“-Domine mit vorteilhaften Eigenschaften
zu finden, wie die hohe Proteinausbeute und Stabilitdt 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“-Doméne des Zielenzyms erfolgen. Auch Andorfer et al.
fithren den Beginn der C-terminalen Doméne, der sie die Vermittlung der Substrat-Spezifitit
zuweisen, nach der hier als lange terminale ,,Box“-Dominen-Helix an.*?! Sofern sich diese
Strategie auch als Fehlversuch darstellt, lieBe sich die Hypothese aufstellen, dass die Instabilitit
moglicherweise allein durch die C-terminale Doméne bestimmt ist. Fiir eine Mutagenese-Strategie
zur Erhohung der Stabilitdt konnte der Sequenzbereich und dadurch der Screening-Aufwand stark
reduziert werden und bspw. durch eine ,,constraint network analysis* bzw. einen CNA-Ansatz nur
fiir die ,,Pyramiden*-Domine verwirklicht werden.?>]
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Abbildung 102: Ausschnitt des Sequenz-Alignments der Aminosauresequenzen von Thal (PBD: 6h44), PItM (PDB:
6bza), CndH (PDB: 3e1t), PrnC-Hiss und NH153-Hiss. Die Auswahl der Enzyme basiert auf den Gruppen nach
Dachwitz et al.['®) Das Asterisk (*) zeigt in allen Sequenzen konservierte Aminos&uren (aa) an der gleichen Position.
Der Doppelpunkt (:) hebt aa mit stark ahnlichen Eigenschaften hervor und der Punkt (.) deutet aa mit schwach @hnlichen
Eigenschaften an. Hervorgehoben sind auferdem die konservierten Sequenzen FxxPxxSxG (schwarz) vor der
,Fusionsnaht”, sowie die letzte lange Helix der ,Box“-Domane (rot). Fir PrnC und NH153 der Bereich nach der letzten
langen Helix in lila. Aulerdem ist die in Dachwitz et al.['®! bezeichnete ,flexible, kleine Unterdomande* (blau), die im
Prinzip der ,Pyramiden“-Doméane entspricht. Letztlich ist in gelb ein konserviertes Tyrosin im Bereich der letzten langen
,Box“-Domanen-Helix hervorgehoben.

Generell ist die Strategie der Doménen-Fusion im Sinne dieser Arbeit eher nicht gingig und
nach unserem Wissen fiir die Halogenasen bisher nicht erfolgt. Diese Strategie der ,,Doménen-
Insertion®3% zeigte sich aber bspw. fiir die Phosphoglycerat-Kinase erfolgreich.*3!! Haufiger
findet man in der Literatur (Fusionen von fags ausgenommen) entweder die Fusion von
Bindedominen fiir Materialien oder Substrate an katalytische Doménen und Enzyme**?], oder die
Fusion von Reduktasen oder deren Doménen an Monooxygenasen zur Bereitstellung eines
selbstversorgenden artifiziellen Ein-Komponenten-Systems.[>*3 Auch die Proteinfusion von
Flavin-Reduktasen an Halogenasen iiber Linker-Systeme mit dem gleichen Ziel wurden bspw. fiir
RebF und RebH durchgefiihrt.>'7! Alternativ gibt es generell in der Disziplin des Protein-Designs
die Bestrebung ,,de novo* Proteine mit Funktionen zu produzieren®**!, diese Designs beginnen
jedoch komplett von Beginn an (,,from scratch*) und gehen weit iiber die Erstellung chimirer
Enzyme durch Doménenfusion hinaus.
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8.6 Etablierung literaturbekannter Halogenasen

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

8.6.1 Tryptophan-Halogenase PrnA

Zur Konstruktion von pET28a(+)-prnA-Hiss wurde der Vektor pUCS57-prnABCDF als
Templat genutzt. Die Gradienten-PCR (Abbildung 103 A) war fir die verschiedenen
Temperaturen erfolgreich. Nach Gelelution wurde ein Gibson Assembly durchgefihrt.
Zuséatzlich wurden zwei Varianten von PrnA, PrnA (F103A) und PrnA (E450K_F454K)
Uber eine Round-the-Horn PCR (rePCR) (Abbildung 103 B) generiert. Hierfir diente das
neue Konstrukt pET28a(+)-prnA-Hise als Templat. Nach der Gelelution und Ligation
erfolgte die Transformation von E. coli ArcticExpress(DE3) mit allen drei Konstrukten.
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Abbildung 103: A) Analytisches Agarosegel zur PCR von prnA-Hise mit Uberhangen fir pET28a(+). Als Primer wurden
JGE0339_prnAHis_fw_OL_pET und JGEO0339 prnAHis_rv _OL_pET verwendet. M steht hierbei fiir 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 BandengréRe fir prnA-Hise betragt ~1700 bp. B)
Analytisches Agarosegel zur riPCR von pET28a(+)-prnA-Hiss zu pET28a(+)-prnA-Hiss (F103A) und (E450K_F454K).
Aufgetragen wurden die Amplifikationen fir die Temperaturen 45°C und 50.7 °C. Als Primer wurden
JGE0339_prnAHis_fw_F103A_RTH, JGEO0339_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-Hiss (D465E;T501S)_fre-Hise
und E. coli Tuner (DE3) pET28a(+)-radH-Hise (D465E;T501S)_fre-Hiss bei 20 °C und
180 rpm wurde bei einer ODeoo von 0.5 mit 100 pm IPTG induziert. Ein Kalteschock oder
ahnliches wurde nicht durchgefiihrt. Die Zellernte erfolgte nach 16 h. Aus den 500 mL
Kultur wurden ca. 2.7 g Zellpellet (CDW) fur E. coli BL21(DE3) und 3.2 g fur E. coli
Tuner (DE3) gewonnen. Fir den Aufschluss wurde jeweils 1 g Zellen in Lagerungspuffer
(25 mm KPj, 300 mm NaCl, pH = 7.5 mit 10 % (v/v) Glycerin) resuspendiert und mittels
Ultraschalls aufgeschlossen. Die Expression war anhand der BandengréRe nur fir RadH-
Hiss (D465E;T501S) in E. coli BL21(DE3) erfolgreich (Abbildung 104).
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Abbildung 104: SDS-PAGE-Gel zur Expression von E. coli BL21(DE3) pET28a(+)-radH-Hiss (D465E;T501S)_fre-Hiss
und E. coli Tuner(DE3) pET28a(+)-radH-Hise (D465E;T501S)_fre-Hiss bei 20 °C. Gezeigt sind die Spuren steht M flr
Marker (PageRuler™ ungefarbte Proteinleiter, 10 bis 200 kDa von Thermo Fisher Scientific Inc.), Zellproben vor der
Induktion (v.l.), Zellproben vor Ernte (16h), sowie geklartes Lysat nach Zentrifugation (KL). Das Asterisk (*) steht fur
die Doppelmutation von RadH. Sowohl RadH und Fre liegen His-tagged vor. RadH-Hiss hat eine berechnete GroRe
von 57.5 kDa und Fre-Hiss von 27.3 kDa.

8.6.3 Etablierung einer Analytik

Um eine einfache Analyse fur Aktivitatstests der Tryptophan-7-Halogenase PrnA zu
etablieren, wurden die Komponenten Tryptophan (23a), 7-Chlortryptophan (23b),
Anthranilsdure (50) und 3-CI-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 flr 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.
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Abbildung 106: Chromatogramme der RP-HPLC zur Analyse von Anthranilséure (50) und 3-Chlor-Anthranilsaure (3-
CI-50) bei 254 nm. Gezeigt sind die einzelnen Spuren fiir 50 (blau) und 3-CI-50 (rot), sowie eine Probe mit beiden
Komponenten (schwarz). Anthranilsaure zeigte eine Retentionszeit von 4.7 min und 3-Chlor-Anthranilséure hatte eine
Retentionszeit von 6.7 min. Das Asterisk (*) zeigt eine unbekannte Verunreinigung.

Far die Analyse der Aktivitat 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 firr 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 Flache zum Umbelliferon von 8.3 %.

Die Bereitstellung von PrnA in E. coli ArcticExpress (DE3) dient der generellen
biokatalytischen Anwendung zur Halogenierung von Indol-Geriisten. 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.?!®! Dies konnte fiir
nicht natiirliche Substrate sogar eine groflere Rolle spielen. Um genau diese Substratspezifitit zu
andern erfolgte die zweite Mutagenese. Die Doppelmutante E450K F454K basiert auf den
Ergebnissen von Shephard et al., die mit dieser Variante die Umsetzung von Anthranilsdure (50)
von unter 2 % fiir den Wildtyp auf fast 30 % mit gemischtem Chlorierungsmuster (Position 3 und
5) steigern konnten.['*” PrnA und seine Varianten werden dann zu interessanten Enzymen fiir die
Derivatisierung von pharmazeutisch relevanten Chinolinen.3*! Die etablierte Analytik kann dann
sowohl fiir die pPBTBX-2-Konstrukte, als auch fiir die pET28a(+)-Konstrukte genutzt werden. Die
Expression von radH erfolgte analog zur Proteinproduktion von Menon et al. bei 20 °C und lieferte
qualitativ fiir die Variante D465E_T501S dhnliche Ausbeuten. Diese Variante wurde einerseits
beschrieben als aktiver fiir 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. unmoglich. Daher ldsst 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 uM. Warum die Reduktase Fre nicht sichtbar {iberexprimiert
wurde ist nicht geklart. Da weder im Konstrukt fiir eine mRNA, noch fiir zwei getrennte mRNAs
die Reduktase sichtbar produziert wurde, sollte fiir eine Co-Expression ein dafiir geeigneter Vektor
wie pETDuet verwendet werden.***) Andere Strategien zur Optimierung zur Produktion

rekombinanter Proteine*”! erscheinen hier erst einmal nicht sinnvoll.
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9. AUSBLICK

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

9.1 Cofaktor-Recycling-System (CRS):

Eine weitere Untersuchung der SsuE ist nicht zielfiihrend, da die etablierte Reduktase
PrnF hohe Aktivitaten 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 Stabilitat des BNA (21d) Ubersteigt 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 fir die Reduktion von FAD mit BNAH bei gleicher Konzentration (150 um) eine
Aktivitdt von 0.72 mu/mL. Trotz der um den Faktor ~3500 geringeren Aktivitédt im
Vergleich zum Reduktase-Ansatz mit PrnF (2.5 u/mL), wurden mit 10 mm BNAH und 100
UM FAD teilweise 3.5x — 4.7x hdhere Reaktionsgeschwindigkeiten fur die Halogenierung
mit RebH und Thal erreicht.['®] Da FAD kommerziell erhéltlich ist und BNA im
Multigramm-MafRstab gunstig darstellbar ist, sollte also flir ein Up-Scaling von
enzymatischen Halogenierungen auf die chemische Reduktion umgestiegen werden.

Alternativ zum Einsatz von NAD mimics bleibt auch die photochemische Reduktion von
FADI33] mittels Blaulicht (455 nm) und EDTA als ,sacrificial reductant“ eine attraktive
Alternative und sollte auch fliir die Halogenasen dieser Arbeit untersucht werden, da sie
eine einfache Produktabtrennung nach vollstandiger Umsetzung ermdoglicht.[176]
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A) Enzym-gekoppelte Regeneration
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Abbildung 108: Cofaktor-Recycling-Systeme fiir 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 Wellenlange von 455 nm und anschlieRender Reduktion durch den sacrificial
electron donor®¥ Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)3401.[176]

9.2

Biokatalyse mit PrnC

Die Darstellung der Halogenase PrnC gestaltet sich nach wie vor schwierig. Fir eine
industriell relevante Anwendung ist eine Optimierung der Expression und lIsolation
unumganglich. Zunachst sollte eine Codon-optimierte Gensequenz zur Expression
genutzt werden und auf die Einhaltung des Hise-tags geachtet werden. Sollte die
angepasste codon usage fur eine bessere Expressionsrate und Ausbeute an I6slichem
Protein nicht ausreichen, kann Uber eine Zufallsmutagenese mittles error prone PCR eine
stabilere Proteinvariante gesucht werden. Neben Aktivitatstests und Ausbeuten kann
dann Uber 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?'”], da PrnF selbst gute Ausbeuten zeigt
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und maoglicherweise N-terminal als eine Art Loslichkeits-tag fungieren kann. Nutzlicher
Nebeneffekt ware bei der Beibehaltung des Enzym-basierten CRS die Verminderung von
Expressionen und Reinigungen auf ein Fusionsprotein. Ein N-terminaler His-tag wirde
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.%4 Alternativ waren klassische Fusionsproteine mit Maltose-Bindeprotein
(MBP)[213. 3411 ynd ggf. TEV-Schnittstelle eine Option und ermdglicht eine reine Elution
des Wildtypen.l'®l Im Vergleich zu RebH konnte 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 koénnte.l3%'l 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®*2 und Pyrroloindolen®#3! in einem
nachsten 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 Marinochinolinenl?’®l als Vertreter der
Pyrrolochinoline ein interessantes Ziel. Nach Etablierung eines geeigneten Malstabes
sollten weitere Optimierungen zur Bereitstellung auch von Fludioxonil-Derivaten
erfolgen,?8% 3041 sowie die die Untersuchung zur Moglichkeit der Oxidation von
Pseudohalogeniden anstelle von Halogeniden, wie es fir die Myeloperoxidase gezeigt
wurde.?*4l Nachdem Peh et al. zeigen konnten, dass auch Pyrrole mit Substituenten an
2-Position halogenierten werden koénnen,B% sollte fir das Ziel der Prodiginin-
Halogenierung auch MBC fir die Chlorierung untersucht werden. Die Halogenierung am
A-Ring erscheint hierbei am wahrscheinlichsten. Die gezeigte Halogenierung von Acryl-
Pyrrolen kann auflerdem fir die Substitution von MAP im Falle des Prodigiosins
interessant sein. Sollte diese Strategie nicht erfolgreich sein, ware der Wechsel, vor allem
fur die Halogenierung von Prodigiosin durch unspezifische Halogenasen wie HalB, BrvH,
VirX1 und Weitere denkbar. Es sollte sich jedoch um Enyzme der Gruppe Spatphasen-
Halogenasen (,/late stage halogenases“) handeln.'®d Dabei wéare zusatzlich die
Verwendung von natlrlichen Ein-Komponenten-Systemen zu empfehlen, wie
beispielsweise die phenolische VemK[?28l oder die Tryptophan-Halogenase AetF[349],

r N
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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, PItA und PRN

Mit der zentralen Motivation der Arbeit durch Pyrrol-Halogenasen die Produktion von
vorallem chlorierten Derivaten der Prodiginine 31 (Abbildung 110) zu ermdglichen,
koénnten sich sowohl PrnC, als auch PItA durch die Derivatisierung von MBC eignen.
Durch eine Expression von prnC im Stamm P. putida pig-r2 ApigD kénnte das sich
akkumulierende MBC halogeniert werden, bevor das Prodigiosin-Derivat durch Zugabe
eines Monopyrrols wie MAP gebildet wird. Letzteres wird mutmaBlich fir PrnC
unzuganglich sein.

Eine Untersuchung fliir das Finden eines geeigneten Zeitpunktes der Zugabe des
Monopyrrols — namlich einer maximalen Menge an chloriertem MBC — kann durch
HPLC-Analysen erfolgen. Gleiches gilt fir die Halogenase PItA. Nach erfolgreicher
Expression sollte die Funktionalitat von PItA Gber SNAc-Substrate untersucht werden.
Wenn diese Aktivitatstests chloriertes Produkt zeigen, kann in einem nachsten Schritt
MBC untersucht werden. Sollten sich mit PItA dann keine halogenierten MBC-Derivate
zeigen, kann Uber knock-out-Studien zu PigF, PigM, PigH und PigJ das zu optimierende
Enzym gefunden werden. Beginnend von PigF rickwarts kann so analysiert werden, bis
zu welchem Intermediat in der Biosynthese das doppelt chlorierte Carrier-Pyrrol noch
akzeptiert wird. Alternativ bleibt fir die Halogenierungsmdglichkeiten dieser Arbeit
andernsfalls nur die Option der Halogenierung von Indol-Analoga des Prodigiosins wie
bspw. dem Obatoclax[®*! als Zielstruktur bspw. lber die Tryptophan-Halogenasen. Fir
die Biosynthese von Pyrrolnitrin (Abbildung 35) sollte in einem kommenden Schritt
entweder das Cluster in einen Shuttle-Vektor fur Corynebacterium glutamicum Gberfuhrt
werden, um die optimierten Stamme zur Produktion von Tryptophan zu verwenden, die
als fermentative Produktionsstamme fiir die Bromierung publiziert wurden,2'® oder eine
analoge Anpassung des Metabolismus von P. putida KT2440 erfolgen, um die Titer von
Tryptophan und folglich PRN und dessen Derivate zu erhdhen. Hierfur kdnnen die
Produktionsstamme von Protocatechuséure als Vorlage genommen werden.4] Im Falle
einer funktionalen Produktion koénnte dann das Cluster bspw. durch Enzyme der
Marinochinoline (Abbildung 38) erweitert werden. Generell bleibt die Uberlegung
bestehen, ob Halogenasen die als /ate-stage Enzyme bezeichnet werden, zu bevorzugen
sind, um hallogenierte Prodiginine zu produzieren.
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—— Prodigiosin-Biosynthesis in P. putida pig-r2 ApigD mit Pyrrolnitrin-Halogenase PrnC
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Abbildung 110: Ubersicht iiber die gegabelte Biosynthese von Prodigiosin (31a) in Kurzform, mit den beiden
Einzelrouten fir 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 ApigD und eignet sich fir die Fitterung von Monopyrrolen. Dargestellt sind
auBerdem die hypothetischen, chlorierten Produkte von MBC nach Halogenierung mit PrnC (Monochlor-MBC) und das
dichlorierte MBC durch Integration von p/tA 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

Fir die Untersuchung der putativen Halogenase NC201 ist eine Expression nach
Bedingungen von PrnC denkbar, da hier eine I6sliche Proteinproduktion wahrscheinlicher
ist. Ist eine Proteinbildung nachzuweisen, kann anschlieend in einer Optimierung der
Expression wieder schrittweise zu hdheren Temperaturen gewechselt werden. Alternativ
kénnen auch der Vektor und Produktionsstamm gewechselt werden. Fir NH153 sind die
nachsten 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 GréRenausschlusschromatographie fir
die Bereitstellung einer monodispersen Proteinldsung. Parrallel koénnen erste
Untersuchungen zum natlrlichen Substrat erfolgen. Entsprechend der AntiSMASH-
Ergebnisse ware die Umsetzung von Alkylphenolen ein erster Schritt, sowie die SNAc-
Derivate von Tyrosin und Hydroxybenzoesauren, sowie die freie Hydroxybenzoesaure.
Nach erfolgter Kristallisation und Lésung der Proteinstruktur kann ein Docking mit
Substraten durchgefiihrt werden und ein Vergleich der Struktur mit dem Phyre2-
Strukturhomologie-modelll"! dieser Arbeit erfolgen, um die konservierten Aminoséauren,
wie das Lysin, genau zu definieren.

9.5 Chimares Enzym NHprnC

Wie in der Diskussion angerissen, kann fur das chimare Enzym NHprnC aus N-Terminus
von NH153 und C-Terminus von PrnC eine optimierte Klonierstrategie Uber die neue
Fusionsnaht Aufschluss Uber die Funktionalitdt und die Labilitat der ,Box“-Domane
geben. Ist dieser Versuch erfolgreich, erdffnet sich die Mdglichkeit einer universellen
.Box‘-Domane mit variierender ,Pyramiden“-Domane, die die Substratspezifitat
bestimmt. Ebenso koénnte eine Deletion der C-terminalen Domane von PrnC untersucht
und unter gleichen Bedingungen wie NH153 Kristallisiert werden. Wenn sich die
Aubeuten und Stabilitdt der N-terminalen ,Box“-Domane von PrnC denen von NH153
nahern, kann sich bei der Sequenzoptimierung auf die C-Terminale ,Pyramiden“-Doméane
von PrnC und NHprnC konzentriert werden. Damit ware experimentell unterlegt, dass die
,Pyramiden“-Doméne flr die Stabilitdt und Produzierbarkeit ausschlaggebend ist.
Zusatzlich zur weiteren Untersuchung dieser chimaren Strategien ist auch die
Bereitstellung von PrnC als Ein-Komponenten-System nach Vorbild von VemK und AetF
eine Mdglichkeit, um idealerweise Stabilitdt und Ausbeute zu erhéhen. Neben der
Funktion als N-terminaler Ldslichkeits-tag bietet die Fusion einer Reduktase an PrnC
auch eine gréRere Simplizitat, da fir die Halogenierung nur noch ein Protein produziert
werden muss. Durch eine geeignete Linkerwahl konnte 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 kdnnen nach den
publizierten Bedingungen produziert, gereinigt und in Umsetzungen verwendet werden.
Mit der etablierten Analytik kdnnen Tryptophan-7-Halogenasen tUber HPLC auf Aktivitat
untersucht werden. Der Produktionsstamm E. coli ArcticExpress (DE3) pET28a(+)
prnA-Hise wurde zur Expression bereitgestellt und kann fur die Halogenierung von
Indolen und Tryptophan genutzt werden. Auch die beiden Varianten PrnA (F103A) fir
eine Tryptophan-Halogenierung in Position 5 und 7 im Verhéltnis 1:2 und PrnA
(E450K_F454K) fir die Umsetzung von Anthranilsaure stehen zur Expression bereit. Fur
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 fir die Halogenierung von Phenolen. Analog zu Tryptophan und
Anthranilsaure, sollte eine HPLC-Analytik flir das chlorierte Umbelliferon erfolgen, um das
Signal eindeutig der Halogenierung zuzuordnen. AnschlieBend kann an einer
Optimierung der Reaktionsbedingungen zu vollem Umsatz erfolgen. Eine Kombination
der Halogenasen PrnA und RadH mit Pyrrol-Halogenasen wie PrnC ware bei geeignetem
Zielmolekil ebenfalls moglich. So kdnnten 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 Geréte und Laborbedarf

In diesem Abschnitt werden sowohl manuelle als auch elektrische Gerate beschrieben,
die zur Durchfiihrung 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 Gerate.

Gerate

Hersteller

Pipetten

Eppendorf Research®, Pipette 0,1-2,5 uL
Eppendorf Research®, Pipette 0,5-10 uL
Eppendorf Research®, Pipette 10—100 L
Eppendorf Research®, Pipette 100-1000 pL
Gilson Pipetman®, Pipette 0,5-5 mL
Eppendorf Research® Plus, Pipette 10-100 uL; 12 Kanal
Eppendorf Research® Plus, Pipette 30—300 pL; 8 Kanal
Rainin™ Pipet-Lite XLS, Pipette 20-300 L LTS; 8 Kanal

Rainin™ Pipet-Lite XLS, Pipette 100—1200 pL 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, GieRRen

Mettler-Toledo GmbH, Gielden

Zentrifugen

Eppendorf Centrifuge 5242R, gekihlte Zentrifuge mit
Festwinkelrotor fir Reaktionsgefalle (1.5 + 2 mL)

Eppendorf Centrifuge 5810R, gekuhlte Zentrifuge mit
Festwinkelrotor fir Reaktionsgefalle (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

Schiittler/Inkubatoren

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

Eppendorf Thermomixer compact, beheizt (1.5 — 2 mL)

Hettich Benelux MKR23, beheizt/gekiihlt (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, Goéttingen, Deutschland
Sartorius AG, Goéttingen, Deutschland

Sartorius AG, Goéttingen, Deutschland

PCR Cycler

VWR Doppio

Biometra TProfessional Basic Gradient

VWR International GmbH, Darmstadt,
Deutschland

Analytik Jena AG, Jena, Deutschland

Zellaufschluss

Sonopuls HD2070, diverse HorngroRen (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

AKTA™ Purifier

GE Healthcare, Mlnchen, Deutschland

Chromatographie (Proteinreinigung)

MicroPulser Electroporator

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen,
Deutschland

Geldokumentationssystem

INTAS GeliX Imager

INTAS Science Imaging Instruments
GmbH, Géttingen, Deutschland

Agarosegelelektrophorese

300 V Netzgerat

Agarosegel-Kammern

VWR International GmbH, Darmstadt,
Deutschland

peqglLab Biotechnologie GmbH,
Erlangen, Deutschland

Gelelektrophorese fiir SDS-PAGE

Gelelektrophoresesystem fir 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, Miinchen,
Deutschland

HeiBluftpistole

Steinel HG3002LCD Typ 3458

Steinel Vertrieb GmbH,
Herzebrock-Calrholz, Deutschland

Heizschrank

Jouan Innovens 234 EU1

Thermo Fischer Scientific, Waltham,
MA, USA

Magnetriithrer mit Heizplatte

Heidolph MR 3001 K, kombiniert mit EKT HeiCon
Kontaktthermometer

Heidolph Instruments GmbH & Co. KG,
Schwabach, Deutschland

137



Genereller Experimentalteil

pH-Meter

Mikroprozessor-pH-Meter 764 Knick Elektronische Messgerédte GmbH
& Co. KG, Berlin, Deutschland

pH-Elektrode

NORDANTEC pH-Elektrode 1J44C NORDANTEC GmbH, Bremerhaven,
Deutschland

pHenomenal® pH 1100L VWR International GmbH, Darmstadt,
Deutschland

UV-Lampe

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

Rotationsverdampfer

Biichi Rotavapor® R-210 Rotationsverdampfer mit Blichi Labortechnik GmbH, Essen,
Buchi B-491 Heizbad und Buchi V-700 Membranpumpe Deutschland

Blichi Rotavapor® R-114 Rotationsverdampfer mit Biichi Labortechnik GmbH, Essen,
Blichi B-480 Heizbad und Blichi V-700 Membranpumpe Deutschland

Pumpen

Vaccubrand RZ 6 Drehschieberpumpe Vaccubrand GmbH & Co. KG,

Wertheim, Deutschland

DIVAC 1.2 L Membranpumpe Leybold GmbH, Kéln, Deutschland

Photometer

Tecan Infinite® M1000 PRO, Mikrotiterplatten Tecan Group AG, Mannedorf, Schweiz

Shimadzu UV-1800; temperiert (Klvetten) Shimdazu, Duisburg, Deutschland

NanoDrop 2000c, Kleinvolumenphotometer Thermo Fischer Scientific, Waltham,
MA, USA

Fotoapparat

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

Canon EOS 6D Mark Il, digitale Spiegelreflexkamera mit Canon Deutschland GmbH, Krefeld,
Canon EF 24 — 105 mm f/4AL IS USM Objektiv Deutschland
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Losemittel-Trocknungsanlage

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

Analytische Gerate

GC-MS Trace 1310 Gaschromatograph Thermo Fischer Scientific, Waltham,
MA, USA

Dionex HPLC Thermo Fischer Scientific, Waltham,
MA, USA

LC-MS; UltiMate 3000 HPLC, Dionex Thermo Fischer Scientific, Waltham,
MA, USA

NMR Advance/ DRX 600 NMR Spectrometer Bruker Corporation, Billerica, MA, USA

Zu den weiteren Verbauchsmaterialien — welche in der Regel Einwegprodukte waren —
zahlen bspw. die verwendeten Pipettenspitzen (0.5-5000 uL) der verschiedenen Firmen.
Aulerdem fanden in dieser Arbeit Reaktionsgefale (1.5 mL, 2 mL, 15 mL & 50 mL)
Verwendung, Petrischalen in diversen MaRen aus Plastik und Mikrotiterplatten
(Nunclon®; Polystyrol, flacher Boden) von Nunc™ Thermo Fisher Scientific (Waltham,
MA, USA), sowie Deep-Well Platten (Polypropylen, I6sungsmittelresistent, konischer
Boden) von Eppendorf AG (Hamburg, Deutschland) und FlowerPlates (MTP-48-B, 48
Well) von m2plabs GmbH (Baesweiler, Deutschland). AuRerdem fanden
Semimikroklvetten (Polystyrol) von neoLab Migge GmbH (Heidelberg, Deutschland),
EP-102 Elektroporationsklvette von cell projects Ltd (Harrietsham, UK), sterile
Einwegspritzen der Injekt® Serie (Polypropylen/Polyethylen) von B. Braun Melsungen AG
(Melsungen, Deutschland), sterile Spritzenfilter (0.20 um, Celluloseacetatmembran) und
Spritzenfilter mit regenerierter Cellulose (Sartorius Minisart RC4, 0.45 pm) von
VWR International GmbH (Darmstadt, Deutschland) Verwendung. Zum ausstreichen von
Kulturen wurden sterile MoonLab® Drigalskispatel (L-férmig, PS) der Firma neolLab Migge
GmbH (Heidelberg, Deutschland) genutzt. Zur Schnellanalytik in der Chemie wurden
Dunnschichtchromatographie (DC)-Platten mit Kieselgel 60 [Polygram®SIL G/UV2s4;
spezifische Oberflache (BET) =500 m2g, mittlere Porenweite 60 A, spezifisches
Porenvolumen 0.75 mL/g, PartikelgroRe 5-17 pm] und DC-Platten mit Aluminiumoxid
[Polygram®Alox N/UV2s4; spezifische Oberflache (BET) = 200 m?/g, mittlere Porenweite
60 A) von Macherey-Nagel (Diiren, Deutschland) genutzt. Zur Produktreinigung in der
flash chromatography fanden Kieselgel 60 (Partikelgrofle 40-63 um) von Macherey-
Nagel (Diren, Deutschland) und basisches Aluminiumoxid (Aktivitatsstufe |1,
Partikelgréfie 63—200 pm, pH-Wert bei 10 %iger Lésung zw. 8.5 — 10.5) von Merck KGaA
(Darmstadt, Deutschland) Anwendung.
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10.1.2 Softwares und Applikationen

Fir die diversen analytischen Anwendungen in Geraten, 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 enso Software GmbH Elektronisches Laborjournal fir
die Chemie
ChemBioDraw 16.0 & 18.0 PerkinElmer Informatics Darstellung von Strukturformeln
CloneManager 9.4 Professional Scientific & Educational Planung von Klonierstrategien und
Software Darstellung von Plasmidkarten
Design Expert 11 & 12 StatEase, Inc. Planung & Auswertung von
Experimenten
MestReNova 10.0 & 14.1.2 Mestrelab Research S.L Analyse von NMR-, GC-MS- und
LC-MS-Daten
OriginPro 9.6 (2019) OriginLab Corp. Darstellung von Graphen
EndNote™ 20.2.1 Clarivate Analytics Citation und Literaturverwaltung
GIMP 2.10.12 The GIMP Development Bildbearbeitung
Team. (2019)
Inkscape 0.9.24 Inkscape Project. (2020) Bildbearbeitung
UCSF Chimera 1.13.1 Resource for Biocomputing, | Molekulare Grafiken und Analysen
Visualization, and von Proteinen
Informatics at the University
of California, San
Francisco, with support
from NIH P41-GM103311.

10.1.3 Chemikalien, Kits und Stammlésungen

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),
TCl Europe (Zwijndrecht, Belgien), Alfa Aesar (Karlsruhe, Deutschland) und VWR
International (Radnor, PA, USA) bezogen.
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Fir verschiedene Operationen wurden kommerziell erhaltliche Kits verwendet. Fur die
Genom-Isolation wurde das DNeasy® Plant Mini Kit (50) (Qiagen GmbH, Hilden,
Deutschland) verwendet. Plasmid-Isolationen erfolgten abhangig 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 (Duren, Deutschland).

In Anlehnung an ein kommerzielles Kit wurde der Gibson Assembly durchgefiihrt und sei
daher an dieser Stelle zwischen Kits und Stammldsungen aufgeflihrt. Zusammensetzung
und Durchfiihrung wird bei der entsprechenden Methodenbeschreibung naher
beleuchtet. Fur klassische Anwendungen wie Kultivierung, Expression oder Extraktionen
wurden verschiedene Medien und Stammldésungen verwendet. Diese sind in der
folgenden Tabelle aufgefiihrt.

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

Medium/ Lésung Zusammensetzung/ Anwendung
Konzentration

Medien

LB-Medium 10 g/L Trypton, 5 g/L Hefe-extrakt, Vorkulturen fur Hauptkultur
(lysogeny broth) 2 g/L Natriumchlorid oder Elektroporation
TB-Medium 12 g/L Casein, 24 g/L Hefe-extrakt, Hauptkulturen fur Gen-
(terrific broth) 12.54 g/L K2HPO4, 2.31 g/L KH2POq; expression und Biosynthesen

Carl Roth GmbH & Co KG | hinzugefiigt werden mussten 0.4 % (v/v)
(Karlsruhe, Deutschland) Glycerin

Antibiotika
Kanamycin (kan50) 50 mg/mL in Aqua dest (1000x) Antibiotikum fur pET28a(+)-,
pGEB-, pCombiCom- und
pBTBX-2-Vektoren
Ampicillin (amp100) 100 mg/mL in Aqua dest (1000x) Antibiotikum fur pET22a(+)-
und pUC-Vektoren
Gentamycin (cent20) 20 mg/mL in Aqua dest (1000x)
Antibiotikum fir das Arbeiten
mit E. coli ArcticExpress(DE3)
Irgasan (irg25) 25 mg/mL in Ethanol (p.a.) (1000x)
Antibiotikum flr das Arbeiten
mit nativen P. putida KT2440
Expression
Isopropyl-3-D- 100 mM in Aqua dest (1000x) Induktion der Expression von
thiogalactopyranosid P17- und Pac-Systemen
(IPTG)
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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
Paragap-Systemen

Gelelektrophorese

DNA-Ladepuffer (6x)

TAE-Puffer (10x)

SDS-Ladepuffer (5x)

Kolloidale Coomassie
G-250 Lésung

Tricin-SDS-PAGE
Sammelgel (4%)

Tricin-SDS-PAGE
Trenngel (10%)

Gelpuffer (3x)

Kathodenpuffer (10x)

Anodenpuffer (10x)
NuPAGE™

NuPAGE™-MOPS-Puffer
(20x)

60 % (w/v) Glycerin, 10 % (w/v) SDS,
0.038 % (w/v) Bromphenolblau, 60 mm
EDTA, 10 mm TRIS/HCI, pH 7.6

400 mM TRIS, 190 mMm Essigsaure,
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/HCI, pH 6.8

50 g Al2(SO4)3 * H2014-18, 20 mL H3POs,
100 mL 96 % Ethanol, 880 mL H20 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 H20 dest.
150 pL 10 % (w/v) APS, 10 yL TEMED

3 mL 30 %iges Acrylamid/Bisacrylamid
(37.5:1; Carl Roth GmbH & Co KG),

3 mL Gelpuffer (3x), 8.82 mL H20 dest.
+0.71 g Glycerin,

150 pL 10 % (w/v) APS, 10 yL TEMED

3MTRIS, 1 MHCI, 0.3 % (w/v) SDS, pH
8.45

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

1M TRIS, 0.225 m HCI, 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 fur
Gelelektrophorese (1x)

Probenvorbereitung zur
Analyse via SDS-PAGE
Farbung von Proteinbanden im

SDS-PAGE Gel

SDS-PAGE Gel
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10.1.4 Enzyme

Far die molekularbiologischen Arbeiten wurden kommerzielle Enzyme verwendet. Fir die
PCR wurde die Phusion Hot Start 1| DNA-abhéngige DNA-Polymerase von Thermo
Scientific™ mit einer Aktivitat von 2 u/puL 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). Fir den selbst erstellten Gibson Assembly® Mastermix
wurden die T5 Exonuklease mit einer Aktivitat von 10 ku/mL und die DNA-abhangige Taq
Ligase mit einer Aktivitdt von 40 ku/mL von New England BioLabs GmbH (Frankfurt a.
M., Deutschland) genutzt. Fiir die MALDI-ToF Analyse von Proteinen erfolgte zunachst
ein tryptischer Verdau mit Hilfe der Thermo Scientific™ Pierce™ Trypsin Protease (MS-
Gitegrad). Die genutzte GDH wurde von unserem Partnerinstitut (Institut fiir Molekulare
Enzymtechnologie; IMET) durch Fermentationsprozesse in Form von geernteten Zellen
bereitgestellt.[2%7]

10.1.5 Synthetische Gene, Vektoren und Oligonucleotide

Die in dieser Arbeit verwendeten synthetischen Gene wurden Uber GenScript USA Inc.
(Piscataway, NJ, USA) bestellt. Grundsatzlich erfolgte die Synthese im pUC57-Brick(+)
und einige Gene wurden zusétzlich in dem von unserem Partnerinstitut — IMET —
konstruierten pCombiCom1-Vektor, kurz pCC1, versandt. In einem Fall erfolgte die
Klonierung in dieser Arbeit im pUC19b fur eine Blau-Weil3-Selektion. Fur die generellen
Expressionen in E. coli Stdmmen erfolgte die Klonierung entweder in den pET28a(+)-
Vektor von Novagen® (Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland) oder einem in der MCS
veranderten Derivat, den pGEB. Fur 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 gelost und auf eine
Konzentration von 100 mm eingestellt.
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Tabelle 11: Auflistung der genutzten Primer mit Informationen tiber 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 fiir Mutaganesen in QuikChange PCR
(acPCR) und Round-the-Horn PCR (riPCR). AuRerdem hervorgehoben sind die Primer fiir eine Backbone-
Amplifikation (BB), sowie fiir eine PCR flr einen anschlieBenden Gibson Assembly® (G). Zur Kontrolle wurden Primer
genutzt fir analytische PCR (A) und fir Sequenzierungen (S).

Nummer Name Sequenz 5'—-3' Anwendung
ctag taattttgtttaactttaagaaggagata-

1 JGEO0190_pGEB_V3_fw tacecatogegaateeg BB
aattcggatccgcgacggg-

2 JGEO190_pGEB_V3_rv tatatctccticttaaagttaaacaaaattattt BB
aataattttgtttaactttaagaaggagatatacatgactcagaa-

3 AFEO005_V001_pET28a_prnC fw gageeeegegaacgaa TPCR

i agtgatggtggtggtggtgcac-

4 AFE005_V001_pET28a_prnC rv His gtgeticttcagegecaggecgatge 71PCR

5 prnC-His9 E9G fw atgactcagaagagccccgcgaacggacac acPCR

6 prnC-His9 E9G rv gaagtggttgctatcgtgtcegttcg acPCR
gaataattttgtttaactttaagaaggagata-

7 JGE0209_PmF OL pET28 fw tacccatgattgctgccaccgaaaccaaagttc G

8 JGE0209_PrF OL pET28 rv gttagcagccggatctcagtggtggtggtggtggtgetcgagtca G

- gagctcttattcgtgcttgaggacgctttctg
cggatctcagtggtggtggtggtggtgctcgag-

9 JGE0209_PrnF-His6 OL pET28 rv tcagagctcttaactagttcagtggtggtggtggtg gtgactag- G
tttegtgcettgaggacgctttc
agtcatcaccaccatcaccattaaactagttaaccatgggctage

10 radH-fre_short linker_fw_V2 gctgcaactttaagaaggagatatacaagcttctcgagatgaca G
accttaagctg
cagcttaaggttgtcatctcgagaagcttgtatatctccttcttaaag

1 radH-fre_short linker_rv_V2 ttgcagcegctageccatggttaactagtttaatggtgatggtggtg G
atgact

12 JGE0068_SsuE_fw gagctcatgcgtgtcatcaccetggeg PCR

. ctcgagttagtggtggtggtggtggtgcacgtgegeatggg-

13 JGE0068_SsuE_His6_rv cattacctoge PCR

14 NHA153 fw OL gaaataattttgtttaactttaagaaggagatatacccatgggcaa G
caaccaggtgcagcaggccgac
gttagcagccggatctcagtggtggtggtggtggtgctcgagtca

15 NH153 rv OL gagctctcagtggtgatgatggtggtggagetcgagcetegtcgeg G
gcacagttc

16 NC201 fw OL gaaataattttgtttaactttaagaaggagatatacccatgggegt G
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cagccggatctcagtggtggtggtggtggtgctcgagtcagaget

17 NC201 rv OL ctcagtggtgatgatggtggtggagctcgatgtggaacagetge G
atggcgtg

18 NHprnC_prmG fw_NH153 OL ggcaacgccggegagttcetggacceggtgttctcgtcgggect OE
cgagaacaccgcggtgac

20 NHprnG_NH153 rv_pmC OL gcgecgegagegegtggatggtcaccgeggtgttctcgaggee OE
cgacgagaacaccgggtcc

21 LA B OL fu gagataggcggagatacgaactttaagaaggagatatacccat G

P P gggagacggagaggaagttaaagaaaag
22 LA B OL rv cctgaatgatatcaagcttgaatttgttgacgaattttctagattaga G
P P acgegggtttggeggtag

23 PrnC OL pCC1 fw catatgtgaaagcttgagctcatgactcagaagagccecg G

24 PmC OL pCC1 rv ggatgcgaccactcgagtctagatcagtggtggtggtggtggtge G
acgtgcttc
gtttctccataccegttittttgggctagegaattccecatgggcttata

25 pBTBX-2_MCS OL fw acatatggagctccgtcgacactagttctagaaaattcgtcaacg G
cattc
gaatgcgttgacgaatttictagaactagtgtcgacggagctccat

26 pBTBX-2_MCS OL rv atgttataagcccatgggaattcgctagcccaaaaaaacgggta G
tggagaaac
gagataggcggagatacgaactttaagaaggagatatacccat

A_pB OL f

27 prA_pB OL fw gggaaacaagccaatcaagaatatcgtc oePCR
gtatctccgectatctcacacgagataggeggtceatggttacac

28 PrnA_prnABFCD_OL_rv gtgttagtggtgatgatggtggtgcacgtgctggegttectgegee oePCR
gcgagcegte

29 prnB_prnABFCD OL f gcctatctegtgtgagataggcggagatacgaactttaagaagg 0ePCR
agatatacgagctcatggaacgcaccttgaaccgggtatc
tgtgtaagtggccttatgtccgatectctcagtgacceecttaagttag

30 prnB_prnABFnagRCD_OL_rv tggtgatgatggtggtgcttaagggattcatcgagecgeggegeg oePCR
gatg

ttttcgtact, tcttaatcatgct: ttttcat

31 pmC._ pmABFCD OL fw gcaattttcgtactgaaacatcttaatcatgctaaggaggttttcata oePCR

tggcaactcagaagagccccgcgaacggac
tecttctt: tt ttatacatat tgtcagt

32 pmC._prmABFCD OL rv ctccttcttaaagttaaacaaaattatacatatgcacgtgtcagtgg ocPCR
tggtggtggtggtgcacgtgcttcticagagccaagecgatg
t tcgt t t tt:

33 pmE_prmABFCD OL fu aaggagctcgtgagataggcggagatacgaactttaagaagg oePCR

agcccgaattcatgattgectgeccaccgaaaccaaag
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gcgccacaagggegctttagtttgttttcagtccagttacggaatte

F ABFCD OL
34 pmr_pm v tcagtggtggtggtggtggtgticgtgctigaggacgctttctgete oePCR
35 nagR_prnABFCD OL fw gaaaacaaactaaagcgcccttgtggegcetttagttttgttccgeg oePCR
ggctagccagtcaatatgggtttgctggaagcttatg
36 nagR_prnABFCD OL rv gcatgattaagatgtticagtacgaaaattgctttcattgttgatctce oePCR
tttttaagtgaacttgggccggtacctectgtttcctgtggcaag
tgtataattttgtttaacttt tactagtat
37 prmD._prmABFCD OL fw gtataattttgtttaactttaagaaggagatactagtatgaacaac oePCR
attcaattggatcaag
cctgaatgatatcaagcttgaatttgttgacgaattttctagaacta
38 prnD_pB OL rv gttcagtggtggtggtggtggtgcttaagetgcetecactcgegacac oePCR
ggteg
39 prnA fw intern gacctgttcatcgactgctc S/IA
40 PrnA fw intern 2 gaccggagtcgatccagaag S/IA
41 prnB fw intern ctgcgatccgctacag S/A
42 prnB fw intern 2 ctacgcteggttcgccacag S/A
43 prnC fw intern ctgttgcaagcggecate S/A
44 prnC fw intern 2 cacaacgacgacttcgtcag S/A
45 prnF fw intern atgattgctgccaccgaaac S/A
46 nagR fw intern gacgtagccacatgttge S/A
47 nagR fw intern 2 cgatacgctceggtcgagcag S/A
48 prnD fw intern gaacggcctcagggacaag S/A
49 prF fw OL JGE0333 gataggcggagatacgaactttaagaaggagatatacccatgg oePCR
gagctcgggtcactgagaggatcgg
gcttgaattcgttgacgaattttctagagtccgttcgeggggcetette
50 nagR rv OL JGE0333 tgagttgccatatgaaaacctccttagcatgattaagatgtttcagt oePCR
acga
51 JGE0339_prnAHis_fw_OL_pET gaaataattttgtttaactttaagaaggagatatacccatgggaaa G
caagccaatcaagaatatcgtc
52 JGE0339_prmAHis_fw OL_pET gatctcagtggtggtggtggtggtgctcgagetggegttectgege G

cgcgagcegte
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53 JGE0339_prnAHis_fw_F103A_RTH | [Pho] cttctaccatttggcaggcagegtg rHPCR
54 JGE0339_prnAHis_rv_F103A_RTH | [Pho] taatcttcgcgegatgggteg rRHPCR
55 JGE0339_prnAHis_fw_Anthra_RTH | [Pho] cgttcgactacaagttcaagaacaagtggttgaacggc rHPCR
56 JGE0339_prnAHis_rv_Anthra_RTH | [Pho] tctcgtagtacgtggaatcg rHPCR
57 JGE0109_pCC1 fw Vektorampl tctagactcgagtggtcgcate BB
58 JGE0109_pCC1 rv Vektorampl gagctcaagctttcacatatg BB
59 | momensema | Commmmmmosy |

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

Tabelle 12: Ubersicht (iber die in dieser Arbeit verwendeten und erstellten Vektoren, sowie deren genotypische

Beschreibung.

Name Genotyp Herkunft

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

pGEB lacl, T7 Prom, T7 Term, f1 ori, KanR, pBR322 Ori | Diese Arbeit
ANcol-Ndel

puC19 Bla, AmpR, lacZ, rep (pMB1) Novagen

pUCS57-Brick(+)

Bla, AmpR, lacZ, rep (pMB1)

GenScript USA Inc.

pCombiCom1 (pCC1)

Ptac, KanR, laclQ, oriV, rep

Anita Loeschcke

pBTBX-2 araC  Psap Promotor, KanR, pBBR1 oriV, | Provider PI: Ryan
mobilizable vector Gill Addgenel348]

pET28a(+)-prnC-Hise lacl, T7 Prom, T7 Term, f1 ori, Kan®R, pBR322 Ori, | Diese Arbeit
prnC-Hisg

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

prnF
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pET28a(+)-prnF-Hiss lacl, T7 Prom, T7 Term, f1 ori, KanR, pBR322 Ori, | Diese Arbeit
prnF-Hiss
pET28a(+)-prnABCDF lacl, T7 Prom, T7 Term, f1 ori, KanR, pBR322 Ori, | Diese Arbeit

prnA, prnB, prnC, prD, nagR, prnF

pET28a(+)-radH-Hiss
(D465E;T5018S)_fre-Hise

lacl, T7 Prom, T7 Term, f1 ori, KanR, pBR322 Ori,
radH (D465E/T5018), fre

GenScript USA Inc.

pET28a(+)-radH-Hise lacl, T7 Prom, T7 Term, f1 ori, KanR, pBR322 Ori, | Diese Arbeit

(D465E;T501S)_fre-Hiss_V2 radH (D465E/T5018), fre

pET28a(+)-nh153-Hise lacl, T7 Prom, T7 Term, f1 ori, KanR, pBR322 Ori, | Diese Arbeit
NH153-Hise

pET28a(+)-nc2071-Hiss lacl, T7 Prom, T7 Term, 1 ori, KanR, pBR322 Ori, | Diese Arbeit
NC201-Hises

pET28a(+)-nhprnC-Hiss lacl, T7 Prom, T7 Term, f1 ori, KanR, pBR322 Ori, | Diese Arbeit
NHprnC-Hiss

pGEB-ssuE-Hiss lacl, T7 Prom, T7 Term, f1 ori, KanR, pBR322 Ori, | Diese Arbeit
ANCcol-Ndel, ssuE-Hiss

pGEB-prnABCDF lacl, T7 Prom, T7 Term, f1 ori, KanR, pBR322 Ori, | Diese Arbeit
ANcol-Ndel, prnA, prnB, prnC, prnD, nagR, prnF

pUC19-pltL_pltA Bla, AmpR, lacZ, rep (pMB1), pitL, 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, prB, prC, pmD,
nagR, pmF

GenScript USA Inc.

pCC1-nh153-Strep

Ptac, KanR, laclQ, oriV, rep, NH153-Strep

GenScript USA Inc.

pCC1-nc201-Strep

Ptac, KanR, laclQ, oriV, rep, NC201-Strep

GenScript USA Inc.

pCC1-prnC-Hiss Ptac, KanR, laclQ, oriV, rep, prC-Hises Diese Arbeit

pETDuet™-1-gdh/ pGDH lacl, T7 Prom, T7 Term, f1 ori, bla AmpR, pBR322 | Daniel Bokonyil?97.
Ori, gdh 349, 350]

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

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

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

pBTBX-2*-prnFnagRprnCD araC  Psap Promotor, KanR, pBBR1 oriV, | Diese Arbeit
mobilizable vector, MCS des pET28a(+), prnF,
nagR, prmC, prnD

pBTBX-2*-PRN ptac araC  Psap Promotor, KanR pBBR1 oriV, | Diese Arbeit
mobilizable vector, MCS des pET28a(+), prnA, prnB,
prnF, nagR, prmC, prnD

pET28a(+)-prnA-Hiss lacl, T7 Prom, T7 Term, f1 ori, KanR®, pBR322 Ori, | Diese Arbeit

10.1.6 Stiamme

prnA-Hises

Die Proteinproduktionen wurden in zwei Organismen durchgefihrt.
Neben Escherichia coli K12 Stammen, wurden auch Pseudomonas putida KT2440
Stamme genutzt. Genomisolationen wurden unter anderem aus Pseudomonas protegens

Pf-5 durchgefuhrt.

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

Name Genotyp Herkunft Nutzung

E. coli DH5a F~ ®80lacZAM15 A(lacZYA-argF) U169 recA1 | [351] Klonierung
endA1 hsdR17 (", mk") phoA supE44 A= thi-1
gyrA96 relA1

E. coli BL21(DE3) F~ ompT gal dem lon hsdSB (rs™ mg”) N(DES3 [facl | [352] Genexpression
lacUV5-T7p07 ind1 sam7 nin5]) [malB*]K- 12(AS)

E. coli Tuner™ (DE3) F~ompT hsdSB (re” me”) gal dem lacY1 (DE3) Novagen Genexpression

E. coli ArcticExpress (DE3) | E.coli B F~ ompT hsdS(re™ mg”) dem* Tet® gal | Agilent Genexpression
A(DEB3) endA Hte [cpn10 cpn60 Gent?| Technologies,

Inc.
P. putida KT2440 r,m* 1353] Genexpression
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P. putida pig-r44

r, m*, TREX-LipR GmR

[354]

Biosynthese

P. putida pig-r2 ApigD

r, m*, pig Cluster, TREX-LipR ApigD GmR SmR

[355, 356]

Nora L. Bitzenhofer

Biosynthese

P.  protegens  Pf-50%7
(ATCC® BAA-477™)

Wildtyp

IMET
(Katrin Réllen)

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). Durchgefiihrt wurde dies fur die Stamme
Escherichia coli DH5a und Pseudomonas protegens Pf-5. Hierzu wurde eine 5 mL
Ubernachtkultur schrittweise in einem 2.0 mL Eppendorf ReaktionsgefaR zentrifugiert
(20k rpm, 5 min, RT). Anschliel’end erfolgte die Isolation nach Herstellerangaben des
Abschnitts ,Protocol: Purification of Total DNA from Plant Tissue (Mini Protocol). Da die
genutzten bakteriellen Zellen keine Zellwande besitzen, wurde der Aufschluss mit Puffer
AP1 ab Schritt 7 begonnen. Abweichend des Protokolls wird final mit dest. H20 eluiert,
um hohe Salzkonzentrationen bei Folgeschritten zu vermeiden.

10.2.2 Isolation von Plasmid DNA

Die Isolation von Plasmid DNA erfolgte aus E coli DH5a mit Hilfe des innuPREP Plasmid
Mini Kit von Analytik Jena AG Life Science (Jena, Deutschland). Hierzu wurden
Ubernachtkulturen mit 5 mL oder 10 mL verwendet und dabei das jeweilige Protokoll
genutzt. Dieses Kit wurde ebenfalls verwendet, um PCR-Reaktionsanséatze zu reinigen,
sofern keine Gelelution erfolgt ist. Wurden grofiere Mengen Plasmid DNA bendtigt, oder
sollten hdhere Konzentrationen erzielt werden, erfolgte die Isolation mittels NucleoSnap
Plasmid Midi Kit for plasmid DNA der Firma Macherey-Nagel (Duren, 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 Léange 20 bp in der Regel nicht tiberschreiten sollte (Uberhange
fur o.PCR und Gibson Assembly® ausgeschlossen). Die Schmelztemperaturen des
Uberlappenden Bereichs mit dem zu amplifizierenden Genbereich sollten auflerdem im
Bereich von 50 — 60 °C liegen. Der Uberlapp 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) durchgefihrt, um in einem analytischen Verfahren zu testen, ob sich das
Zielgen im gewunschten Vektor und somit Organismus befindet. Auch die Einfihrung von
Punktmutationen zur Sequenzkorrektur oder gezielte Optimierungen an prazisen Stellen
sind eine Anwendung der PCR-Methode und wurden durch die QuikChange PCR
(acPCR) oder wahlweise die Round-The-Horn Methode (riPCR) verwirklicht. Letztlich
war es fir die Konstruktion eines geeigneten Biosynthese-Clusters zielfihrend, die
Overlap Extension PCR (oePCR) anzuwenden. Wahrend im Folgenden die Bedingungen
fur die Genvervielfaltigung 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 Reaktionsldsung wie in der folgenden Tabelle 14 beschrieben.
Hierbei wird fir jedes Gen oder fiir jeden Vektor das Temperatur- bzw. Zyklus-Programm
dargestellt.

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

Komponente Stock-Konzentration | Endkonzentration
dNTPs 10 mm 200 uM
DNA (Genom, Vektor) 10 - 40 ng/pL 1-5 ng/pL
Oligonucleotid 100 uM 0.5 uM
Phusion Polymerase 2 u/pL 40 mu/pL
Phusion Puffer 5x 1x
DMSO - 3%
Water - -
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Tabelle 15: PCR-Programme. Temperaturprogramme fiir die verschiedenen Genamplifikationen oder Vektor-
Vervielfaltigungen (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
Uibertragen wird.

Schritt Zeit/Zyklus | Temperatur | Zeit/Zyklus | Temperatur | Zeit/Zyklus | Temperatur | Zeit/Zyklus | Temperatur
1 e N N e —
Deckeltemperatur - 110 °C - 110 °C - 110 °C - 110 °C
Initiale 1-3min 98°C 1-3min 98°C 1-3min 98°C 1-3min 98°C
Aktivierung
Zahl der Zyklen 35 35 35 35
Ende der PCR L 10°C Q0 10°C Lo 10°C L 10°C
Finale Elongation 10 min 72°C 10 min 72°C 10 min 72°C 10 min 72°C
SsuE-Hiss (nGEB) prnFl prnF-Hiss (DET28) pGEB nh153-Hiss (PET28)
Denaturierung 10s 98°C 10s 98 °C 10s 98 °C 10s 98 °C
Anlagerung 1 min 65-75°C 1 min 50-70°C 1 min 55-75°C 1 min 55-75°C
(Gradient)
Elongation 10s 72°C 15s 72°C 210s 72°C Ns 72°C
. C-Term. nhprnC-Hiss N-Term. nhprnC-Hiss
201-H ET2 1 (BB
nc201-Hiss (p 8) (PET28) (PET28) pCC1 (BB)
Denaturierung 10s 98 °C 10s 98 °C 10s 98 °C 10s 98 °C
Anlagérung 1 min 55-75°C 1 min 55.7 °C 1 min 55.7°C 1 min 61.5°C
(Gradient)
Elongation 90s 72°C 30s 72°C 30s 72°C 75s 72°C
prnC-Hiss (pCC1) pltL_pltA (pUC19b) pltL_pltA (pBTBX-2*) prnA-Hiss (PET28)
Denaturierung 10s 98 °C 10s 98 °C 10s 98 °C 10s 98 °C
P 1 min 615°C 1 min 65-75°C 1 min 45-65°C 1 min 45-65°C
(Gradient)
Elongation 75s 72°C 35s 72°C 30s 72°C 45s 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 10s 98 °C 10s 98 °C 10s 98 °C 10s 98 °C
Anl
ERRY 1 min 45-65°C 1 min 45-65°C 1 min 45-65°C 1 min 45-65°C
(Gradient)
Elongation 40s 72°C 30s 72°C 40s 72°C 40s 72°C
prnA (pBTBX-2%) prnB (pBTBX-2*) pCC1
Denaturierung 10s 98 °C 10s 98 °C 10s 98 °C
Anl
" agejrung 1 min 45-65°C 1 min 45-65°C 1 min 54 -76°C
(Gradient)
Elongation 40s 72°C 40s 72°C 150 s 72°C

10.2.4.2 Touchdown PCR (1PCR)

Die Touchdown-PCR3%8 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 2zu unterschiedliche
Schmelztemperatur der zu nutzenden Primer sein. Hierfiir 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 hdchsten
Temperatur annealed, die er tolerieren kann, ohne die unspezifische Bindung wesentlich
zu beeintrachtigen. Dadurch liegt die erste amplifizierte Sequenz zwischen den Regionen
mit der hdchsten Primerspezifitat, was die Wahrscheinlichkeit erhéht, dass es sich um
die gewlinschte 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 kdnnen, verdrangt werden. Wenn
der Primer zunachst an die Zielsequenz bindet (wahrend der Phasen mit héheren
Temperaturen), koénnen zusatzliche Runden der Polymerase-Kettenreaktion
durchgefiihrt werden, um diese Fragmente weiter zu amplifizieren. Touchdown erhéht die
Reaktionsspezifitat bei hdheren Temperaturen und steigert die Effizienz zum Ende hin,
indem die Annealing-Temperatur gesenkt wird.[?%°l Diese Strategie wird haufiger bei
Halogenase-Genen verwendet, wenn sie bspw. aus Organismen stammen, die einen
hohen GC-Gehalt haben.[36%
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10.2.4.1 QuikChange®-PCR (acPCR)

Diese Methode wird in der Regel verwendet, um Punktmutationen in Gene einzubringen.
Hierbei werden komplementare Primer verwendet, die jeweils einen der beiden DNA-
Strange vervielfaltigen. Dafiir koénnen die initialen Amplifikationsschritte separat
durchgefiihrt werden, um eine Paarung der beiden Primer zu verhindern. Ursprung dieser
Technik ist eine PCR-Methode, die sich als ,Ligation wahrend der Vervielfaltigung®
Ubersetzen Iasst (ligation-during-amplification (LDA)). Dabei war zunachst die in vitro
Erstellung von zirkularer Plasmid-DNA nach PCR das Ziel.[?8l Die Einflihrung von
Mutationen, Insertionen oder Deletionen wurden im Folgenden entwickelt, indem ein
Primer die gewlinschten Veranderungen der Gensequenz in sich trug. Da die
amplifizierten DNA-Strange des Plasmids in vitro — im Gegensatz zu der parentalen
Matrize — keine Methylierung tragen, erfolgt im Anschluss ein Dpnl-Verdau, welcher nur
Templat-DNA verdaut. Somit kann bei der anschlieRenden Transformation der Bakterien
nur die amplifizierte DNA (Plasmid mit Mutationen) aufgenommen werden.[362
Kommerzialisiert wurde diese Strategie erstmals als Quik-Change™ Site-Directed
Mutagenesis Kit (Stratagene, La Jolla, CA). Zur Einfiihrung mehrerer Mutationen wurde
dieses Protokoll dann weiterentwickelt.®831 Auf Grund der entstehenden Liicken 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 abhangt.

A) B) <)

eingefiihrte Mutation

Templat-Plasmid Primer-Paar mit gewiinchter Mutation Templat-Plasmid Amplifizierter Strang

(e]o]@le]

Nicked amplifizierte
Strange mit Mutation

Amplifizierte Stringe kénnen nicht als Methyliertes Templat-Plasmid

Templat-Plasmid Templat genutzt werden. nach Verdau mit Dpnl

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

Um die Limitation der QuikChange®-PCR (acPCR) zu Uberwinden, kann eine Round-the-
Horn PCR zielfihrend sein. Hierbei tragt nur einer der beiden Primer die Mutation und
die Primer haben keinen Uberlapp, sondern werden versetzt zur Amplifikation verwendet.
Da hierdurch glatte Enden ,blunt ends* entstehen, missen phosphorylierte (5-Ende)
Primer verwendet werden. In diesem Fall kdnnen die bereits amplifizierten Strange erneut
als Matrize verwendet werden, wodurch sich eine exponentielle Vervielfaltigung ergibt.
Aus diesem Grund ist der Verdau des parentalen Plasmids optional, abhangig von der
Anzahl der PCR-Zyklen. Als finaler Schritt muss in der Regel eine Ligation folgen.

A) B) )

eingefiihrte Mutation

Templat-Plasmid Primer-Paar mit gewiinchter Mutation und Templat-Plasmid Amplifizierter Strang
Prosphorylierung

D) F)

q o

°
blunt end amplifizierte Templat-Plasmid Amplifizierte Strange kénnen als Anzahl mutierter Strange
Strange mit Mutation pia ° Templat genutzt werden. nach der zweiten Runde.

Abbildung 112: Schematische Darstellung der Round-the-Horn-PCR (r+PCR). 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), vervielfaltigen jeweils einen der parentalen Strange (schwarz). Beide Primer sind phosphoryliert [Pho]
(Kreis). Durch die Amplifikation entstehen Kopien der Strange, von denen einer die Mutation tragt. Beide Stange
werden nicht zum Zyklus verbunden (nicked). Ab der zweiten Amplifikation tragen beide Strange (blau) die Mutation.
Exponentielle Vervielféltigung.

Tabelle 16: PCR-Programme. Temperaturprogramme fir die verschiedenen Sonderformen der Genamplifikationen.
Dargestellt sind die Details fir 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. Fir alle PCRs
gilt: Deckeltemperatur 110 °C, Initiale Aktivierung von 1 — 3 min bei 98 °C, 35 Zyklen und eine finale Elongation fiir 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-Hisg QuikChange prnC-Hisg Round-the-Horn PrnA-Hiss Round-the-Horn PrnA-Hiss
(F103A) (E450K_F454K)
Denaturierung 10s 98 °C 10s 98 °C 10s 98 °C 10s 98 °C
Anl
. 155 45-60°C 1 min 70-80°C 1 min 45-65°C 1 min 45-65°C
(Gradient)
Elongation 30s 72°C 210s 72°C 120 s 72°C 120 s 72°C
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10.2.4.2 Kolonie-PCR (cPCR)

Wie zuvor erwahnt wurden fir 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 GréRRe
(Basenpaare [kb]) vermuten lief3. Hierflir 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 (cePCR)

Diese PCR-Methode fand originar in der Einfihrung von Mutationen Anwendung®%4, wird
aber unter Anderem auch zur Erstellung langerer DNA-Fragmente aus einzelnen
Bereichen oder Genen genutzt. Durch das gezielte Zusammenfihren von Genen Uber
die Uberhange der Primer lassen sich so entweder Insertionen realisieren, Deletionen
einfigen oder einfach — wie im Fall dieser Arbeit — gezielt Gencluster erstellen und
optional direkt in den Zielvektor klonieren.%! Hierfiir erfolgt zunachst eine Ampilifikation
von Gen 1 mit zwei Primer, von denen einer der Primer einen gewlinschten Uberlapp U1
tragt. Durch die Amplifikation in der PCR wird dadurch faktisch das Zielgen 1 um den
Uberlapp U1 verlangert. Gleiches geschieht nun fiir die Amplifikation von Gen 2. Trug bei
der Amplifikation von Gen 1 der reverse Primer den Uberhang U1, so ist es bei der
Vervielfdltigung von Gen 2 der forward Primer. Dieser Uberhang U2 ist in vielen Fallen
der gleiche wie U1, kann aber auch nur teilweise identisch sein. Dies kann passieren,
wenn die Primer andernfalls zu lang werden, oder der inserierte Bereich (Uberlapp) zu
lang ist und damit nicht nur die Limitierung der Primerlange betrifft, sondern ggf. auch
einen zu hohen GC-Gehalt erreicht. In beiden Fallen erfolgt dann in Schritt 3 die
Erstellung des Gesamtfragments Gen 1 — Uberlapp — Gen 2, indem die Einzelstrange der
zuvor generierten Fragmente Gen 1-U und U-Gen 2 als neue Primer fir die
Amplifikation dienen.
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Abbildung 113: Schematische Darstellung der Overlap-Extension-PCR (oePCR). Die zu kombinierenden Gene sind
in rot und blau dargestellt. Fiir die Annahme der Reihenfolge Gen1-Gen2 trégt der Gen 1 rv Primer einen Uberlapp,
der identisch ist mit dem Uberlapp von Gen 2 fw Primer. Beide Gene werden fiir 5 Zyklen getrennt jeweils mit zuséatzlich
einem weiteren Primer ohne Uberlapp amplifiziert. Nach 5 Zyklen werden beide PCR-Ansétze vereinigt. In den
folgenden PCR-Zyklen dient jeweils ein Strang der eben amplifizierten Gene mit Uberlapp als neuer Primer. Im letzten

Schritt G werden nun die Primer ohne Uberlapp fiir die exponentielle Amplifikation des Fragments Gen1-Gen2
verwendet.

Tabelle 17: PCR-Programme. Temperaturprogramme fir die verschiedenen Sonderformen der Genamplifikationen.
Dargestellt sind die Details fiir 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
e O ) O
Zahl der Zyklen 35 30 35 40
prnCprnD prnAprnB .
FnagR (pBTBX-2% hPrnC-Hi ET28a(+
pmFnagR (p ) (PBTBX-2"-pmFnagR) | (pBTBX-2~pmFnagRomep) | ™ MC-Hiss (PET28a(+)
Denaturierung 10s 98 °C 10s 98 °C 10s 98 °C 10s 98 °C
Anl
Aoty 60s 30-60°C 60's 30-60°C 60s 45-65°C 60s 30-60°C
(Gradient)
Elongation 180 s 72°C 150 s 72°C 90s 72°C 90s 72°C
Finale 10 min 72°C 10 min 72°C 10 min 72°C 10 min 72°C
Elongation

10.2.5 Restriktion und Ligation

Vereinzelt kam es vor, dass ein Assembly-Ansatz nach Gibson nicht erfolgreich war, oder
andere Grinde fur eine klassische Klonierung sprachen. Hierflir wurde das Restriktions-
Ligationsverfahren genutzt. Auch die Bereitstellung von linearisiertem Zielvektor oder ein
weiteres Testverfahren zur Kontrolle des Gen-Einbaus zu dem gewlnschten Konstrukt
boten sich fir Restriktions-Verdaus an und wurden in Form von optimierten FastDigest
Ansatzen (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) verwendet.
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AnschlieBend 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 iber das DNA-Isolations-Kit entsalzt.
Die Ligation erfolgte dann in der Regel fur 2h bei Raumtemperatur und uber Nacht bei
4°C im Kihlschrank. Meistens wurde die Halfte des Ansatzes nach 1h Raumtemperatur
und die andere Halfte 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) 4L
T4 DNA Ligase 2L
100 mm ATP 2 L
Wasser (Milli-Q) ad 40 pL

10.2.6 Gibson Assembly®

Bei diesem isothermen Assembly handelt es sich um eine Methode zur Kombination von
mindestens zwei DNA-Fragmenten, welche einen Uberlappenden Bereich beinhalten.
Durch die 5'-Exonuklease kdnnen so ,blunt end” Fragmente mit ,sticky ends” versehen
werden, wodurch die homologen, Uberlappenden Bereiche aneinander anlagern kénnen.
Die durch den Einzelstrang-Verdau entstandenen Licken, die nicht durch die Anlagerung
abgedeckt sind, werden durch eine DNA-Polymerase aufgeflllt und die Ubrigen beiden
»hicks" letztlich durch eine DNA-Ligase behoben, wodurch wieder ein geschlossenes,
doppelstrangiges Fragment entsteht.[%¢ Der Gibson Assembly wird bei 50°C flr 1 h im
ThermoCycler durchgefihrt. Als Faustregel gilt das Verhaltnis Insert zu Vektor 2:1.

Gibson Assembly (1h, 50°C)

) Fragment 1 N Restriktion und . Fragment 1 N ifikation und 5 Fragment 1 Fragment 2 3

¢ gerung > s ||| 5_Fragment2 o Ligation »° -
5 0 Fragment2 5 T5 Exonuklease 3 s Phusion Polymerase

Taq Ligase

3 E

Abbildung 114: Gibson Assembly fiir zwei unspezifizierte Fragmente. Die bspw. durch PCR eingebrachten Uberhange
(U) lagern sich nach dem Verdau aneinander an. Nach dem Annealing fiillt die Polymerase die Liicken auf und
schlieBlich erfolgt die Ligation. Die Reaktion dauert 1h bei 50°C. Die Exonuklease ist thermolabil und wird daher tuber
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
1SO-Puffer (5x) 60 L MgCl2 (2 M) 25 L

T5-Exonuklease (100 u/mL) 24 pL dATP (100 mm) 10 pL

Phusion HotStart || DNA-Polymerase (0.4 U/pL) 18 pL dTTP (100 mm) 10 pL
Taq DNA Ligase (8000 U/mL) 39 L dCTP (100 mm) 10 L

Wasser (Milli-Q) 309 pL dGTP (100 mm) 10 pL

Summe 450 pL DTT (1 M) 50 pL
PEG-8000 250 mg

NAD?* (100 mm) 50 L

TRIS-HCI (1 M, pH = 7.5) 500 pL

Summe 665 pL

10.2.7 Agarosegelelektrophorese

Die Durchfiihrung dieser Trennung von DNA-Proben erfolgte unter anderem fir die
Untersuchung von PCR-Reaktionen, Restriktionen und zur Bestimmung der Reinheit
nach Plasmidisolationen. Neben dem klassischen analytischen Gel wurde in einigen
Fallen auch ein praparatives Gel verwendet, um die Ausbeute durch hdhere
Probenbeladung zu steigern. Hierbei wurde eine Agaroselésung mit 0,8 % (w/v) Agarose
in TAE-Puffer (1x) hergestellt. Diese wurde solange erhitzt, bis die Agarose vollstandig
gelost war. Zugabe von Gel Red™ (Bioticum Inc., Hayward, CA, USA) zur noch fliissigen
Agarose-Losung mit dem Verdlinnungsfaktor 10000 ermdglichte eine spatere
Visualisierung unter UV-Licht. Fur praparative Gele wurde der Anteil von Agarose auf
1,0 % (w/v) und fur kleine Gene und Fragmente nach Bedarf sogar bis zu 2,5 % (w/v)
erhoht. Die Lagerung der fertigen Losung erfolgte bei 60 °C im Heizschrank (ohne
Farbstoff). Nach GielRen des Agarosegels fand die Polymerisierung bei Raumtemperatur
flr etwa eine halbe Stunde statt. Die Elektrophorese selbst erfolgte in TAE-Puffer (1x) fir
30 min bei 180 v. Die Probenbeladung (10 uL) erfolgte nachdem die Taschen des Gels
mit Puffer geflllt waren. Zur Einordnung der BandengréfRe wurde der Standard (auch
Marker oder Ladder genannt) 1 kb DNA Ladder (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA)
mit 1 — 2 pL verwendet.
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Bei kleinen Fragmenten wurde Quick-Load® 100 bp DNA Ladder (New England BiolLabs
GmbH, Frankfurt am Main, Deutschland) genutzt. Die Analyse und Bildgebung, sowie
Dokumentation erfolgten via Kamera (INTAS Science Imaging Instruments GmbH,
Géttingen, Deutschland).

Tabelle 20: Zusammensetzung der Losungen fir Agarosegelelektrophorese zur DNA-Trennung.

Komponenten Menge

TRIS 2Mm

TAE-Puffer (50x) | EDTA (500 mm, PH = 8) 50 mm

Essigsaure 900 mm

EDTA 100 mm

Probenpuffer (5x)

Glycerin

45 %(viv) Glycerin

Bromphenolblau

0.05 % (Wiv)

Agarosegel

TAE-Puffer (50x)

(1%)

Agarose

0.8 % —2.5% (W)

Gel Red™

0.01 % (8 pL 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 Wellenldnge A =260 nm gemessen. Sowohl zur ,Ein-Punkt-
Kalibrierung* mittels ,,blank* (Wasser), als auch zur Konzentrationsbestimmung der Probe
wurden 2 pL verwendet. Zur Reinheitskontrolle der Proben wurde zusatzlich die

4@60nm) o \ite hierbei fiir DNA ca.
A (280 nm)

Absorption bei A = 280 nm gemessen. Der Quotient
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
(TO42-TECHNICAL BULLETIN NanoDrop Spectrophotometers 260/280 and 260/230

Ratios, Thermo Scientific, Waltham, MA, USA).

161



Genereller Experimentalteil

10.2.9 Sequenzierung

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

10.3 Mikrobielle Methoden

FUr die Produktion der Biokatalysatoren mussten die Zellen zunachst eine ausreichende
Zelldichte erreichen.

10.3.1 Anzucht und Lagerung

Sofern nicht anders beschrieben, erfolgte die Anzucht der Kulturen zunadchst als
Ubernacht-Kulturen (UNK) 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). Wahrend E. coli Stdmme bei 37 °C kultiviert wurden,
erfolgte das Wachtum von P. putida KT2440 bei 30 °C. Entsprechend der Resistenz bei
Stammen mit Plasmid erfolgte die Zugabe von Kanamycin (Kanse, 50 pg/mL) bei pET28a(+),
pCombiCom und pBTBX-2, sowie Ampicillin (Amp1, 100 pg/mL) bei pUC19b mittels Stock-
Losung (Verdiinnungsfaktor 1000). Da der Stamm E. coli ArcticExpress (DE3) zusatzlich
noch ein pACYC-basiertes Plasmid flir die Oleispira antarctica Chaperonine Cpn10 und
Cpn60 tragt, wurde in diesem Fall auch noch Gentamycin (Gentzo, 20 ug/mL) hinzugefligt.
Fir die Kultivierung der Hauptkultur erfolgte die 1 %ige Inokulation (5 mL UNK fiir 500 mL
Hauptkultur). Fir 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 K2HPOa4, 2.31 g/L
KH2PO4, 0.4 % (v/v) Glycerin) verwendet. Auch bei Nutzung von kommerziell
erhaltlichem TB-Medium musste Glycerol hinzugefiigt werden (Carl Roth, Karlsruhe,
Germany). Gelagert wurden Zellkulturen bei -80 °C in 25 % (v/v) Glycerin. Hierflr wurden
600 mL Kultur mit 600 mL Glycerin-L6sung versetzt (50 % (v/v) in deionisiertem Wasser).

10.3.2 Herstellung chemisch kompetenter Zellen

Zur Herstellung chemisch kompetenter E. coli Zellen werden zunachst die hergestellten
Lésungen A (100 mm MgCl2) und B (100 mm CaClz, 15 % (w/v)) sterilfiltriert.
Anschlie®Bend 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 UNK (0.5 %).
Wenn nétig, erfolgte zusatzlich die Zugabe von Antibiotika. Die Anzucht erfolgt bis zu
einer ODeoo = 0.4 — 0.6 bei 37 °C und 120 rpm. Nach Zellernte (10 min, 1230 x g, 4 °C)
wurde das Pellet mit eisgekuhlter Losung A Uberschichtet und ebenfalls wahrend der
Resuspension auf Eis gelagert. Nach 30-mindtiger Inkubation erfolgte ein erneuter
Zentrifugationsschritt (10 min, 1230 rcf, 4 °C), bevor das Pellet in 2 mL eisgekuhlter
Lésung B aufgenommen wird. Die resuspendierten Zellen werden anschlieend steril in
1.5 mL ReaktionsgefalRe Uberfuhrt. Die Aliquots werden letztlich in flissigem 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 fir 30 min auf Eis aufgetaut, mit dem
gewunschten Plasmid (~ 50 — 100 ng/uL) versetzt und ohne Resuspension, sondern
durch Verrliihren mit der Pipettenspitze vermischt. Im Falle des Gibson Assembly und
anderen Reaktionen wie PCRs oder Ligationen wurden 10 — 15 L verwendet. Die Zellen
wurden fir weitere 10 min auf Eis inkubiert und anschlielend fir 90 s bei 42 °C inkubiert.
Danach erfolgt die Zugabe von 700 pL LB-Medium. Die folgende Inkubation ist abhangig
von der jeweiligen Antibiotika-Resistenz, wurde jedoch in aller Regel fuir 60 min bei 37 °C
durchgefiihrt (Phanische Expression). Zellernte erfolgte durch Zentrifugation (2 min,
2000 x g, RT). Nach Entsorgung des Uberstandes wurde das Zellpellet in 50 — 100 pL
Restvolumen resuspendiert und auf Agar-Platten mit entsprechendem Antibiotikum
ausgestrichen. Die Agarplatten werden invertiert iber Nacht bei 37 °C inkubiert.

10.3.4 Elektroporation

Fir die Elektroporation von E. coli Zellen, aber vor allem flir P. putide KT2440 wurde ein
Protokoll genutzt, das von Nora L. Bitzenhoferi37I (Institut fir Molekulare
Enzymtechnologie) bereitgestellt wurde. Vorteil dieser Methode ist der Verzicht auf
kompetente Zellen, sowie die Durchfiihrung bei Raumtemperatur. Es basiert auf der
Publikation von Tu et al.[®88 Hierfir wurde 1 mL einer Vorkultur durch Zentrifugation (2
min, 2000 x g, RT) pelletiert. Der Uberstand 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 yL Wasser aufgenommen und
resuspendiert. Da es sich um Wasser ohne lonenstarke handelt, sollten diese Schritte
zugig durchgefiihrt werden, da andernfalls die Gefahr besteht, die Zellen durch den
osmotischen Druck zu zerstéren. Vor der Elektroporation erfolgt die Zugabe von 1 L
Plasmid (~ 50— 100 ng/uL). Die Elektroporation erfolgte mittels MicroPulser
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Electroporator (Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen, Deutschland). Die etwa 80 uL
Zell-Wasser-Suspension mit Plasmid wird in die Elektroporationskiivette EP-102 (2 mm,
cell projects Ltd, Harrietsham, UK) oder Elektroporationskiivetten 450 uL (2 mm, Carl
Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, Deutschland) dberfiihrt. Entsprechend der Anleitung
~MicroPulser™ Electroporation Apparatus Operating Instructions and Applications Guide*
erfolgte die Bedienung des Elektroporators. Fir die Elektroporation von Mikroorganismen
werden meist Kivetten 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-Kuvetten elektroporiert werden und mit einer Spannung von 2.5 kv (E = 12.5
Kv/cm), wenn Zellen in 0.2-cm-KUvetten elektroporiert werden. Diese Elektroporations-
bedingungen sind im MicroPulser als Programme Ec1 (V = 1,8 kv) und Ec2 (V = 2,5 KV)
im Menu flr die Bakterieneinstellungen vorprogrammiert. Entsprechend der 2 mm-Spalt-
Klvetten wurde das Programm Ec2 verwendet. Der Puls hatte eine Dauer von etwa 5 ms.
Nach dem Puls wurde die Suspension mit 600 uL LB-Medium gemischt. Anschlief3end
wurde 1 h (abhéngig 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 yL der Zellkultur auf der Resistenz entsprechenden LB-Agar-Platten ausplattiert.

10.3.5 Genexpression

Fir die Produktion der Proteine wurden abhangig 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 (UNK)
inokuliert. AnschlieRend erfolgte die Kultivierung bei 37 °C und 130 rpm. Die Induktion
erfolgte anschlieRend bei einer optischen Dichte von ODeoo= 0.4 — 0.6 mit 100 um IPTG
(Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid). Fur die Proteinproduktion wurde dann die
Temperatur auf 10 — 20 °C, je nach Stamm und Protein gesenkt. Die Expression wurde
Uber 12 — 36 h durchgefiihrt. Die folgende Tabelle 21 zeigt die variierenden Parameter
fur jedes einzelne Protein. Expressionen wurden teilweise mit der Unterstltzung von
Beatrix Paschold durchgefihrt.
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Tabelle 21: Bedingungen der Expression. Fir jedes zu produzierende Protein sind auch Angaben zum verwendeten
Vektor, der optischen Dichte zur Zeit der Induktion, der Durchfiihrung eines cold shocks durch Temperatursenkung auf
4 °C und der Zugabe von Ethanol (4 % (v/v), der Temperatur wahrend der Expression und der Expressionszeit
hinterlegt.

Protein Stamm Vektor ODgoo | Schock | Temperatur Zeit
SsuE-Hiss E. coli Tuner™ (DE3) pGEB 0.6 no 18 °C 16 h
PrnC-Hisg E. coli ArcticExpress (DE3) pET28a(+) 0.5 yes 15°C 48 h
PrnF E. coli BL21 (DE3) pET28a(+) 0.4 no 20 °C 18h
PrnF-Hiss E. coli BL21 (DE3) pET28a(+) 0.4 no 20 °C 18h
RadH-Hiss E. coli BL21 (DE3) pET28a(+) 0.5 no 20°C 15h
Fre-Hiss E. coli BL21 (DE3) pET28a(+) 0.5 no 20 °C 15h
NH153-Hiss E. coli BL21 (DE3) pET28a(+) 0.5 no 20 °C 20 h
NC201-Hiss E. coli BL21 (DE3) pET28a(+) 0.5 no 20°C 20 h
NHprnC-Hise 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 (UNK)
inokuliert. AnschlieRend erfolgte die Kultivierung bei 30 °C und 130 rpm. Die Induktion
erfolgte anschlieRend bei einer optischen Dichte von ODeoo = 0.6 mit 100 mMm L-Arabinose,
1 —2 mm Salicylsdure und 100 um IPTG. Die Expression wurde tber 20 h durchgefihrt.
Die Induktion erfolgte jeweils einzeln mit den Induktoren, als auch kombiniert.

10.3.6 Zellaufschluss

Far die Verwendung von Zelllysaten oder zur Reinigung von Proteinen erfolgte in den
meisten Fallen der Zellaufschluss Uber Ultraschall. Fir groRere Zellmengen wurde ein
FrenchPress-System genutzt. Fir den Ultraschallaufschluss wurden gefrorene
Zellpellets mit 20 % (w/v) in Aquilibrierungspuffer (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 a 5 min (50 % Intensitat, 35 % Power). Zwischen
beiden Zyklen wurde 1 min auf Eis inkubiert. Die Zelltrimmer und unaufgeschlossenen
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Zellen wurden schlieflich durch Zentrifugation abgetrennt (30 min, 4 °C, 12,000 x g). Far
gréBere Zellmengen erfolgte der Zellaufschluss Uber die EmulsiFlex-C5 der Firma
Avestin Europe GmbH (Mannheim, Germany), die von unserem Schwesterinstitut flr
Molekulare Enzymtechnologie zur Verfuigung gestellt wurde. Nach Einweisung durch
Esther Knieps-Griinhagen erfolgte der Aufschluss mit 10 — 15 % (w/v) in einem Volumen
von 50 — 300 mL in Aquilibrierungs-Puffer (25 mm KPi, 150 mm NaCl, 10 mm Imidazol,
pH = 8). In zwei Zyklen erfolgte der Aufschluss bei 1000 — 1500 bar mit permanenter
Kihlung des gewonnen Lysats. Das geklarte Lysat wird durch anschlieRende
Zentrifugation (30 min, 4 °C, 10,000 x g) gewonnen.[*59

10.4 Biochemische Methoden

10.4.1 Affinitatschromatographie

PrnC-Hiso:

Zunachst wurde eine 5 mL Ni-NTA-Superflow-Kartusche (QIAGEN GmbH, Hilden,
Deutschland) mit 5 Sé&ulenvolumen (column volume, CV) Aquilibrierungspuffer
(50 mm KPi, 300 mm NaCl, 10 mm Imidazol, pH = 8) aquilibriert. Das gereinigte Lysat
wurde mit dem gesamten Volumen mit einer Peristaltikpumpe auf die Saule aufgetragen
und danach zyklisch fir 20 Minuten weiter beladen. Die weiteren Schritte wurden
teilweise von Hand (Schwerkraftreinigung) oder mit einem automatischen System wie
dem Akta Purifier durchgefiihrt. Die Saule 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 (60 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 verdinnt. 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 (berprtft, und die verbleibende Proteinldsung wurde aliquotiert und
eingefroren. Die Aliquots wurden bei -20 °C gelagert. Bei groferen Elutionsvolumina
wurde der Pufferaustausch im Schwerkraftverfahren durchgefiihrt. Es wurden PD10
Entsalzungssaulen fir 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 Fallen war die Elution jedoch farblos.
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PrnF-Hise und NHprnC-Hiss:

Zunachst wurde eine 5 mL Ni-NTA-Superflow-Kartusche (QIAGEN GmbH, Hilden,
Deutschland) mit 5 CV Aquilibrierungspuffer (50 mm KPi, 300 mm NaCl, 20 mm Imidazol,
pH = 8) aquilibriert. Das gereinigte Lysat wurde zu PrnC auf die Saule aufgetragen. Die
Reinigung wurde fortfolgend mit der Akta Purifier durchgefiihrt. Die Saule wurde mit 5 CV
Aquilibrierungspuffer 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 Proteinlésung wurde wie zuvor
beschrieben konzentriert und der Puffer durch Auffilllen und Zentrifugation gewechselt.
Die erhaltenen 10 mL PrnF-Hiss im Lagerungspuffer wurden aliquotiert, die
Proteinkonzentration mittels Absorption bei 280 nm bestimmt und bei -20 °C gelagert.

NH153-Hise:

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
anschlielend 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, Minchen,
Deutschland) durchgefiihrt und die NUPAGES™ mit dem XCell SureLock™ Mini-Cell
Electrophoresis System (Invitrogen GmbH, Darmstadt, Deutschland) genutzt. Fir das
Giellen der Tricin-Gele wurde zunachst der Gelpuffer (3x, 3 M TRIS, 1 M HCI, 0.3 % (w/v)
SDS, pH = 8.45) bereitgestellt. Danach wurde das Trenngel (10 %, 6.7 mL Acrylamid/
Bisacrylamid-Lésung (30 %, 37.5:1; Carl Roth), 6.7 mL Gelpuffer (3x), 4.7 mL dest. H20,
2 g Glycerin, 200 yL APS (10 % (w/v) Ammoniumperoxodisulfat) und 20 y. TEMED
(N,N,N'’,N"-Tetra-methylethylendiamin) gegossen und mit iso-Propanol Gberschichtet, um
fur einen geraden Gelrand zu sorgen. Nach Polymerisation des Trenngels und
Entfernung des iso-Propanols erfolgte das Gielen des Sammelgels (4 %, 1.6 mL
Acrylamid/Bisacrylamid-Lésung (30 %, 37.5:1; Carl Roth), 3 mL Gelpuffer (3x), 7.4 mL
dest. H20, 200 pL APS (10 % (w/v)) und 20 pL TEMED. Je nach Probenzahl wurden
Probenkdmme (10 oder 15 Taschen) gewahlt. 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/HCI, pH = 6.8, 50 mm DTT) versetzt und fiir 10 min bei 98°C
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denaturiert. Durch die Entfaltung kann so das SDS an die Proteine angelagert werden
und fur eine negative Nettoladung sorgen. Die fertigen Gele wurden dann mit 10 yL Probe
und 5 uL Proteinmarker Roti®-Mark 10-150 (Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe,
Deutschland) beladen. Fir die Tricin-Gele wurde das Kammersystem nun mit den
entsprechenden Laufpuffern (1x) gefullt. Mit einer Verdinnung des Faktors 10 wurden
die Stammldsungen von Anodenpuffer (10x, 1 M TRIS, 0.225 m HCI, pH = 8.9; aullere
Kammer) und Kathodenpuffer (1 M TRIS, 1 M Tricin, 1.0 % (w/v) SDS, pH = 8.25; innere
Kammer) verwendet. Flr die kommerziellen Gele wurde in beiden Kammerbereichen der
MOPS-Puffer (20x, NUPAGE™ 4 — 12 % Bis-TRIS Protein Gele) in einer Verdinnung
1:20 verwendet. Die Elektrophorese zur Trennung der Proteine nach GroRe erfolgte fiir
die Tricin-Gele mit 30 v fiir 20 min; 60 Vv fir 6 min und letztlich mit 190 v fir 50 min. Fir
die NuPAGE™ wurden (iber 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 fur 30 — 60 min in Fixierldsung (10 % (v/v) Essigsaure, 30 % (v/v) Ethanol, Wasser)
inkubiert und erneut gewaschen. Die Farbung erfolgte mittels kolloidaler Coomassie G-
250 Losung (2 % (w/v) HsPOas, 10 % (v/v) Ethanol, 5 % (w/v) Al2(SO4)s, 0.02 % (w/v)
Coomassie Brillant Blue G-250) uber Nacht. Entfarbung erfolgte dann wieder in Wasser
unter Zuhilfenahme von Zellstofftiichern. Die Dokumentation der Gele erfolgte unter
Verwendung eines Weilllicht 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: 1SO 400,
Belichtungszeit 1/250 s, Blende F/8.0. Alternativ wurden die fertigen Gele in Plastiktiten
transferiert und mittels Scanner digitalisiert.

10.4.3 MALDI-ToF

Fir die Analyse von identifizierten Proteinbanden, die der erwarteten GrolRe entsprachen,
wurden im Fall von PrnC-Hise MALDI-ToF-MS-Experimente durchgefiihrt. Die mit dem
Skalpell ausgeschnittenen Banden aus dem gefarbten SDS-PAGE Gel wurden in ein
2 mL Reaktionsgefaly Uberfihrt und in 750 uL Entfarbelésung (30 % (v/v) Acetonitril,
100 mM NH4HCO3) 15 min unter leichtem Schutteln inkubiert. Anschlieend wurde der
Uberstand entfernt und der Vorgang wiederholt, bis das Gel-Stiick farblos war (2x — 3x
wiederholen). Das Acetonitril wurde mittels Vakuumzentrifuge (Speed-Vac concentrator
5301, Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland) bei 40°C fir 30 min entfernt. Fir den
tryptischen Verdau erfolgte die Zugabe von 6 pL Trypsin-Puffer (3 mm TRIS-HCI,
pH=8,8, 10 ng/uL Trypsin). Das Reaktionsgefa wurde anschliefend mehrmals
invertiert, dann fir 1 min zentrifugiert und der Verdau fir 30 min bei Raumtemperatur
durchgefiihrt. AnschlieRend wurden fir den weiteren Verdau Uber Nacht ein weiteres
Aquivalent von 6 pL Trypsin-Puffer hinzugefiigt. Um dem Verdunstungseffekt
entgegenzuwirken wurden nach der Inkubation Gber Nacht 10 pL deion. H20 hinzugefugt
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und fur 30 min inkubiert. Schliellich wurde die Probe mit 10 pL Fallungs-Lésung (30 %
Acetonitril, 0.2 % Trifluoressigsaure) 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 fur Bio- und Geowissenschaften IBG-1:
Biotechnologie (Forschungszentrum Jilich) an einem Daltonics Ultraflex Il TOF/TOF-
Massenspektrometer (Bruker Daltonics GmbH & Co. KG, Bremen, Deutschland).

10.4.4 DLS-Messungen

Fir die Untersuchung des oligomaren Zustandes von PrnC-Hise und NH153-Hiss
erfolgten Experimente zur dynamischen Lichtstreuung (dynamic light scattering)
zusammen mit  PD Dr. Oliver H. Weiergraber (Institut fir  Biologische
Informationsprozesse, IBI-7: Strukturbiochemie, Forschungszentrum Jdlich). Hierfur
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 verdunnt. Die
Messung erfolgte nach Zentrifugation (30 min, 20.000 x g, 4 °C) an einem SpectroSize
300-Instrument (Xtal Concepts GmbH, Hamburg, Deutschland). Die Aufzeichnung
erfolgte Uber 25 aufeinanderfolgende Akquisitionen (Intervall 10 s, 20 °C).

10.4.5 Kristallisation von Proteinen

Fir die Kristallisation von PrnC-Hiss und NH153-Hiss mussten zunachst 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. Weiergraber. Dieses Screening erfolgte an einem Freedom Evo® robotic system
(Tecan, Mannedorf, Schweiz) und einem Kristallisations-Kit von Sigma Aldrich
(Crystallization Low lonic Strength Kit for Proteins [Sigma-Aldrich, 86684]).

Far die initial beobachteten Kristalle von NH153-Hiss mit leichter Tryptophan-Fluoreszenz
waren die Bedingungen 07 (Bedingung Well A7: Reservoirldsung 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
Proteinlésungen hatte hierbei fiir PrnC-Hisg eine Konzentration von 1.5 mg/mL und fiir die
gelbe NH153-Hiss 6.3 mg/mL im Kristallisationspuffer (20 mm HEPES, 100 mm NaCl,
pH =7.5). Protein- und Reservoirldsung wurden aquivoluminar (Verhaltnis 1:1) mit
jeweils 0.5 pL eingesetzt.
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10.5 Analytische Methoden

Sowohl fiir den Nachweis von synthetisierten Produkten, als auch der Uberpriifung von
Biokatalysen wurden verschiedene Verfahren und Gerate genutzt. Zusatzlich wurden
bereits etablierte bzw. in der Literatur bekannte Aktivitatsnachweise genutzt. Diese finden
sich unter den folgenden Unterpunkten.

10.5.1 GC-MS

Fir die Analyse fllichtiger Substanzen, vor allem aber zur Reaktionskontrolle von PrnC,
sowie Pyrrolnitrin und dessen Derivate und Intermediate wurde die Gaschromatographie
mit Massenspektrometrie verwendet. Hierfur wurde das Standard-Programm MIC41PPK
verwendet. Als Saule wurde eine Optima 5MS column (30 m * 0.25 mm (ID) und 0.25 pm
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 flr die
lonenquelle 200 °C. Die Proben wurden getrennt durch eine Initialtemperatur von 60 °C.
Diese wurde fur 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. Schliellich
wurde die Temperatur mit einem Anstieg von 120 °C/min auf 280 °C erhoht. Diese
Temperatur wurde flr 5 min gehalten. Die Messungen wurden mit Unterstltzung von
Birgit Hen3en durchgefihrt.

10.5.2 HPLC

Fir den initialen Nachweis der Aktivitdt von PrnA und RadH, sowie eine praparative
Reinigung von Aminopyrrolnitrin (22b) wurde eine Hochleistungsflissigchromatographie
(high performance liquid chromatrography, HPLC) in Umkehrphase (reverse phase RP)
durchgefihrt (Jasco RP-HPLC System). Vor der Trennung wurden alle Lésemittel 3 h im
Ultraschallbad entgast. Die Nutzung erfolgte ausschlief3lich durch Birgit HenBen.
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Analytische RP-HPLC:

Tabelle 22: Parameter fir die HPLC-Analyse von Tryptophan, 7-Chlor-Tryptophan, Anthranilsdure, 3-Chlor-
Anthranilsaure, sowie Umbelliferon.

Trennbedingungen

HyperClone® ODS (C18) 120 A, 125 x 4 mm, 5 um (Fa. Phenomenex, USA)
Saule
(Fully porous silica, C18-column)

Gradient:

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

Laufmittel 80 % ACN + 0.1 % HCOOH (2 min)

Gesamtanalysezeit (12 min)

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

Flussrate 1 mL/min

220 nm und 280 nm: Tryptophan und 7-Chlortryptophan
Detektionswellenlangen: 224 nm und 254 nm fur Anthranilséure und 3-Chlor-anthranilsdure

324 nm fir Umbelliferon

Temperatur 25°C

Injektionsvolumen 30 pL

Fur 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) 5.3 min
7-Chlortryptophan (20b) 7.3 min
Anthranilsaure 4.7 min
3-Chlor-Antranilsaure 6.7 min
Umbelliferon 4.8 min
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Tabelle 24: Parameter fiir die HPLC-Analyse von MDA (22c). Die Retentionszeit betrug 6.0 — 8.0 min.

Trennbedingungen

HyperClone® ODS (C18) 120 A, 125 x 4 mm, 5 um (Fa. Phenomenex, USA)

Saule
(Fully porous silica, C18-column)
35 % ACN + 0.1 % HCOOH
Laufmittel Gesamtanalysenzeit (15 min)
Spritzensplilung mit 100 % ACN
Flussrate 1 mL/min

Detektionswellenlédngen:

212 nm und 225 nm

Temperatur

25°C

Injektionsvolumen

30 pL

Praparative RP-HPLC:

Tabelle 25: Paramater flir die praparative HPLC von APRN (22b). Die Retentionszeit betrug 70 — 80 min.

Trennbedingungen

HyperClone® ODS (C18) 120 A, 250 x 10 mm, 5 ym (Fa. Phenomenex,

Saul
aule USA) (Fully porous silica, C18-column)
35 % ACN + 0.1 % HCOOH
Laufmittel Gesamtanalysenzeit (180 min) - Abbruch nach 80 min
Spritzensplilung mit 100 % ACN
Flussrate 3 mL/min

Detektionswellenléangen:

212 nm und 224 nm

Temperatur

25°C

Injektionsvolumen

100 L
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10.5.3 NMR-Spektroskopie

Als Hauptanalysemethode flr die chemische Synthese wurde die Kernspinresonanz-
Spektroskopie (nuclear magnetic resonance, NMR) verwendet. Die Aufnahme der 'H-
und "3C-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: "H-Spektren 600 MHz, '3C-Spektren 151 MHz).
Zur Aufnahme des Spektrums wurden deuterierte Losungsmittel wie CDCls oder
DMSO-ds verwendet. Die chemische Verschiebung wird in ppm angegeben, dabei dient
den 'H-Spektren Tetramethylsilan [TMS, 'H: (CH3)4Si = 0 ppm] als Referenz. Zur
genauen Normierung werden jedoch die Ldsemittel genutzt. Bei den '3C-Spektren
wurden die Signale von CDCIs (77.2 ppm) und DMSO-ds (39.5 ppm) als Normierung
gewahlt, wahrend bei den 'H-Spektren auf CDCIs (7.26 ppm) und DMSO-d6 (2.5 ppm)
normiert wurde. Neben 'H- und '3C-Spekiren wurden zusatzlich 2D-Spektren wie
DEPT-135 (distortionless enhancement by polarization transfer), 'H-'H-COSY
(correlation spectroscopy), 'H-'3C-HSQC (heteronuclear single quantum coherence) und
"H-18C-HMBC (heteronuclear multiple bond correlation) aufgenommen und zur
Zuordnung der Signale verwendet. Die Multiplizititen der Signale werden wie folgt
abgekirzt: s = Singulett, d = Dublett, t = Triplett, = Quartett, quin = Quintett, sext =
Sextett, sept = Septett und m = Multiplett. Je nach Aufspaltung der Signale kénnen sich
Kombinationen ergeben.

10.5.4 Aktivitats-Assay GDH

Rohlysate des Cofaktor-Recycling-Systems wurden von Beatrix Paschold zur Verfligung
gestellt. Diese wurden vor der Verwendung zentrifugiert und die Aktivitdt des
Uberstandes vermessen. Hierzu wurden 10 puL eines verdinnten Lysats
(Verdinnungsfaktor Vr: 10,000) mit 20y 100 mm NAD*-Lésung und 170 pL
Reaktionspuffer (50 mm KPi pH =7.2, 40 mMm Glukose) vermischt. Die GDH-Aktivitat
wurde folglich durch Messung der Absorptionszunahme bei 340 nm (NAD(P)H) bestimmt.
Der Extinktionskoeffizient fir die Berechnungen lautet €30 = 6.22 mm™* cm. Die
Messungen wurden in einem Plattenlesegerat Tecan Infinite® M1000 PRO
(Tecan Group AG, Mannedorf, Schweiz) mit einer definierten Weglange d = 0.5 cm
(200 L in Mikrotiterplatte) durchgefiihrt.
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10.5.5 Aktivitats-Assay Reduktasen

Flavinreduktase-Aktivitaten wurden durch Messung der Absorptionsabnahme bei 340 nm
(NAD(P)H) bestimmt. Der Extinktionskoeffizient fur die Berechnungen lautet €340 =
6.22 mm™ cm™'. Die Messungen wurden in einem Plattenlesegerat Tecan Infinite® M1000
PRO (Tecan Group AG, Mannedorf, Schweiz) mit einer definierten Weglange d = 0.5 cm
(200 L in Mikrotiterplatte) durchgefiihrt.

Fur die Reduktase SsuE-Hiss wurden die Umsatzraten in 200 pyL Reaktionsvolumen
bestimmt. Daflr wurden 20 yL geklartes Lysat mit 140 yL Reduktase-Puffer (50 mm KP;j,
100 mm NaCl, pH = 7.0) und 20 pL FAD-L6ésung (30 um) gemischt. Die Reaktion wurde
durch Zugabe von 20 pL NADPH (200 um) gestartet. Als Leerprobe wurde eine
Reaktionslésung mit 20 uL Reaktions-Puffer anstelle von Lysat verwendet. Die Reaktion
erfolgte bei 30 °C.

Die Aktivitaten von PrnF und PrnF-Hiss wurden flr gereinigtes Enzym bestimmt. Dafur
mussten die Proteinproben verdinnt werden (Vr: 2,500). Nach Einstellen der
Konzentration auf ca. 0.1 pg/mL erfolgte die Aktivitatsbestimmung ebenfalls in 200 L
Reaktionsvolumen. In diesem Fall betrug die Konzentration von FAD (10c) 15 uM und die
Reaktion wurde mit der Zugabe von 300 um NADH gestartet. 1 Unit wurde hierbei definiert
als Menge Enzym, die 1 ymol NAD(P)H in einer Minute zu NAD(P)* oxidiert.

174



Spezieller Experimentalteil

11. SPEZIELLER EXPERIMENTALTEIL

11.1 Chemische Methoden

Alle Synthesen dieser Arbeit wurden in einer Inert-Gas-Atmosphare — wahlweise
trockener Stickstoff oder Argon — durchgefiihrt, sofern nicht anders beschrieben.
Vorausgesetzt die Startmaterialien lagen als Feststoff vor, wurden diese vor
Reaktionsbeginn im Reaktionsgefald vorgelegt und sekuriert. Hierzu wurden Kolben als
auch Feststoffe mit einer Heizpistole ausgeheizt und anschlieRend mit Inert-Gas geflutet.
Dieser Vorgang wurde dreimal durchgefiihrt. Trockene Losemittel wurden entweder mit
Septum unter Inertgas-Lagerung bestellt, oder der Lésemitteltrocknungsanlage 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. Auferdem werden
teilweise Analytik-Daten der Startmaterialien gezeigt, um die entsprechenden
Veranderungen bspw. in den NMR-Signalen besser diskutieren zu kdénnen.
Volumenangaben per Stoffmenge beziehen sich immer auf das Ausgangsmaterial der
geringsten Aquivalente (Aq.). Fiir die Aufarbeitung der Reaktionen wurde die iber
Magnesiumsulfat (MgSOa) getrocknete Lésung lber Watte und Celite® unter Vakuum
filtriert.

11.1.1 Synthese von Arylpyrrolen via Kreuzkupplungsreaktion

Fir die Synthese des naturlichen Substrates der Halogenase PrnC und einigen Derivaten
erfolgten Experimente in Anlehnung an die Publikation von Matthew D. Morrison.[3%]
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 zusammengefihrt (Schema 2).

2 Rl=
OR® -3 S/ R® R'=H,NH,CLNO,

24-B, )
R1@X R%0 \(3 Suzuki-Kupplung — R2 = H, Pinacol
 + N R®=H,Cl

\
>_§./( Tis  X=Brl
—

38-43 26e - f 22

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-chlorbenzoesaure (39)

CO,H Fir die Synthese von 39 wurden 1.40 Ag. n-BuLi (2.7 M Lésung in
Cle L_Br n-Heptan) zu 68 mL trockenem THF (2 mL/mmol Benzol 38) bei 0 °C
5 32 gegeben. Nach Zugabe von 1.50 Aqg. DIPA (Diisopropylamin) wurde
2-Br:m-6- die Losung mindestens 15 min. bei gleicher Temperatur gerthrt.
chlorbenzoesaure AnschlieBend wurde die Temperatur auf -78°C gesenkt
(39) (Aceton/CO2(s)). Wenn nach Zugabe von COz(s) in den Dewar keine
weitere Gasentwicklung sichtbar war (Zieltemperatur erreicht), wurde tropfenweise 1.00
Aqg. 1-Brom-3-chlorbenzol (38) (4.00 mL, 6.50 g, 34.00 mmol) unter Beibehaltung der
Temperatur hinzugefligt. Die Reaktion wurde fir 1 h durchgefihrt, bevor dem
Reaktionsgemisch COz2(s) zugesetzt wurde. Dazu wurde eine 20-mL-Spritze mit
Trockeneis gefillt und die Nadel in das Septum gesteckt, um die Spritze mit CO2(g) zu
fullen. Angereicherte Kohlendioxid-Atmosphare wurde dem Reaktionsgemisch mehrmals
zugefuhrt (Nadel unter der Oberflache), bis der Temperaturunterschied kleiner als 0.2 °C
gewesen ist. Wenn keine Temperaturschwankungen mehr feststellbar waren, wurde
CO2(g) im Uberschuss fiir 30 min. zugegeben. Die Reaktion wurde auf Raumtemperatur
erwarmt, mit Wasser gequencht und in einen Scheidetrichter Uberfiihrt. Die erste
Extraktion wurde dreimal mit 100 mm NaOH-L&sung durchgefiihrt. Das Benzoat 39 in der
gesammelten wassrigen Phase wurde dreimal mit Essigsaureethylester gewaschen. Die
wassrigen Phasen wurden dann mit HCI auf pH = 1 angesauert. Schliel3lich wurde die
reprotonierte Benzoesdure 39 dreimal mit Essigsdureethylester extrahiert und die
gesammelten organischen Phasen mit Kochsalzlésung (Brine) gewaschen. Nach
Trocknung Uber MgSO4 wurde die Lésung uber Kieselgel filtriert und in vacuo eingeengt.
Das Produkt wurde als weiler Feststoff in hoher Reinheit mit 58 — 90 % Ausbeute
erhalten (Lit. quantitativ, Morrison et al. (2009)3%). In Bezug auf diese hochskalierte
Charge wurden 4.60 g (19.70 mmol) isoliert.

1H-NMR (600 MHz, CDCls): & [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); 3C-NMR (151 MHz, CDCIs):
5 [ppm] = 119.74, 128.65, 131.24, 131.63, 131.83, 134.88, 169.60 (COzH). Die Daten
stimmen mit der Literatur (iberein.[30%

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

NH, 39 (1.00 Ag., 5.00 g, 21.20 mmol) wurde in 55 mL konzentrierter H2SO4
Cle__Br (2.5 mL/mmol Benzoesaure 39) geldst und fiir 2 h auf 60 °C erhitzt. Nach
5 : dem Abkuhlen der Reaktionsmischung auf Raumtemperatur wurde
2-Br<:m-6- 1.00 Ag. NaNs schrittweise in kleinen Portionen zugegeben (starke
chloranilin  Gasentwicklung!). Das resultierende Gemisch wurde 42 h lang geruhrt. Die

(40) Lésung wurde anschlieend schrittweise mit einer Pasteurpipette (Glas) in
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eine auf Eis befindliche Lésung von 30 % NHs (in Wasser) uberfihrt. Die basische
Lésung 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 fiihrte (Lit. 92 %, Morrison et al. (2009)3%9)),

1H-NMR (600 MHz, CDCls): & [ppm] = 4.50 (s, 2H, NH2), 6.55 (t, 3J= 8.0 Hz, 1H, 4-H),
7.21(dd, 3J=8.1 Hz, *J= 1.4 Hz 1H, 3-H oder 5-H), 7.33 (dd, 3J=8.1 Hz, *J=1.4 Hz 1H,
3-H oder 5-H); 3C-NMR (151 MHz, CDCl3): & [ppm] = 109.37, 118.92, 119.48, 128.66,
131.16, 141.25. Die Daten stimmen mit der Literatur tGiberein.[399!

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

4 3, Zu einer Lésung von N-(TIPS)-Pyrrol (26a) (1.00 Aq., 2.50 mL, 2.30 g,
SLT\SZ 10.10 mmol) in 20mL Aceton (2,0 miL/mmol Pyrrol) wurde
Ny N-lodsuccinimid (2b) (NIS, 1.10 Ag., 2.50 g, 11,11 mmol) hinzugefugt.
s'_< Der Reaktionskolben wurde mit Aluminiumfolie abgedeckt und die
3lod 1. Lésung bei Raumtemperatur 11 h lang geriihrt. Der Reaktionsfortschritt
(triisopropylsilyl)- wurde mittels GC-MS Uberwacht. Dazu wurde eine Pipettenspitze der
1H-pyrrol Reaktionsmischung durch basisches Aluminiumoxid (ALOX) mit EtOAc
(26b) (HPLC-Qualitat) filtriert. Nach Abschluss der Reaktion wurde das rohe
Gemisch in vacuo konzentriert. Das Rohprodukt (fast schwarz) wurde dann in 20 mL n-
Pentan aufgenommen, Uber 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 Ol zu erhalten.

1H-NMR (600 MHz, CDCl3): & [ppm] = 1.08 (d, 3J = 7.6 Hz, 18H, TIPS-CHs), 1.42 (dq, 3J
= 7.5 Hz, 3J = 15 Hz, 3H, TIPS-CH), 6.36 (dd, 3J = 2.7 Hz, “J = 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); 3C-NMR (151 MHz,
CDCls): & [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¢)

4 5 Cl Zu einer Lésung von 26b (1.00 Aq., 2.50 g, 7.20 mmol) in 15 mL THF

(/—\S (2.0 mL/mmol Pyrrol 26b) wurden 8.68 mL tert-BuLi bei -78 °C (2.05 Aqg.

> N 2 einer 1.7 M Losung in n-Pentan) tropfenweise zugegeben. Dieses
Si'< Gemisch wurde 30 Minuten lang bei dieser Temperatur gerihrt. Die

beige-farbene Lésung wurde gelb und nach Zugabe von

(triisc_;crr:)lor_lli_l ) Hexachlorethan (2.0 Aq.) wieder triib-beige. Das Hexachlorethan wurde
1,2_p§ryro| Y vor der Zugabe in 22 mL THF (3.0 mL/mmol Pyrrol 26b) geldst und dann
(26¢) tropfenweise zugegeben. Die Reaktion wurde weitere 30 Minuten bei -

78 °C gerlhrt, bevor sie auf Raumtemperatur erwarmt wurde. Danach wurde mit
gesattigter NH4Cl-Losung gequencht und das Gemisch in einen Scheidetrichter
Uberfihrt. Die organische Phase wurde gesammelt und die wassrige Phase mit EtOAc
extrahiert. Die organischen Phasen wurden vereinigt und mit geséttigter Kochsalzlésung
gewaschen, mit MgSO4 getrocknet und unter vermindertem Druck konzentriert, um das
Rohprodukt zu erhalten. Das Rohprodukt wurde durch Saulenchromatographie Uber
deaktiviertem Kieselgel (5 % Triethylamin) gereinigt. Als mobile Phase wurde ein
Gemisch von n-Pentan/Dichlormethan (99:1) verwendet. Das Produkt 26¢c wurde als
farbloses Ol 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)3%9])
erhalten. Haufig war mehr als eine Saule erforderlich, um das Hexachlorethan-
Nebenprodukt gréftenteils zu entfernen. In diesem Fall wurde das Produkt dreimal
gereinigt.

1H-NMR (600 MHz, CDCls): & [ppm] = 1.09 (d, 3J = 7.5 Hz, 18H, TIPS-CHs), 1.41 (dq, 3J
=7.6 Hz, 3J = 15.2 Hz, 3H, TIPS-CH), 6.23 (dd, 3J = 2.8 Hz, *J = 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); '3*C-NMR (151 MHz,
CDCls): & [ppm] = 11.72, 17.86, 110.98, 113.99, 120.90, 124.15. Die Daten stimmen mit
der Literatur Giberein.[30%!

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

I 45 Cl Zu einer Lésung von 1.00 Ag. (2.50 g, 9.70 mmol) 26¢ in 20 mL Aceton
5Z/—\S2 (2.0 m/mmol Pyrrol 26¢) wurde N-lodsuccinimid (2b) (1.10 Aq.,
':‘.1 2.40g, 10,67 mmol) zugegeben. Der Reaktionskolben wurde mit
S'_< Aluminiumfolie abgedeckt und die Mischung 13 h lang bei
3-Chlor4-iod-1- Raumtemperatur gertihrt. Der Reaktionsverlauf wurde mittels GC-MS
(triisopropylsilyl)- Uberwacht. Dazu wurde eine Pipettenspitze der Reaktionsmischung
1H-pyrrol durch basisches Aluminiumoxid (ALOX) mit EtOAc (HPLC-Qualitat)
(26d) 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 Ol
oder Feststoff zu erhalten. In dieser Reaktion wurde eine Ausbeute von 78 % (2.90 g,
7.60 mmol) erzielt. Nach einer Weile farbte sich das Produkt griin, behielt aber die
korrekte Masse bei, was mittels GC-MS Uberpruft wurde.

1H-NMR (600 MHz, CDCls): & [ppm] = 1.09 (d, 3J = 7.5 Hz, 18H, TIPS-CHs), 1.4 (dg, 3J
= 7.4 Hz, 3) = 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, CDCls): & [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

iy festen Ausgangsstoffe wie 26d (1.00 Ag., 2.00 g,
084 C 5.20 mmol), Bis(acetonitril)dichlorpalladium(ll)/
SZ/N_\§2 [PACI2(CH3CN)2, 0.03 Ag., 41.5mg, 0.16 mmol], und
s'i—< 2-Dicyclohexylphosphin-2',6'-dimethoxybiphenyl/ SPhos

(0.09 Aq., 192,9 mg, 0.47 mmol) vorgelegt. Lag 26d als
3-Chlor-4-(4'4' 5" 5'-tetramethyl- Ol vor, wurde es in Toluol gel6st und spater mit dem
1',3',2'-dioxaborolan-2'-yl)-1-  restlichen Lésungsmittel zugegeben. Der Schlenkkolben,
(triiSOpr°p3zlzngI))'1H'py"°| der die festen Ausgangsmaterialien enthielt, wurde
evakuiert und wieder mit Argon aufgeflllt (3x) und
anschliefend mit 10 mL trockenem Toluol (2.0 mL/mmol Pyrrol 26d), entgastem
Triethylamin (NEts) (2.50 Ag., 1.80 mL, 13.00 mmol) und schlieRlich Pinacolboran (41)
(HBPin, 1.30 Aq., 1.89 mL, 13.00 mmol) versetzt. Die resultierende Mischung wurde bei
95°C fur ca. 3h erhitzt. Der Reaktionsfortschritt wurde durch DC mit n-
Pentan/Dichlormethan (95:5) Uberwacht. Das Produkt ist als auf dem Kopf stehender
Fleck in U-Form sichtbar (Rf: 0.33), wobei Anisaldehyd als Farbereagenz genutzt wurde.
Das Rohprodukt wurde dann durch einen Trichter filtriert, wobei EtOAc als Elutionsmittel
verwendet wurde. Das Loésemittel wurde invacuo reduziert. Reinigung durch
Saulenchromatographie tber deaktiviertem Kieselgel (5 % NEts) erfolgte zunachst mit n-
Pentan, bevor das Lésungsmittel zu n-Pentan/Essigsaureethylester (98:2) gewechselt
(Rf: 0.18) wurde. Dies lieferte das gewtinschte Pinacolboronat. Um eine Zersetzung zu
vermeiden, wurde die Saulenchromatographie so schnell wie méglich durchgefiihrt. 26e
wurde als grau-weiller Feststoff (kann gelbliche Spuren enthalten) mit 20 — 40 %
Ausbeute (Lit. 80 %, Morrison et al. (2009)3%%1) und 80 — 90 % Reinheit erhalten. In dieser
Reaktion lag die Ausbeute bei 20 % (0.40 g, 1.05 mmol).
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TH-NMR (600 MHz, CDCl3): 5 [ppm] = 1.08 (d, 3J = 7.5 Hz, 18H, TIPS-CHs), 1.33 (s, 12H,
BPin-CH3), 1.42 (dq, 8J = 7.5 Hz, 3J = 15 Hz, 3H, TIPS-CH), 6.70 (d, °J = 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): 5 [ppm]
=11.69, 17.83, 24.99, 83.01, 103.30, 119.42, 122.34, 133.83. Die Daten stimmen mit der
Literatur tiberein.[20%]

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 Ag., 280 mg,
1.10 mmol), 26e (1.20Aq., 507 mg 1,32 mmol),
SPhos Pd G4 (0.05Aq., 44 mg, 0.06 mmol), SPhos
(0.10 Aq., 45mg, 0.11 mmol), und KsPOs (2.00 Aq.,
467 mg, 2.20 mmol). Der Schlenkkolben, der die Feststoffe
2'-Chlor-6'-(4-chlor-1- enthalt, wurde evakuiert und mit Argon (3x) gefullt.
(triisopropylsilyl)-1H-pyrrol-3-  anschlie®end wurden die beiden Losungsmittel [1571 pL
yl) anilin entgastes n-Butanol und 629 uL entgastes, entionisiertes
N-TIPS-(22b) Wasser (Verhdltnis 2.5:1)] mit insgesamt 2.20 mL
(2.0 mt/mmol Anilin 40) getrennt hinzugefiigt. 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 Ldsemittel wurde im
Vakuum entfernt. Die Reinigung erfolgte durch Saulenchromatographie (n-
Pentan/Essigsaureethylester (98:2) tber deaktiviertem Kieselgel (5 % NEts). Dies ergab
das gewilnschte Produkt (Rf: 0.2). N-TIPS-geschitztes Aminopyrrolnitrin mit 40 — 60 %
Ausbeute (Lit. 82 %, Morrison et al. (2009)13%%). In dieser Reaktion wurde eine Ausbeute
von 59 % (249 mg, 0.65 mmol) erreicht.

1H-NMR (600 MHz, CDCls): & [ppm] = 1.11 (d, 3J = 7.6 Hz, 18H, TIPS-CH3), 1.43 (dq, 3J
=7.5Hz, 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, , *J = 1.5 Hz, 1H, 3'-H oder
5-H), 7.21 (dd, 3J = 8.0 Hz, *J = 1.5 Hz, 1H, 3’-H oder 5’-H); "*C-NMR (151 MHz, CDCl3):
o [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 Gberein.[309]
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11.1.1.8 Synthese von Aminopyrrolnitrin (APRN) (22b)

Zu einer Lésung von N-TIPS-22b (1.00 Aq., 190 mg,
0.50 mmol) in 1 mL THF (2.0 mL/mmol Pyrrol N-TIPS-22b)
wurden bei Raumtemperatur 1.00mL einer 1M
Tetrabutylammoniumfluorid-Lésung ~ (TBAF,  2.00 Aq,
1.00 mmol) tropfenweise zugegeben. Der Kolben wurde mit
Aluminiumfolie abgedeckt, um den Einfall von Licht zu
2'-Chlor-6'-(4-chlor-1H-pyrrol- minimieren. Das Gemisch wurde 1 h bei Raumtemperatur
3-yl) anilin geriihrt, bevor mit gesattigter NH4Cl-Losung gequencht
(22b) wurde. Das resultierende zweiphasige Gemisch wurde in
einen Scheidetrichter Uberfiihrt. Die organische und die wassrige Schicht wurden
getrennt und die wassrige Phase mit Essigsaureethylester extrahiert. Die organischen
Phasen wurden vereinigt, mit gesattigter Kochsalzlésung gewaschen, tber MgSOa4
getrocknet und unter vermindertem Druck konzentriert, um das Rohprodukt zu erhalten.
Die Reinigung erfolgte durch Saulenchromatographie unter Verwendung von basischem
Aluminiumoxid (ALOX) als stationdre und n-Pentan/Essigsaureethylester (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)[309]),

TH-NMR (600 MHz, CDClI3): & [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); "TH-NMR (600 MHz, DMSO-ds):
S [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, J = 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); 8C-NMR (151 MHz, CDCI3): & [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
tberein.[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 Ag., 1.20 g,
5.80 mmol), (N-TIPS-1H-Pyrrol-3-yl)boronsaure  (26f)
(1.20 Ag., 1.86g, 6.96 mmol), ([1,1'-Bis(diphenylphos-
phino)ferrocen]  Palladium(ll)-dichlorid/  Pd(dppf)2Clz,
0.05Aq., 212mg, 0.29 mmol), und Kaliumphosphat
2'-Chlor-6"-(1-triisopropylsilyl)- (KsPOs4, 3.00 Aq., 3.69 g, 17.40 mmol). Der
1H-pyrrol-3-yl) anilin Schlenkkolben, der die Feststoffe enthalt, wird evakuiert
N-TIPS-(22¢) und mit Argon aufgefillt (3x). Dann wurde das
Lésungsmittelgemisch, bestehend aus 7.73 mL entgastem n-Butanol und 3.87 mL
entgastem, deionisiertem Wasser (2:1) hinzugefiigt. Das resultierende Gemisch wurde
12 h lang bei 35 °C erhitzt. Das rohe Reaktionsgemisch wurde dann Uber einen Trichter,
gefullt mit basischem ALOX, mit Essigsaureethylester filtriert und im Vakuum
konzentriert. Die Reinigung wurde durch Saulenchromatographie Uber deaktiviertem
Kieselgel (5 % Triethylamin) mit n-Pentan/Essigsaureethylester (98:2) als mobile Phase
durchgefihrt. N-TIPS-22¢ 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)13091),

H-NMR (600 MHz, CDCls): & [ppm] = 1.13 (d, 3 = 7.5 Hz, 18H, TIPS-CHa),
1.48 (dg, 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 tGberein. [30]

11.1.1.10 Synthese von Monodechloraminopyrrolnitrin (MDA) (22c)

Zu einer Lésung von N-TIPS-22¢ (1.00 Aq., 0.95 g, 2.75 mmol)
in 550mL  THF wurden 550mL  einer 1™
Tetrabutylammoniumfluorid (TBAF) (2.00 Ag., 5.50 mmol)
tropfenweise bei Raumtemperatur zugegeben. Der Kolben
wurde mit Aluminiumfolie abgedeckt, um die Lichteinwirkung zu
minimieren. Die Lésung wurde 1 h lang bei Raumtemperatur
2'-Chlor-6'-(1H-pyrrol-3-yl) gerlhrt. Das Reaktionsgemisch wurde mit gesattigter NH4Cl-

anilin Lésung gequencht und die resultierende zweiphasige

(22¢) Mischung wurde in einen Scheidetrichter (iberfiihrt. Die
organischen und wassrigen Phasen wurden getrennt, und die wassrige Phase mit
Essigsaureethylester extrahiert. Die organischen Phasen wurden vereinigt, mit
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gesattigter Kochsalzldsung gewaschen, tiber MgSO4 getrocknet und unter vermindertem
Druck konzentriert, um das Rohprodukt zu erhalten. Die Reinigung erfolgte durch
Saulenchromatographie unter Verwendung von basischem Aluminiumoxid (ALOX) als
stationare und n-Pentan/Essigsaureethylester (90:10 bis 80:20) als mobile Phase. Das
Produkt 22¢c wurde mit 65 — 80 % Ausbeute und in dieser Reaktion mit 76 % Ausbeute
(0.40 g, 2.10 mmol) erhalten (Lit. 80%).

TH-NMR (600 MHz, CDCls): & [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, CDCIs3): & [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 tberein.[3%9

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-lod-2-nitrobenzol (42) (1.00 Aq.,
500 mg, 2.00 mmol), 26f (1.20 Aq., 640 mg, 2.40 mmol), [1,1'-
Bis(diphenyl-phosphino)ferrocen]-PdClz/ Pd(dppf)2Cl2
(0.05Aqg., 73 mg, 0.10 mmol) und Kaliumphosphat (KsPOs,
3.0Aq., 1.27 g, 6.00 mmol). Der Schlenkkolben, der die
3-(2'-Nitrophenyl)-1- Feststoffe enthalt, wurde evakuiert und mit Argon (3x)
(tr“SOp;\‘/’_?rlﬂbsg'()z';i’;"ijy"o' aufgefiillt. AnschlieRend wurde das Lésungsmittelgemisch
(Verhaltnis 2:1), bestehend aus 2.67 mL entgastem n-Butanol
und 1.33 mL entgastem, entionisiertem Wasser, hinzugefugt. Die resultierende Mischung
wurde bei 35 °C fir 12 h erhitzt. Das rohe Reaktionsgemisch wurde dann Uber einem
Trichter mit basischem ALOX und EtOAc filtriert und im Vakuum konzentriert. Reinigung
durch Saulenchromatographie Uber deaktiviertem Kieselgel (5 % Triethylamin) erfolgte
mit n-Pentan/Essigsaureethylester (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.

H-NMR (600 MHz, CDCl3): & [ppm] = 1.12 (d, 3J = 7.6 Hz, 18H, TIPS-CHs), 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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11.1.141 Synthese von 3-(ortho-Nitrophenyl)-1H-pyrrol (3-oNPP) (22i)

Zu einer Lésung von N-TIPS-22i (1.0 Aq., 0.25 g, 0.74 mmol) in 2 mL
THF (2.0 mt/mmol Pyrrol N-TIPS-22i) bei Raumtemperatur wurden
2.00 Aq. TBAF (1.48 mL einer 1 M L&sung in THF) tropfenweise
zugegeben. Der Kolben wurde mit Aluminiumfolie abgedeckt, um die
Lichtexposition zu minimieren. Das Gemisch wurde 1 h lang bei
Raumtemperatur geriihrt. Anschliefend wurde mit gesattigter NH4CI-
3-(2"-Nitrophenyl)- Lésung gequencht und das resultierende zweiphasige Gemisch in
1H-pyrrol einen Scheidetrichter Uberflhrt. Die organische und die wassrige
(22i) Phase wurden getrennt und die wassrige Phase mit
Essigsaureethylester extrahiert. Die organischen Phasen wurden vereinigt, mit
gesattigter Kochsalzldsung gewaschen, tber MgSO4 getrocknet und unter vermindertem
Druck konzentriert, um das Rohprodukt zu erhalten. Die Reinigung erfolgte durch
Saulenchromatographie Uber deaktiviertem Kieselgel (5 % Triethylamin) und
n-Pentan/Essigsaureethylester (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, CDCls): 5 [ppm] = 6.33 (td, J = 2.8 Hz, 2.7 Hz, 1.6 Hz, 1H, 4-H), 6.84
(@, 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); ¥C-NMR (151 MHz, CDCls): & [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 Aq.), 3-Furylboronsaure (43)
(1.0Aq., 0.22g,  2.00 mmol), SPhos Pd G4 (0.1 Aq.),
Dicyclohexyl(2',6'-dimethoxy[1,1'-biphenyl]-2-yl)phosphan  (SPhos,
0.20 Aq.) und Kaliumcarbonat (K2COs, 3.0 Ag.). Der Schlenkkolben
2'-Chlor-6'-(furan- mit den Feststoffen wurde evakuiert und mit Argon wieder aufgefullt
3'y('ﬁ;”i” (3x). Dann wurde 96 % entgastes Ethanol (50.0 mL/mmol Furan 43)
hinzugeflgt. Die resultierende Mischung wurde bei 85 °C fur 16 h
erhitzt. Das Rohprodukt wurde mit Dichlormethan durch Kieselgel filtriert, im Vakuum
konzentriert und durch Saulenchromatographie 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)B70
erhalten.
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TH-NMR (600 MHz, CDCls): & [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):  [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 Gberein.[370

11.1.2 Synthese von Arylpyrrolen via van Leusen Reaktion

Fir die Synthesen von weiteren Derivaten des Substrates der Halogenase PrnC erfolgten
Experimente in Anlehnung an die Publikation von Smith et al.B7'l. Diese Strategie
beinhaltet einen Aufbau des Pyrrolrings mittels Tosylmethylisocyanid (TosMIC) und der
Doppelbindung des Styrols.

( \
XX van Leusen Reaktion XX R'=H,Cl
! P + I | _ X =H,N
R’ S R N
| N [
N* N
1 H
o
4 46 22 )

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 Aq., 384 mg, 4.00 mmol) in
6 mL trockenem DMSO (3.0 mt/mmol Styrol 45) wurde bei
Raumtemperatur eine Lésung aus Styrol 45 (1.00 Ag., 230 pL,
210 mg, 2.00 mmol) und Tosylmethylisocyanid (TOSMIC) (46)
(1.30 Ag., 508 mg, 2.60 mmol) in 6 mL DMSO (3.0 mL/mmol Styrol
3-Phenyl-1H-pyrrol 45) gegeben. Die beigefarbene Losung wurde 18 h lang bei 50 °C
(22j) gerthrt. AnschlieBend wurde die Losung auf Raumtemperatur
abgekuhlt und mit Essigsaureethylester und gesattigter
Kochsalzlosung verdinnt. Das resultierende zweiphasige Gemisch wurde in einen
Scheidetrichter Uberfiihrt. Die wassrige Phase wurde dreimal mit EtOAc extrahiert, tGber
MgSO4 getrocknet, filtriert und im Vakuum konzentriert. Das Rohprodukt wurde durch
Saulenchromatographie 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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TH-NMR (600 MHz, CDCl3): & [ppm] = 6.56 (td, J = 2.7 Hz, 2.7 Hz, 1.5 Hz, 1H, 4-H), 6.84
(q, J=2.5Hz, 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 (it, 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); "*C-NMR (151 MHz, CDCI3): & [ppm] = 106.77, 114.67,
119.01, 125.42, 125.65, 127.22, 128.74, 138.47. Die Daten stimmen mit der Literatur
Uberein.B371

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

Zu einer Suspension von NaOtBu (2.00 Aq., 672 mg, 7.00 mmol) in
10 mL trockenem DMSO (3.0 mL/mmol Styrol 45a) wurden als Losung
3-Chlorstyrol (45a) (1.00 Aq., 445 uL, 490 mg, 3.50 mmol) und
TosMIC (46) (1.30 Aq., 889 mg, 4.55 mmol) in DMSO (3.0 mL/mmol
Styrol 45a) bei Raumtemperatur hinzugegeben. Die beigefarbene
Lésung wurde 6 h lang bei 50 °C gerihrt. AnschlieRend wurde die
3-(3-Chlorphenyl)- ) 5o 1ng auf Raumtemperatur abgekiihlt und mit Essigsaureethylester
1H-pyrrol 9 p g g y
(22k) und gesattigte Kochsalzlésung verdinnt. Das resultierende
zweiphasige Gemisch wurde in einen Scheidetrichter Uberfihrt. Die
wassrige Phase wurde dreimal mit EtOAc extrahiert, Gber MgSO4 getrocknet, filtriert und
im Vakuum konzentriert. Das Rohprodukt wurde durch Saulenchromatographie 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).571

1H-NMR (600 MHz, CDCls): & [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):'3C-
NMR (151 MHz, CDCls): & [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 Uberein.[37"]
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11.1.2.3 Synthese von 3-(para-Pyridinyl)-1H-pyrrol (3-pPyP) (22I)

4'-(1H-Pyrrol-3-

yl)pyridin
(221)

Zu einer Suspension von NaOtBu (2.00 Aqg., 547 mg, 5.70 mmol) in 9 mL
trockenem DMSO (3.0 mL/mmol Styrol 45b) wurde bei Raumtemperatur
eine Lésung von 4-Vinylpyridin 45b (1.00 Ag., 310 yL, 300 mg,
2.85mmol) und 46 (1.30Aq., 724 mg, 3.71mmol) in DMSO
(3.0 mL/mmol Styrol 45b) zugegeben. Die beigefarbene Lésung wurde
2 hlang bei Raumtemperatur gertihrt. Anschlieend wurde die Losung mit
Essigsaureethylester und gesattigter Kochsalzlésung verdinnt. Das
resultierende zweiphasige Gemisch wurde in einen Scheidetrichter

Uberfuhrt. Die wassrige Phase wurde dreimal mit EtOAc extrahiert, Uber MgSOa4
getrocknet, filtriert und im Vakuum konzentriert. Das Rohprodukt wurde durch
Saulenchromatographie auf Kieselgel unter Verwendung von n-Pentan/Dichlormethan
(80:20) gereinigt, um Verunreinigungen zu entfernen. Dann wurde das Ldsungsmittel
durch Methanol ersetzt. Schliefllich musste das Produkt in kaltem Methanol mehrere
Male umkristallisiert werden, um die griin gefarbte Verunreinigung abzutrennen. Das
Produkt 221 wurde als weilRer Feststoff mit 55 % Ausbeute (0.23 g, 1.57 mmol) erhalten
(Lit. 67 %, Smith et al. (2002)).571

1H-NMR (600 MHz, DMSO-ds): & [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);
3C-NMR (151 MHz, DMSO-de): & [ppm] = 106.57, 117.32, 118.93, 119.70, 120.56,
143.26, 149.55. Die Daten stimmen mit der Literatur Gberein.371
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11.1.3 Chemische Halogenierung

cl Ll
| O N O
Ho—CI oﬂfo ~o P Ao
H H
Hypochlorséure N-Chlorsuccinimid Palau'Chlor®
(1a) (2a) 2-Chlor-1,3-bis(methoxycarbonyl)guanidin
(47)

Schema 4: Chemische Chlorierungs-Reagenzien. Neben hypochloriger Sdure und n-Chlorsuccinimid ist auch das
Guanidin-Derivat Palau‘Chlor® 320l zu sehen.

11.1.3.1 Biomimetischer Ansatz zur chemischen Chlorierung von MDA

Fiar den Vergleich von biokatalytischer Chlorierung und chemischer Halogenierung
wurden beide — MDA (22c) und geschitztes N-TIPS-22c¢ — verwendet. Zunachst wurden
biomimetische Reaktionen durchgefuhrt, bei denen 50 yL DMSO-Stocks an 22¢ (1.2 mm)
in 950 uL deionisiertem Wasser geldst wurden. Zu der entstandenen Lésung von 60 um
MDA (1.00 Aq., 11.56 pg, 60nmol) mit 5% (v/v) DMSO, wurden in zwei
ReaktionsgefaRen anschlieRend jeweils 1.00 Aq. (8.01 pug, 60 nmol) NCS (2a) bzw.
1.00 Ag. (12.58 pg, 60 nmol) Palau‘Chlor® (47) hinzugefligt. In einem dritten Ansatz
erfolgte die Zugabe von 15 % Hypochlorsaure (1a). Wegen der hohen Konzentration
wurde die 15 %-LOsung von Hypochlorsaure (150 g/L) um den Faktor 1000 verdinnt
(150 mg/L), bevor sie in der Reaktion eingesetzt wurde. Nach der Vorlage von 50 uL
DMSO-Stock an 22¢ (1.00 Aq., 11.56 ug, 60 nmol), erfolgte dann die Zugabe von 971 pL
Wasser, bevor 29 uL der verdiinnten hypochlorigen Saure (1.00 Aq., 150 mg/L, 4.35 ug,
60 nmol) als Halogenierungsreagenz hinzugefligt wurden. Fir alle drei Reaktionen
betrug das Endvolumen 1 mL. Die Reaktion wurde 24 h lang bei Raumtemperatur gertihrt.
Die Proben wurden mit Essigsdureethylester extrahiert und Gber einer mit Watte und
MgSOas geflllten Pasteurpipette getrocknet. Die Reaktion wurde mittels GC-MS
analysiert. Bei diesem Experiment wurde nur 1 % Chlorierung fiir 2a und keine fur die
anderen Halogenierungsreagenzien nachgewiesen.
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11.1.3.2 Chlorierung von MDA bei verschiedenen Temperaturen

Im folgenden Versuch wurden in zwei ReaktionsgefaRen jeweils 1.00 Ag. (10 mg,
51.90 ymol) von MDA 22¢ in 1 mL Chloroform (20.0 mL/mmol 22c¢) geldst. Fir Reaktion
1 wurden 2.20 Aq. (15.24 mg, 114.18 umol) NCS (2a) und fiir Reaktion 2 wurden 2.20 Aq.
(23.94 mg, 114.18 ymol) Palau‘Chlor® (47) hinzugefligt. Die Reaktionen 1 und 2 wurden
bei 50 °C fir eine Stunde gerlhrt. Die Proben wurden mit Essigsaureethylester extrahiert
und uber einer mit Watte und MgSOs4 geflllten 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 Selektivitat zu
erhalten, wurde anschlieRend die Temperatur auf Raumtemperatur reduziert und die
Reaktion sowohl mit 1.00 Aq. (18.11 mg, 51.90 pmol) N-TIPS-22c, als auch 1.00 Aq.
(10 mg, 51.90 pymol) MDA (22c) und 2.20 Aq. (23.94 mg, 114.18 pymol) Palau‘Chlor® (47)
wiederholt. Fir die Chlorierung von 1.00 Aq. (18.11 mg, 51.90 umol) N-TIPS-22¢c wurde
zum Vergleich erneut auch NCS (2a) (2.20 Aq. 15.25 mg, 114.18 pymol) in einer Reaktion
bei Rauumtemperatur verwendet. Der letzte Ansatz war die Chlorierung von 1.00 Aqg.
(18.11 mg, 51.90 umol) N-TIPS-22¢c mit NCS (2a) (2.20 Aqg. 15.25 mg, 114.18 pmol) bei
0 °C fir 12 h und anschlieBender Erwarmung auf Raumtemperatur. Die Reaktionen
wurden mit Essigsaureethylester extrahiert und tUber einer mit Watte und MgSOa4 gefiillten
Pasteurpipette getrocknet, um mittels GC-MS analysiert zu werden. Die Ansatze mit
geschitztem MDA wurden nach der Extraktion und vor der GC-MS-Analyse analog dem
Kapitel 11.1.1.10 mit 2.00 Aq. TBAF (1 M in THF) in THF versetzt und fir 1 h bei RT zur
Entschitzung gerihrt.

11.1.4 Synthese von Nicotinamid-Derivaten

Na,S,0,
o Br o NaHCO, HH O
MeCN H,0 3
z NH, + —_— z | NHy —m8M i NH,
<) Reflux (15h) o) RT (3h) !
N N N
o ey
(21¢) (24) (21d) Dihydro-(21d)

Abbildung 115: Zwei-Schritt-Synthese von N-Benzyl-1,4-dihydronikotinamid (BNAH) aus Nikotinamid und
Benzylbromid Gber die Zwischenstufe des N-Benzylnikotinamids (BNA) fiir die FADH2-Regeneration 8. 372]
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11.1.4.1 Synthese von N-Benzylnicotinamid (BNA) (21d)

1-Benzyl-3-
carbamoyl-
pyridiniumbromid
(21d)

In einem Ofen-getrockneten Zweihalskolben mit Acetonitril (MeCN,
260 mL) wurden die festen Ausgangsstoffe Nicotinamid (21c)
(1.00 Ag., 10.0g, 81.9 mmol) und Benzylbromid (24) (1.00 Aq.,
9.7 mL, 81.9 mmol) vereinigt. Diese Suspension wurde fir 15 h unter
Ruckfluss bei 90 °C erhitzt. Nach Ablauf der Reaktionszeit wurde die
Reaktionslésung auf Raumtemperatur gekihlt und 100 mL
Diethylether zur Prazipitierung hinzugefiigt. AnschlieRend erfolgte
die Filtrierung. Der klebrige, schaumartige Feststoff wurde
anschliefiend dreimal mit 20 mL weiterem Diethylether gewaschen.
Nach Evaporieren des Lésemittels wurde das farblose Pulver des

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

H-NMR (600 MHz, DMSO-ds): 5 [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)

HH O
X 2
NH,

1-Benzyl-1,4-
dihydronikotinamid
H,-(21d)

In einem Ofen-getrockneten  Schlenkkolben wurden das
N-Benzylnicotinamid  (21d) (1.00 Aq., 2.93g, 10.0 mmol) und
Natriumhydrogencarbonat NaHCOs (5.00 Ag., 4.20 g, 50.0 mmol)
vorgelegt und der Kolben sekuriert. Uber eine Spritze wurden 60 mL
entgastes Wasser hinzugefiigt. Nachdem das Ausgangmaterial geldst
war (klare Losung), wurde der Kolben mit Alufolie umwickelt. Unter N2-
Atmosphéare wurden dann 5.00 Ag. Natriumdithionit Na2S204 (8.71 g,
50.0 mmol) vorsichtig unter Gasentwicklung hinzugefligt. Die nun
gelbe Losung wurde flir 3 h bei Raumtemperatur im Dunklen gerihrt.

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

1H-NMR (600 MHz, CDCls): & [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, 6H, 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 ApigDI280. 355, 373] (basierend auf dem Stamm P. putida KT2440
pig-r1)B73 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).1284 Hierfiir wurden
10 mL UNK in LB-Medium angesetzt. Die jeweiligen Antibiotika wurden mit 20 pg/mL
(Gentamycin) bzw. 50 pg/mL (Kanamycin) zugesetzt. Die Hauptkulturen werden in 20 mL
LB-Medium angezogen und bei 30 °C und 120 rpm bis zu einer ODsoo = 0.5 wachsen
gelassen. Die Induktion erfolgte dann mit 1 — 2 mm Salicylat bzw. 2 % L-Arabinosel34
(133 mm, 20 mg/mL) (Abbildung 79 und Abbildung 82).32% Die Temperatur wurde auf
Grund der Proteinstabilitat auf 18 °C gesenkt und nach 24 h wurden die Zellen geerntet,
die Uberstande mit einem Volumen EE extrahiert, konzentriert und in Methanol
aufgenommen. Der Zellaufschluss erfolgte mittels CelLytic™ P Cell Lysis Reagent der
Firma Sigma Aldrich [C2360].

11.3 Untersuchung des Substratspektrums von PrnC

Die Reaktionen wurden fiir 60 min bei 35 °C und 700 rpm in 0.5 mL durchgefihrt. 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 um (0,93 mg/mL) zugegeben. Die Flavin-
Reduktase PrnF wurde bis zu einer volumetrischen Aktivitat von 2 u/mL (1.2 yM) und das
Cofaktor-Recycling-System GDH bis zu einer Aktivitat von 2 u/mL zugesetzt. Cosubstrate
waren NADH (1 mMm) und FAD (30 um). Die Substrate wurden als DMSO-Stammlésung
(20x) zugegeben, was eine Endkonzentration von 60 yM der Verbindung und 5 % (v/v)
DMSO ergab. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 0.25 mL Essigsaureethylester mit
internem Standard (50 um m Chlortoluol) gestoppt. Das Gemisch aus Reaktionsldsung
und organischer Phase wurde gemischt (Vortexer) und anschlielend zur
Phasentrennung zentrifugiert. Anschlieend wurde die organische Phase Uber MgSO4
getrocknet und erneut zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein GC-Vial liberfiihrt. Die
Umsetzung wurde durch GC-MS-Analyse bestimmt (Abbildung 70) und
Produktpeakflache fir jede Probe auf die Flache des internen Standards normiert. Als
kleine Bibliothek wurden die Arylpyrrole 22i-l, das Furan (44) und Pyrrol-2-Carbaldehyd
(269) als einfaches Pyrrol getestet. Das natirliche Substrat 22¢ wurde als Vergleich und
Positivkontrolle verwendet.
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11.4 Michaelis-Menten-Kinetik

Zur Quantifizierung des Umsatzes und zur Bestimmung der Aktivitdt musste eine
Kalibrierung des biokatalytischen Produkts APRN (22b) vorgenommen werden. Dazu
wurden 50 yL APRN-Stocks in DMSO mit Konzentrationen von 20 um, 40 uM, 60 pm,
80 um, 120 uMm, 160 pm und 200 um mit 950 pL Reaktionspuffer ohne PrnC gemischt. Die
anschliefende Extraktion erfolgte analog zu dem bei der Bestimmung des
Substratspektrums, allerdings mit 100 um m-Chlortoluol im Lésemittel.

Zur Bestimmung der kinetischen Parameter wurde eine Reaktionsmischung mit 25 mm
KPi (pH = 7.2), 30 mm NaCl, 20 mmM Glucose, 1 % Glycerin (aus dem Lagerungspuffer),
30 um FAD, 2 u/mL PrnF, 2 u/mL GDH und 0.3 mg/mL PrnC (~4.5 yM) zu in DMSO
geléstem MDA (20 um — 2000 uM) gegeben. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 1 mm
NADH auf ein Endvolumen von 1 mL in einem 2 mL Reaktionsgefal gestartet und mit
700 U/min  bei 30 °C geschuttelt (Eppendorf Thermomixer compact, beheizter
Schittelblock fur 1,5 — 2 mL, Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland). Die 30 °C waren
ein Kompromiss zwischen der Stabilitdt 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 Essigsaureethylester mit IS (100 um m-Chlortoluol) gestoppt. Die organische
Phase wurde nach dem Mischen (Vortexer) und Zentrifugieren zur Phasentrennung
extrahiert. AnschlieBend wurde die organische Phase liber MgSO4 getrocknet und erneut
zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein GC-Vial Uberfiihrt und analysiert (Abbildung 67).
Die Rohdaten finden sich im Anhang unter dem Kapitel 14.4.

11.5 Design of Experiment

Fir eine systematische Analyse der Reaktionsbedingungen fir PrnC erfolgte ein Design
of Experiment Verfahren mithilfe der Software Design Expert (StatEase, Inc.). Hierflr
wurde das sogenannte ,Factorial Design® als Grundlage gewahlt und die Reaktionen in
Duplikaten durchgefiihrt. Als Negativ-Kontrolle dienten Proben ohne Enzym PrnC.

Fir die Untersuchung wurden fiir jeden Parameter zwei Grenzwerte getestet. Diese
waren fur die Reaktionstemperatur 20 °C und 40 °C, Die Reduktaseaktivitat SsuE 7 u/L
bzw. 34 uU/L, pH = 7 oder 8, FAD-Konzentration 10 um und 500 um, NADPH mit 50 um
oder 1000 pm und eine Konzentration von NaCl 10 mm bzw. 100 mMm. Die Reaktion wurde
durch Zugabe von NADPH gestartet. Die Reaktion erfolgte in 1 mL Reaktionslésung in
50 mm KPi,1 % Glycerin, 500 um Substrat, 20 mm Glucose, 10 u/mL GDH und PrnC
(4.5 pMmbzw. 0.3 mg/mL). Bei entsprechender Temperatur wurde die Reaktion fiir 2 h und
700 rpm durchgefiihrt. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 1 mL Essigsaureethylester
(EE mit internem Standard 500 pm meta-Chlortoluol) gestoppt. Die obere organische
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Phase wurde nach Schiitteln und Zentrifugation abgenommen, ber 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 Aminosauresequenzen

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

1. pET28a(+):

TCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGaaggagATATACCCATGGGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACAGCAG
CGGCCTGGTGCCGCGCGGCAGCCATATGGCTAGCATGACTGGTGGACAGCAAATGGGTCGCGGATCCGAATTC

2. pGEB:

TCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGaaggagATATACCCGTCGCGGATCCGAATTC

Xbal SCHNITTSTELLE, Ribosombindestelle (RBS), (former) Ncol SCHNITTSTELLE,

underlined area was deleted, EcoRlI SCHNITTSTELLE

E.;anHI ‘EamHl

Sac
EcoS3kl

Hindlll
Notl

BssHIl
EcoRV.
Hpal

PGEB(+)
5278 bps

000

PshAl

Tatl
Bst11071
Tth1111
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Weitere kommerziell erhaltliche Vektoren die in dieser Arbeit genutzt wurden. Entweder
als Lagerungsplasmid, Selektion oder durch Genbestellungen.

3. puC19:

Sequenz der MCS:

TTTACACTTTATGCTTCCGGCTCGTATGTTGTGTGGAATTGTGAGCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGCTatyg
ACCATGATTACGCCAAGCTTGCATGCCTGCAGGTCGACTCTAGAGGATCCCCGGGTACCGAGCTCGAATTCACTGGC
CGTCGTTTTACAACGTCGTGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCG
CCAGCTGGCGTAATAGCGAAGAGGCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGCGC
CTGATGCGGTATTTTCTCCTTACGCATCTGTGCGGTATTTCACACCGCATATGGTGCACTCTCAGTACAATCTGCTC
TGATGCCGCATAG

Lac Promotor, LAC Operator, Start-Codon des LacZ Fragments, Hindlll, Stop-Codon
des LacZ Fragments

CAP binding site

-~ Lac Promator
L
puc1 9 Lac Operator, Ybal

2686 bps Smal
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4. pUC57-Brick(+):
Sequenz der MCS:

TGCGGATCCGATATCTAGATGCATTCGCGAGGTACCGAGCTCAAGCTTGAGTATTCTATAGTCTCACCTAAATAGCT
TGGCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCCTGTGTGAAAATGCGGTATTTTCTCCTTACGCATCTGTGCGGTATTTCAC
ACCGCATATGGTG

BamHI Schnittstelle, Ndel Schnittstelle

lac promoter e M13 rev

\ |

wiy
&

>

pUC57-Brick(+)
5327 bp

& BamHI
Eco RV

Xbal

Bsm|1

Nsil

Nrul
Ecob3k |
Banll- Sacl
Ndel
BstAPI
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Fur die Arbeit mit mehreren Organismen wurden folgende Shuttle-Vektoren genutzt:

5. pCombiCom1 (pCC1):

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

Sequenz der MCS:

AATTGTGAGCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGAATTCATATGTGARAGCTTGAGCTCGCTAGCGGTACCCGGG
GATCCCTGCAGCCATGGAGATCTACTAGTAGTACTGCATGCTCTAGACtcgagTCElCONICONOAACAGRAA

EENCACONGINEIN ]
LacO de Boer, RBS de Boer, EcoRI Schnittstelle, Ndel Schnittstelle, Start- und Stopp-

Codon, Xhol Schnittstelle, Sifépiag, Sall Schnittstellc, BESNIDONSHRNGIH

EcoRl
Ndsl
Hindill
Nhel

Sall Smal
|

Aarl
Ncol
hemology clening seq Bgeﬁl

‘5‘%%‘%
pComI:|Com1 _
%0 4184 bps

Pasl

homology clonling seq
homology cloning 3eq
Aarl

224



Anhang

6. pBTBX-2:

Sequenz der MCS:

ACTTTAAGAAGGAGATATACCCATGGTAAAATGGTCAGTATTGAGCGATATCTAGAGAATTCGTCAACGAATTCAAG
CTTGATATCATTCAGGACGAGCCTCAGACTCCAGCGTAACTGGACTGAAAACAAACTAAAGCGCCCTTGTGGCGCTT
TAGTTTT

Ribosomenbindestelle (RBS) , Ncol Schnittstelle, Start- und Stop-Codon, Xbal,

SoxR Terminator

Al Bmil
Acdlll
|
BP0 ¥ RBS
Nepl araC
BBHICY, \ ! o
BeaBl 3500 .,
Dral 500
-~ PBTBX-2
1000 -_—
3831 bps
2500
i 1600
Asel 200 N
Kan® ! Pvull
Fspl
BsmaAl RBERT Rep i
[
[ =
EcoNI Ecod7lll
Pasl Ball
Clal BseR|
Benll
Xhol
PspX| Pshal
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Pseudomonas protegens Pf-5 monodechloraminopyrrolnitrin (MDA) halogenase PrnC
GenBank: AAY92872.1
Extinktionskoeffizient (280 nm) Expasy (oxidized): 85885 M cm-"!

Molekulargewicht: 66.2 kDa

7. pET28a(+)-prnC-Hisg:

Aminosauresequenz:

MTQKSPANGHDSNHFDVIILGSGMSGTQMGAILAKQQFRVLITEQSSHPRFTIGESSIPETSLMNRIIADRYDIPEL
GHITSFYSTQRYVSSSTGIKRNFGFVFHKPGQEHDPKEFTQCVIPELPWGPESHYYRQDVDAYLLQAATKYGCTVRQ
KTSVTEYHADKDGVAVTTAEGERFTGRYMIDCGGPGAPLATKFGLREEPCRFKTHSRSLYTHMLGVKPFDDIFKVKG
QRWRWHEGTLHHMFTGGWLWVIPFNNHPRSTNNLVSVGLQLDPRVYPKTDIPAQQEFDEFLARFPSIGAQFRDAVPV
RDWVKTDRLQFSSNACVGDRYCLMLHANGFIDPLFSRGLENTAVTIHALAARLIKALRDDDFSPERFEYIERLQOKL
LDHNDDEFVSCCYTAFSDFRLWDAFHRLWAVGTILGQFRLVQAHARFRASRDEGDLDHLDNDPPYLGYLCADMEQYYQ
LENDAKAEVEAVSAGHKSAEEAALRIHALIDERDFAKPMFGFGYCITGDKPQLNNSKYSLIPAMKLMYWTQTRAPAE
VKKYFDYNPMFALLKAYITTRIGLALKKHVHHHHHHHHH

Gensequenz:

aaggagATATACatgactcagaagagccccgcgaacgaacacgatagcaaccacttcgacgtaatcatcecteggtte

gggcatgtccggtacccagatgggggccatcctggccaaacaacagtttecgegtgctgatcatcgagcagtegtecge

acccgeggttcacgatcggegaategtecgatccccgaaacgtctetecatgaaccgecatcategetgategetacgac

attccggagctcggccacatcacctcecgttctactecgacgcagecgttacgtttecgtcgagcacgggcatcaagecgcaa

cttcggcttcecgtgttccacaaacctggccaggagcacgacccgaaggagttcacccagtgcgtcattcccgagetge

cgtgggggccggagagecattattaccggcaggacgtcgacgcctatetgttgcaageggccatcaaatatggetyge

acggtccgccagaagacgagcgtgaccgaatatcacgcggacaaggacggcgtcgcggtgaccaccgceccgagggega

gcggttcaccggccggtacatgatcgactgcggaggacccggecgecgecgectggecgaccaagttcgggecteccgecgaag

agccgtgtcegettcaagacgcactegegecagectectacacgcacatgetecggggtcaageegttegacgacatctte

aaggtcaaggggcagcgctggcgctggcacgaaggaaccctgcaccacatgttcaccggcggctggcectctgggtgat

tccgttcaacaaccacccgcgctcgaccaataacctggtgagecgtcggectgcagectecgacccgegtgtctacccga

aaaccgacattcccgcgcagcaggaattcgacgagttcctecgegeggttcecccgagecatcggegetcagtteccgggac

gccgtgccagtgegecgactgggtcaagaccgaccgectgecagttctegtcgaacgectgegteggegaccgetactyg

cctgatgctgcacgcgaacgggttcatcgacccgctcttctececcgggggctcgagaacaccgcggtgaccatccacg

cgctcgcggcgcgcectcatcaaggcecgctacgcgacgacgacttctcccececgagegcettecgagtacatcgagegectg

cagcaaaagcttttggaccacaacgacgacttcgtcagectgectgctacacggegttcteggacttcecgectatggga

cgcgttccaccggctgtgggcggtcggcactatcctcgggcagttccggectggtgcaagecccacgecgaggtttcgeg

cgtcgcgcgacgagggcgacctcgatcacctcgacaacgacccgcecgtacctcecgggtacctgtgecgecggacatggag

cagtactaccagttgttcaacgacgccaaagccgaggtcgaggctgtgagegeecgggecacaagtcggecgaggagge

cgcgttgcggattcacgccctcatcgacgaacgagacttcgccaageccgatgttcggecttcgggtactgcatcaccg

gggacaagccgcagctcaacaactcgaagtacagcecctgataccggcgatgaagctgatgtactggacgcaaacccgce

gcgccggcagaggtgaagaagtacttcgactacaaccecgatgttcgegetgctcaaggegtacatcaccacccgeat
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cggcctggcgctgaagaagcacgt tgaGATCCGGCTGCTAACAAAGCCC
GAAAGGAAGCTGAGTTGGCTGCTGCCACCGCTGAGCAATAACTAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTG

AGGGGTTTTTTG
Start- und Stop-Codon, HISEFAG, Ribosombindestelle (RBS) ,T7 TERMINATOR)

Hindlil

prC-Hisg

lacl

N Vv
€000 1000

pET28a(+)-prnC-His9
~*  §942bps  @w_

BstZ171
AsiS!

Clal
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Pseudomonas protegens Pf-5 flavin reductase PrnF
GenBank: AAY92875.1
Extinktionskoeffizient (280 nm) Expasy (oxidized): 13075 M cm-"!

Molekulargewicht: 21.0 kDa

8. pET28a(+)-prnF:

Aminosauresequenz:

MIAATETKVHDLLDAEGRDVRDARELRNVLGQFATGVTVITTRTADGRNVGVTANSFSSLSLSPALVLWSLARTAPS
LKAFCSASHFAINVLGAHQHHLSEQFARAAADKFAGVAHSYGKAGAPVLDDVVAVLVCRNVTQYEGGDHLIFIGEIE
QYRYSGAEPLVFHAGQYRGLGSNRAESVLKHE

Gensequenz mit His-tag:

CTCTAGAATAATTTTGTTTAACTTTAAGaaggagATATACCCatgattgctgccaccgaaaccaaagttcacgattt
gctcgatgccgagggccgcgatgtcecgecgatgeccecgtgaactgecgcaacgtgectggggcagtttgectaccggtgtga
ccgtgatcaccacccgcaccgcagacggccgcaacgtcggtgtgacggeccaactcecgttctectecactgtcecgectgtca
ccggcgctggtgctctggagecctggcacgcacggcaccgagectgaaggecttttgetcggegagecacttegeecat
caacgtactgggcgcgcaccagcaccacctgtcggagcagttcgcacgggcagcageccgacaagttcgecggtgtag
ctcattcctatggcaaggcgggagccccggtgctggacgatgtggtggcagtgctggtgtgeccgcaacgtcacccag
tacgagggcggtgaccacctgatcttcattggcgagatcgaacaataccgctacagcggcgcagaaccgctggtctt
ccatgcaggccagtaccgggggctagggagcaatagagcagaaagcgtcctcaagcacgaataaGAGCTCTGACTCG
AG

Xbal Schnittstelle, Vorherige Ncol Schnittstelle,

Start- und Stop-Codon, Xhol Schnittstelle,

Ribosombindestelle (RBS)

pET28a(+)_pmF
5802 bps

Tth11l

228

AsiS|



Anhang

9. pET28a(+)-prnF-Hiss:

Aminosauresequenz mit His-tag:

MIAATETKVHDLLDAEGRDVRDARELRNVLGQFATGVTVITTRTADGRNVGVTANSFSSLSLSPALVLWSLARTAPS
LKAFCSASHFAINVLGAHQHHLSEQFARAAADKFAGVAHSYGKAGAPVLDDVVAVLVCRNVTQYEGGDHLIFIGEIE
QYRYSGAEPLVFHAGQYRGLGSNRAESVLKHETSHHHHHH

Gensequenz mit His-tag:

aaggagATATACCCatgattgctgccaccgaaaccaaagttcacgatttgctcgatgccgagggeccgecgatgtcege
gatgcccgtgaactgcgcaacgtgctggggcagtttgctaccggtgtgaccgtgatcaccacccgcaccgcagacgg
ccgcaacgtcggtgtgacggccaactcgttctcecctcactgtecgctgtcaccggecgetggtgetctggagectggecac
gcacggcaccgagcctgaaggcecttttgectcggecgagccacttcecgeccatcaacgtactgggcgecgecaccagecaccac
ctgtcggagcagttcgcacgggcagcagccgacaagttcgeccggtgtagectcattcctatggcaaggecgggageccce
ggtgctggacgatgtggtggcagtgctggtgtgccgcaacgtcacccagtacgagggcggtgaccacctgatcttca
ttggcgagatcgaacaataccgctacagcggcgcagaaccgctggtcecttccatgcaggccagtaccgggggctaggg

agcaatagagcagaaagcgtcctcaagca cgaaactagt_%ACTAGTTAAGAGCTCTG
ACTCGAG

Start- und Stop-Codon, [{ISERAG, ribosombindestelle (RBS),

Vorherige Ncol Schnittstelle, Spel und Xhol Schnittstellen

Sphl Bg”'l Xbal

N\

Miul

BstEll,
PspOMI *
Apal '

EcoRV,
Hpal -,

Hincll - Pl

5000 -
1000

pET28a(+)-prnF-His6
5835 bps

4000
PshAl -

Fspl “Asisl

FspAl

Tehi 111}
BstZ17
Accl !
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Pseudomonas protegens Pf-5 Biosynthese-Cluster fiir Pyrrolnitrin PrnABCDF

GenBank: PrmA (AAY92870.1), PrmB (AAY92871.1), PrnC (AAY92872.1),
PrnD (AAY92873.1), PrF (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:

Aminosauresequenzen:

PrnA-Strep:

MNKPIKNIVIVGGGTAGWMAASYLVRALQQQVNITLIESAAIPRIGVGEATIPSLOKVFFDFLGIPEREWMPQVNGA
FKAAIKFVNWRKSPDPSREDYFYHLFGSVPNCDGVPLTHYWLRKREQGFQQOPMAYACYPQPGALDGKLAPCLADGTR
OMSHAWHFDAHLVADFLKRWAVERGVNRVVDEVVEVQLNDRGYISTLLTKEGRTLEADLFIDCSGMRGLLINQALKE
PFIDMSDYLLCDSAVASAVPNDDAREGVEPYTSAIAMNSGWTWKIPMLGREFGSGYVESSKFTSRDQATADFLKLWGL
SDNQOLNQIKFRVGRNKRAWVNNCVSIGLSSCFLEPLESTGIYFIYAALYQLVKHFPDTSFDPRLRDAFNAEIVYME
DDCRDFVQAHYFTTSREDTPFWLANRHELRLSDAIQEKVERYKAGLPLTTTSFDDSTYYETFDYEFKNFWLNGNYYC
IFAGLGMLPDRSLPLLQHRPESIQKAEAMFASIRREAERLRTSLPTNYDYLRSLRDGAQLSRNQHGPTLAAQERQHV
WSHPQFEK

PrnB-Strep:

MERTLNRVSAFAATHAAVAACDPLQARALVLQLPALNRDKDVPGIVGLLRDFLPVSGVPSSWGEFVEAAAAMRDIGEF
LGSLKRHGHEPVDLVPGLERVLLDLARVTDLPPRETLLHVTVWNPAAADAQRSYTGLPDEAHLLESVRISMAALEAA
IALTVELSDVSLRSPAFAQGCDELEAYLOQKMVESIVYAYRFISPQVEFYDELRPFYEPIRVGGQSYLGPGAVEMPLEV
LEHVLWGSQSDDPAYREFKETYLPYVLPAYRAVYARFATEPALIDRALDEARAAGTQGEHVRAGLTALERVFKVLLR
FRAPHLKLAERAYEAGRSGPTTGSGGYAPSMLGDLLTLTCAA

PrnC-Strep:

MATQKSPANGHDSNHFDVIILGSGMSGTQOMGAILAKQQFRVLIIEQSSHPRFTIGESSIPETSLMNRIIADRYDIPE
LGHITSEFYSTQRYVSSSTGIKRNFGFVFHKPGQEHDPKEFTQCVIPELPWGPESHYYRQDVDAYLLQAATKYGCTVR
QKTSVTEYHADKDGVAVTTAEGERFTGRYMIDCGGPGAPLATKFGLREEPCRFKTHSRSLY THMLGVKPEFDDIFKVK
GORWRWHEGTLHHMFTGGWLWVIPFNNHPRSTNNLVSVGLQLDPRVYPKTDIPAQQEFDEFLARFPSIGAQFRDAVP
VRDWVKTDRLQFSSNACVGDRYCLMLHANGFIDPLFSRGLENTAVTIHALAARLIKALRDDDFSPERFEYIERLQQK
LLDHNDDFVSCCYTAFSDFRLWDAFHRLWAVGTILGQFRLVQAHARFRASRDEGDLDHLDNDPPYLGYLCADMEQYY
QLEFNDAKAEVEAVSAGHKSAEEAALRIHALIDERDFAKPMEGEFGYCITGDKPQLNNSKYSLIPAMKLMYWTQTRAPA
EVKKYFDYNPMFALLKAYITTRIGLALKKHVWSHPQFEKRSRIRAALDESLKWSHPQFEK
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Anhang

PrnD-Strep:

MNNIQLDQANVKKHPPGAYDATTRVAASWYVAMRSNGLRDKPKELTLFGRPYVAWRAATGQAVVMDRHCSHLGANLA
DGRIKDGCIQCPFHHWRYDEQGKCVHIPGHSEVVRQLEPVPRAARQPTLVTTERYGYVWVWYGSPQPLHPLPEITAA
DVDNGDFMHLHFAFETTTAVLRIVENEFYDAQHATPVHALPISAFELKLFDDWSRWPEVESLARAGAWEFGAGIDFHVN
RYFGPLGMLSRALGLNMSQMNLHFDGYPGGCVMTVALDADVKYKLLQCVTPVSDGKNIMHMLISIKKVGGVLRRATD
FVLFGLQTRQAAGYDVKIWNGMKPDGGGAYSKYDKLVLKYRAFYRGWVDRVASEQLKWSHPQFEK

PrnF-Strep:

MIAATETKVHDLLDAEGRDVRDARELRNVLGQFATGVTVITTRTADGRNVGVTANSFSSLSLSPALVLWSLARTAPS
LKAFCSASHFAINVLGAHQHHLSEQFARAAADKFAGVAHSYGKAGAPVLDDVVAVLVCRNVTQYEGGDHLIFIGEIE
QYRYSGAEPLVFHAGQYRGLGSNRAESVLKHE

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

TAAGAAGGAGATATACCCATGGGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAGL
GCTAGCATGACTGGTGGACAGCAAATGGGTCGCGGATCCGAATT aacaagccaatcaagaatatcgt
catcgtgggcggcggcaccgcgggctggatggccgcecttecgtacctegteccgggecgectccaacagcaggtaaacatceca

cgctcatcgagtctgcggcgatcccececggatcggegtgggecgaggecgaccatecccgagtttgcagaaggtgttette

gacttcctcgggataccggagcgggagtggatgeccccaagtgaacggcecgecttcaaggeccgecgatcaagttegtgaa

ctggagaaaatctcccgacccatcgcgcgaagattacttctaccatttgttecggcagegtgeccgaactgcgacggceg

tgccgcttacccactactggectgcgcaagecgcgaacagggcttceccagcaaccgatggegtacgegtgectaccecgecag

cccggggcecctcgacggcaagctggcaccttgectggeccgacggcaccecgecagatgteccacgegtggcacttega
cgcgcacctggtggccgacttcttgaagcgectgggeccgtcgagegeggggtgaatecgegtggtecgacgaggtegtgg
aggttcaactgaacgaccgcggctacatctccaccctgttaaccaaggaagggcggacgctggaggecggacctgtte

atcgactgctccggcatgcgagggctcctgatcaatcaggccctgaaggaacccttcatecgacatgtceccgactacct

gctgtgcgacagcecgecggtcegecagegecgtgeccaacgacgacgcegegecgagggggtcecgagecgtacacctecgeaa

ttgccatgaactcgggatggacctggaagattccgatgctgggeccggttcggcageggectacgtecttctccagecaag

ttcacctcgcgcgaccaggccaccgccgacttcecctcaaactctggggectectecggacaatcagcagetcaaccagat

caagttccgggtcgggcgcaacaagegggcgtgggtcaacaactgegtcectecgategggetgtegtegtgetttetgg

agcccctggaatcgacgggaatctacttcatctacgecggecgetttaccaactecgtgaagcacttcceccgacaccteg

ttcgacccgcggttgcgcgacgcattcaacgccgagatcgtctacatgttcgacgactgecgagacttecgtccagge

gcactatttcactacgtcgcgcgaagacacgccgttetggetegecgaaccggcacgaactgeggeteteggacgeca

tccaggagaaggttgagcgctacaaggccgggctgccactgaccaccacctegttcgacgattccacgtactacgag

acgttcgactacgagttcaagaacttctggttgaacggcaactactactgcatctttgccggecctgggecatgectgee

cgaccggtcgectgecgcetectgcagecaccgaccggagtecgatccagaaggecgaagegatgttecgecagecatecgge

gcgaagccgagcgcctgcgcacgagcecctgeccgacgaactacgactacctgecggtcactgecgtgacggecgecgcagetg
tcgcgcaaccagcacgggccgacgctcgecggecgcaggaacgccagcacgtg t-
aCACGTGTAAGTCGACTACTAGAAAAAAAAACCCCGCCCCTGACAGGGCGGGGTTTTTTTT CGATTTAGGC
(VN Nelogiie)NelohyeohNelohiNe T T GACAATTAATCATCGGCTCGTATAATGNEHNEIEl i oo ccoi o e
ACACAGGAAACAatggaacgcaccttgaaccgggtatccgcattcgecggccacacacgctgeccgtggcggectgega

tccgctacaggcacgecgcegcetggttetgecagetgecggecctgaaccgtgacaaggacgtgeccggeategteggec

tgctgcgcgatttcctcccggtgagecggecgtgeccctccagetggggettecgtcgaageccgeccgecgegatgecgggac

atcggtttcttcctggggtcgctcaagcggcacggacatgagecccgtggacctggtgecccgggettgaacgggtgcet

gctcgacctggcacgggtgaccgacttgccgecgegegagacactectgecatgtgacggtctggaacccggeggegg

ccgatgcgcagcggagctacaccgggctgcceccgacgaagcgcecacctgectcgaaagegtgecgecatectcgatggecggece

ctcgaagcggccatcgcgttgaccgtcgagctgteccgatgtatccctgegectcecgeccecgegttcgegecaagggtgecga

tgagctggaagcctacctgcagaaaatggtcgaatcgatcgtctacgegtaccgcttcatctegecccaggtettet
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Anhang

acgatgagctgcgccccttctacgaaccgattcgagtcgggggeccagagectacctecggeccececggecgecgtagaaatg

cccctcecttecgtgectggagcacgtcecctgtggggctecgecaatcggacgacccagegtatcecgagagttcaaagagacgta

cctgccctacgtgcttcccgegtacagggcggtctacgctcggttcgeccacagageccggcgctcatcgaccgegege
tcgacgaggcgcgagcggcgggtacgcagggcgagcacgtceccgggctgggctgacggecctecgaacgggtcttcaag
gtcctgctgcgcttccgggecgectcacctcaaattggcggagecgggcatacgaageccgggcgcagecggeccecacaac

cggcagcgggggctacgcgcccagcatgctecggcgatctactcacgctcacctgtgecgegeggtceccecgecateccgeg
ccgcgctcgatgaatcccttaagt taaCTTAAGTAAGTCGACTACTAGAAAAAA
AAACCCCGCCCCTGACAGGGCGGGGTTTTTTTTGAGCTCGCTAGCAATTTACGGTCAGTCAATATGGGTTTGCTGGA
AGCTTATGCTTCAGAGAAAAGCTCGACGAACAACTGACGTAGCCACATGTTGCCCGGATCCCGGTTGTACTTGGCAT
GCCAAAACAGGTTGATGGCGATGTCGGGCAGCTTGGCCGGGTGCGGGGATGTCGTCAGACCAAAAGGCAATTTGCAG
CGAACGGCAAAACGCTGCGGCACGGTCGCGATGAGGTCGGTGCTGTGCAGAATGGGGCCGATCGCAATGAAATGCGG
CACCACCAGCCGCATGCGCCTTTTGATGCCTGCGCGTTCGAGCAGGCCATCGACCTCACCGTGTCCGGTGTTGAGTG
CGACCACGCCGACATGGTCCAGTTCACTGAACTGTTTCAGGCTCATGGGGGATTTGGCGCTTGGATGGTCCTTGCGG
AACATGCATACGTAGCGGTCGCGAAAGAGGCGCCGCTGGAAGAATCCGGTCTGTAGCTCTGGCAGAAGACCCAAGGC
GAGATCAACCGCACCGGACTCCATATCCTCCTTCAGATTGCCAGCATTCGGGCGCAGCGTGCTGATCTGGATGTGAG
GAGCACGTTGCGCAAGCGCTTCCATCAGTGGGGGCATGAAGTACATCTCGCCGATGTCGGTCATTGCCAAGTTGAAG
GTGCGCGTGCTGGCAAATGGGTCGAAAGAGTCACGGGTCGTCAGTGCCGTCTGCAGCGTGTTGAGCGCATAGATCAC
GGGCTCCGCAAGATGCAGTGCATACGGTGTCGGCTCCATGCCTTTTGAGGTGCGCAAGAACAAATCGTCCTTTAGCG
CCGCACGCAGCCGTTTAAGTGAATTGCTGACGGCAGGCTGCGTCAGCCCCAGTTTTTCGCCGGCCGTCGATACGCTC
CGGTCGAGCAGTAGCTGGTTGAAGACCACCAGCAGATTCAAGTCGATGTCGCGCAGATCCATGATGCCTCACCATTA
TTCATGCTGGTGATTTTAACTATCAGACTTGATCTATAGCGCTATACCGATCGACGCGCCAGAATCGCAGCCATTCG
GAGACAACTGAAAAAAGAGCTTGCCACAGGAAACAGGAGGTACCGTCACACAGGAAACACCatggcaactcagaaga
gccccgcgaacggacacgatagcaaccacttcgacgtaatcatcctcggttcgggecatgtccggtacccagatgggg

gccatcctggccaaacaacagtttcgegtgctgatcatcgagecagtcgtecgecaccecgeggttcacgatcggecgaate

gtcgatccccgaaacgtctctcatgaaccgcatcatcgectgatcgetacgacattcecccgaactcecggecacatcacct

cgttctactcgacgcagcgttacgtttecgtecgagecac catcaagcgcaacttcggcttcgtgttccacaaacct
gtt tcgacgcagegt gt gtcgag 999 gcg tcggcttcgtgt

ggccaggagcacgacccgaaggagttcacccagtgcegtcattcccgagectgecgtgggggeccggagagccattatta

ccggcaggacgtcgacgectatctgttgcaageggecatcaaatatggctgcacggtceccgeccagaagacgagegtga

ccgaatatcacgcggacaaggacggcgtcgcggtgaccaccgccgagggcgagecggttcaccggecggtacatgate

gactgcggaggacccggcgcgccgctggecgaccaagttcgggectceccgcgaagagecgtgtcecgcttcaagacgecacte

gcgcagcectctacacgcacatgctecggggtcaagecgttcecgacgacatcttcaaggtcaaggggcagegctggeget

ggcacgaaggaaccttgcaccacatgttcaccggcggctggctctgggtgattccgttcaacaaccacccgecgectcecg

accaataacctggtgagcgtcggcctgcagctcgacccgegtgtctacccgaaaaccgacattcecccgecgecagecagga

gttcgacgagttcctcgegeggttecccgagecateggegetecagtteccgggacgecgtgeccagtgegegactgggtcea

agaccgaccgcctgcagttctcgtcgaacgcctgegtecggegaccgcectactgectgatgctgcacgecgaacgggtte

atcgacccgctcttctececcgggggctcgaaaacaccgcggtgaccatccacgcgectcecgecggegegectcatcaaggce

gctacgcgacgacgacttctcecccecgagegettegagtacatcgagegectgecagecaaaagettttggaccacaacg

acgacttcgtcagctgctgctacacggcgttctcggactteccgectatgggacgegttccaccggectgtgggecggtce

ggcactatcctcgggcagttccggctggtgcaagecccacgecgaggtttecgegegtecgecgecgacgagggecgacctcega

tcacctcgacaacgacccgecgtacctegggtacctgtgecgeggacatggagecagtactaccagttgttcaacgacy

ccaaagccgaggtcgaggccgtgagcgccgggcacaagtcggceccgaggaggceccgecgttgecggattcacgecectecate

gacgaacgagacttcgccaagccgatgttcggcttcgggtactgcatcaccggggacaagccgcagctcaacaactce

gaagtacagcctgataccggcgatgaagctgatgtactggacgcaaacccgecgcgecggcagaggtgaagaagtact

tcgactacaacccgatgttcgcgctgctcaaggcgtacatcaccacccgcatcggcttggctctgaagaagcacgtyg
tJGtegcatecacaatttgagaaa TALCACGTGTAAGTCGACTACTAGAAAAAAAAACCCCGCCCCTGACAGGGCGG
GGTTTTTTTTCCATGGC GATTTAGGCAGATCT-CAGTCAATATGGGTTTGCTGGAAGCGATGCCTCACCATT
ATTCATGCTGGTGATTTTAACTATCAGACTTGATCTATAGCGCTATACCGATCGACGCGCCAGAATCGCAGCCATTC
GGAGACAACTGAAAAAAGAGCTTGCCACAGGAAACAGGAGGTACCGTCACACAGGAAACAatgaacaacattcaatt
ggatcaagcgaacgtcaagaagcatcccccgggggecgtacgacgcgaccacacgcgtggecgcgagetggtacgtecg

cgatgcgctcgaacggcctcagggacaageccgaaggagttgacgetttttggeecgtecegtacgtggegtggegegea
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Anhang

gcgacggggcaggccgtggtgatggaccgccactgctcgcacctgggecgecgaacctggectgacgggcggatcaagga
cgggtgcatccagtgcccgtttcaccactggcgctacgacgagcaaggcaagtgcgttcacatcceccggeccacageg
aggtggtgcgccagctggagccggtgccacgcgecggecgecgecagecgacgttggtcaccaccgagegatacggctac
gtgtgggtctggtacggctccccgcageccgctgcacccgctgecccgaaatcaccgecageccgacgtcgacaacggcecga

cttcatgcacctgcacttcgcgttcgagacgacgacggcggtcttgcggatcgtcgagaacttctacgacgcacagce

acgcaaccccegtgcacgegectceccgatcecteggecttecgaactcaagetcettegacgactggagecggtggecggayg

gttgagtcgctggcccgggcgggcgcecgtggttecggtgcecgggatecgactteccacgtaaaccgctacttecggecceccect

cggcatgctgtcgcgcgcgctcggectgaacatgtcgcagatgaacctgcacttcgatggctaccccggecgggtgeg

tcatgaccgttgccctggacgcagacgtcaaatacaaactgctceccagtgtgtgacaccggtgagegacggcaagaac

atcatgcacatgctcatctcgatcaagaaggtgggcggcgtcecctgcecgeccgtgcgaccgacttcgtgectgttcggget

gcagaccagacaggcagcggggtacgacgtcaaaatctggaacgggatgaagcccgacggcggcggcgegtacagea

agtacgacaagctcgtgctcaagtaccgtgcgttctaccgecggctgggtcgaccgtgtcgecgagtgagcagcttaag
t taaCTTAAGTAAGTCGACTAAAAAAAAACCCCGCCCCTGACAGGGCGGGGTTT
TTTTT-TCCGGAACAAGGGAAAACGCAAGCGCAAAGAGAAAGCAGGTAGCTTGCAGTGGGCTTACATGGCGA
TAGCTAGACTGGGCGGTTTTATGGACAGCAAGCGAACCGGAATTGCCAGCTGGGGCGCCCTCTGGTAAGGTTGGGAA
GCCCTGCAAAGTAAACTGGATGGCTTTCTTGCCGCCAAGGATCTGATGGCGCAGGGGATCAAGATCTGATCAAGAGA
CAGGATGAGGATCGTTTCGCatgattgctgccaccgaaaccaaagttcacgatttgctcgatgccgagggeccgegat

gtccgcgatgcccgtgaactgcgcaacgtgctggggcagtttgectaccggtgtgaccgtgatcaccacccgecaccgce

agacggccgcaacgtcggtgtgacggccaactcegttcetectecactgtegetgtcaccggegetggtgetetggagece

tggcacgcacggcaccgagcctgaaggccttttgectcggecgageccacttcgeccatcaacgtactgggcgecgecaccag

caccacctgtcggagcagttcgcacgggcagcagccgacaagttcgeccggtgtagectcattcecctatggcaaggecggg
agccccggtgctggacgatgtggtggcagtgctggtgtgeccgcaacgtcacccagtacgagggcggtgaccacctga
tcttcattggcgagatcgaacaataccgctacagcggcgcagaaccgctggtcttccatgcaggeccagtaccggggg

ctagggagcaatagagcagaaagcgtcctcaagcacgaataaTCCGGACTCGAG

RBS, gene Strep-tag

Sacl Schnittstelle [ EEOIEIEEST RBS de Boer  PnagAa Promotor/ (nagR)
Ncol SpeliSehnittstelle  Xxhol
g
e, o
seppalll minaor Bba_B1006 A
W

pETZBa(f)-p ABCDF r';nuula'.w Bba_B1006 E

0000
nagR
I PnagAa Promotor C
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Anhang

Chaetomium chiversiilFloropilus chiversii Radicicol Halogenase RadH mit Escherichia
coli K12 Flavinreductase Fre

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

Extinktionskoeffizient (280 nm) Expasy (oxidized): RadH (62715 wM"' cm™), Fre
(27055 M cm')

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

11. pET28a(+)-RadH-Hiss (D465E;T501S)_Fre-Hise:
Aminosauresequenz:

RadH-Hise (D465E_T501S):

MGSIPKSCEVLVAGGGPAGSYAASALAREGVDVVLLEADKHPRYHIGESMLPSIRPLLRFIDLEETFEKHGFQKKLG
AAFKLTAKREGYTDFVAAHGPNGYSWNVVRSESDELLFKHAAKSGALTFQGVKVDSLEFEPYDSDFPSGGKVANPGR
PVAARWSAKDGRSGTISFQYLVDATGRAGITSTKYLKNRKENEGLKNLAIWGYYKGARPWAEGTPRENQPYFEGMRD
GAGWCWTIPLHNGTVSVGAVLRSDLFFAKKKSLGEDVTNAMIMAECMKLCPTIKELLEPAELVSDIKQATDYSYSAS
AYAGPYFRIVGDAGCFIDPFFSSGHHLAMAGALAAAVSIRASMKGDCSEYEASNWHARKVDEGYTLFLLVVMAALKQ
IRMQEEPVLSDIDDDGFDRAFQFLKPVIQGSGSAEIVKRFTKKEVSEAIDFAVLALDNMAGAGEHANETNGSNGTGE
TNGEAKTLENITVEDEKVLSGIRILAKVAPSADMKDLEGSAIDGFMPRLEHGHLGLNRVTSHHHHHH

Fre-Hise:

MTTLSCKVTSVEAITDTVYRVRIVPDAAFSFRAGQYLMVVMDERDKRPEFSMASTPDEKGFIELHIGASEINLYAKAV
MDRILKDHQIVVDIPHGEAWLRDDEERPMILIAGGTGFSYARSILLTALARNPNRDITIYWGGREEQHLYDLCELEA
LSLKHPGLQVVPVVEQPEAGWRGRTGTVLTAVLODHGTLAEHDIYIAGRFEMAKIARDLFCSERNAREDRLEGDAFA
FIELHHHHHH

Gensequenz mit His-tag:

TAAGAAGGAGATATACCCatgggaagcattccgaaaagctgcgaagtgctggtggegggcggcggeccggegggeayg

ctatgcggcgagcgcgctggcgcgcgaaggcgtggatgtggtgctgctggaagcggataaacatccgecgctatcata

ttggcgaaagcatgctgccgagcattcgccecgetgctgegetttattgatctggaagaaacctttgaaaaacatggce

tttcagaaaaaactgggcgcggcgtttaaactgaccgecgaaacgcgaaggctataccgattttgtggecggegeatgg

cccgaacggctatagctggaacgtggtgcgcagcgaaagcgatgaactgctgtttaaacatgcggcgaaaagecggcg

cgctgacctttcagggcgtgaaagtggatagcctggaatttgaaccgtatgatagcgattttccgagecggecggecaaa
gtggcgaacccgggccgcccggtggecggecgegectggagecgecgaaagatggeccgecageggcaccattagetttcagta
tctggtggatgcgaccggccgcgecgggcattaccagcaccaaatatctgaaaaaccgcaaatttaacgaaggcectga

aaaacctggcgatttggggctattataaaggcgcgcgeccecgtgggecggaaggcacceccgegegaaaaccagecgtat
tttgaaggcatgcgcgatggcgcgggctggtgctggaccattccgctgcataacggcaccgtgagegtgggecgeggt
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Anhang

gctgcgcagcgatctgttttttgcgaaaaaaaaaagcctgggcgaagatgtgaccaacgcgatgattatggcggaat

gcatgaaactgtgcccgaccattaaagaactgctggaaccggcggaactggtgagcgatattaaacaggcgaccgat

tatagctatagcgcgagcgcgtatgcgggecccecgtattttcgcattgtgggecgatgecgggectgctttattgatcecegtt
ttttagcagcggccatcatctggcgatggcgggcgcgectggecggcggcggtgagecattcgegecgagecatgaaaggeg
attgcagcgaatatgaagcgagcaactggcatgcgcgcaaagtggatgaaggctataccctgtttctgctggtggtg

atggcggcgctgaaacagattcgcatgcaggaagaaccggtgctgagegatattgatgatgatggctttgatecgege

gtttcagtttctgaaaccggtgattcagggcagcggcagcgecggaaattgtgaaacgctttaccaaaaaagaagtga

gcgaagcgattgattttgcggtgctggcgctggataacatggcgggcgecgggcgaacatgcgaacgaaaccaacggce

agcaacggca ccggcgaaaccaacggc-gcgaaaa ccctggaaaacattaccgtggaagatgaaaaagtgctgag
cggcattcgcattctggcgaaagtggcgeccgagecgeggatatgaaaga tctggaaggc-gcga ttgatggcttta
tgccgcgcctggaacatggccatctgggecctgaaccgecgtgactagt taaACTAGTTAA
CCATGGGCTAGCGCTGCTGCCACCGCTGAGCAATAACTAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGG
TTTTTTGCTGAAAGGAGGAACTATATCCGGATTGGCGAAGGATCGAGATCTCGATCCCGCGAAATTAATACGACTCA
CTATAGGGGAATTGTGAGCGGATAACAATTCCCCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACCCT
TGGGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAGCAAGCTTCTCGAGatgacaacc
ttaagctgtaaagtgacctcggtagaagctatcacggataccgtatatcgtgtccgcatcgtgccagacgecggcectt

ttcttttcgtgctggtcagtatttgatggtagtgatggatgagcgcgacaaacgtccgttctcaatggcttcgacge

cggatgaaaaagggtttatcgagctgcatattggcgcecttctgaaatcaacctttacgecgaaagecagtcatggaccgce

atcctcaaagatcatcaaatcgtggtcgacattccccacggagaagegtggectgegegatgatgaagagegteegat

gattttgattgcgggcggcaccgggttctcttatgcccgctcgattttgectgacagegttggecgecgtaacccaaacc

gtgatatcaccatttactggggcgggcgtgaagagcagcatctgtatgatctctgecgagettgaggegetttegttyg

aagcatcctggtctgcaagtggtgecggtggttgaacaaccggaagecgggctggegtgggegtactggcaccgtgtt

aacggcggtattgcaggatcacggtacgctggcagagcatgatatctatattgccggacgttttgagatggcgaaaa

ttgcccgcgatctgttttgcagtgagecgtaatgecgcgggaagatcgectgtttggecgatgegtttgcatttatcgag
ct tgaGAGCTCTGACTCGAGCAC

RBS, Ncol Schnittstelle, gene, HigHag, Spel Schnittstelle, Xhol Schnittstelle,

Sacl Schnittstelle, NEHONSSIBIEN, octauschte Linker-Sequenz:

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

taaACTAGTTAACCATGGGCTAGCGCTGCTGCCACCGCTGAGCAATAACTAGCATAACC
CCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGGTTTTTTGCTGAAAGGAGGAACTATATCCGGATTGGCGAAGGATCGAG
ATCTCGATCCCGCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGGAATTGTGAGCGGATAACAATTCCCCTCTAGAAATAATT
TTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACCCTTGGGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCTGGTGCCG
CGCGGCAGCAAGCTTCTCGAGatg

12. pET28a(+)-RadH-Hiss (DA65E;T501S)_Fre-Hise V2:

e EEEEaEEEeEEE - 2 2 ACTAGT TAACCATGGGCTAGCGCTGCAACTTTAAGAAGGAGATATACAAGCTTEEC
GAGatg

entfernter Bereich
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Anhang

Im Folgenden finden sich die Sequenzen der beiden putativen Halogenasen.

Pseudoalteromonas gelatinilytica strain NH1563 NH153_S23 putative Halogenase NH153
GenBank: Genom (LRRU01000023.1) Bereich 253875...255116 (komplementar)
NCBI Reference Sequence: WP_063707674.1

Organismus-Informationen®”%l: Pseudoalteromonas gelatinilytica NH153 | Type strain |
DSM 100951, CGMCC 1.15370 | BacDivelD:132999 (dsmz.de)

Extinktionskoeffizient (280 nm) Expasy (oxidized): 51130 m' cm-"!

Molekulargewicht: 47.3 kDa

13. pET28a(+)-NH153-Hiss:

Aminosauresequenz:

MGNNQVQQADVVIIGAGPSGAVAASLLVKKGWHVVVLEQQTFPRFSIGESLLPQCMSFLAEAGLEQAVQTQAQSLGFE
QFKNGAAFQRRGDHTTIDFTEKFSEGPGTTFQVKRADFDKCLADGAMQQGAEIRYQHSVLAFTDCEDGALLEVTDEN
QOGYQIKGRFVLDASGEFGRVLPRLLDLESASNEFPVRWAFFSHFKDNISDTQFDREKILINVHPEHKDIWYWLIPESD
GTASIGVVGKPEQLEDKQPLAGLNEFIEQDSYLSELLANREAIGEARAIKGYSANVSSLYGEHFALLGNAGEFLDPV
FSSGVTIALKSASLVAPLVDSYLRGEQVDFKNDYSEPLQQGVNCFRTYVSAWYDGSFQDVIFYSEKNQQVREMISAT
LAGYAWDLONPFVKQSNKRLNTLVELCRDELELHHHHHH

Gensequenz mit His-tag:

AGAAGGAGATATACCCatgggcaacaaccaggtgcagcaggccgacgtggtgatcatcggecgeccggeccecgtecgggeg

ccgtggccgcecctcegctgctggtgaagaagggctggcacgtggtggtgctggaacagcagaccttecceccgecgettecteg

atcggcgaatcgctgctgccgcagtgcatgtecgttcctggeccgaageccggectggaacaggeccgtgcagacccaggce

ccagtcgctgggcttccagttcaagaacggcgccgecttccagecgecgecggecgaccacaccaccatcgacttcaccg

aaaagttctcggaaggcccgggcaccaccttceccaggtgaagecgegecgacttecgacaagtgectggecgacggegece

atgcagcagggcgccgaaatccgctaccagcactcggtgctggccttcaccgactgcgaagacggcgeccctgectgga

agtgaccgacgaaaaccagcagggctaccagatcaagggccgcttcegtgctggacgectcgggettcggeecgegtge

tgccgcgcctgcectggacctggaatcggectcgaactteccggtgecgetgggecttcecttctegecacttcaaggacaac

atctcggacacccagttcgaccgcgaaaagatcctgatcaacgtgcacccggaacacaaggacatctggtactggcet

gatcccgttctcggacggcaccgcctecgatcggegtggtgggcaageccggaacagctggaagacaagcagecgectgg

ccggcctgaacgagttcatcgaacaggactegtacctgtcecggaactgctggeccaaccgecgaagecateggecgaagec

cgcgccatcaagggctactcggccaacgtgtcgtecgectgtacggcgaacacttcgeccctgctgggcaacgeccggecga

gttcctggacccggtgttctcecgtcgggegtgaccatcgeccctgaagtcggectegetggtggeccececgectggtggact

cgtacctgcgcggcgaacaggtggacttcaagaacgactactcggaaccgctgcagcagggcgtgaactgectteege
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Anhang

acctacgtgtcggcctggtacgacggctcgttccaggacgtgatcttctactcggaaaagaaccagcaggtgecgcecga

aatgatctcggccatcctggccggctacgecctgggacctgcagaacccgttcgtgaagcagtcgaacaagecgcectga
acaccctggtggaactgtgccgcgacGAGCTCGAGCTC tgaGAGCTCTGACTCGAGCAC
C

RBS, Ncol Schnittstelle, gen, Sacl Schnittstelle, Xhol Schnittstelle, FigHag, Start- und
Stopp-Codon

Pseudoalteromonas sp. NC201 putative Halogenase NC201

GenBank: AUJ68809.1, Genoml¥78l (CP022522.1) Bereich 546120...547736
(komplementar)

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

Extinktionskoeffizient (280 nm) Expasy (oxidized): 89520 m* cm™"

Molekulargewicht: 62.9 kDa

14. pET28a(+)-NC201-Hise:

Aminosauresequenz:

MGVSQYADVLIIGGSMAGACLARQLKLAHPDMKITVIERKQAFNSWVGESTLESFWDYMANDLKLGFYLETNHLYKH
GLRFYFDSDNRDLSVEELSELGRSWYHGIPAHQIDREKFDNDMVQENRELGVDVVMGTTVNEISLDAQQGHTVVTSS
GSTYTCRYLVDASGEFNSPLGKQLGLIESQNDRHPVSSYWGRFKHIELIDHLGSDEWRARSNETSRALATNHEMYKGY
WIWLIPLNQDTFSIGITAKNNEVNLNIRSAEEFEQFLRSHQALNEILGQHAELLDYTSMKRLSRKAKQSFSTERWEFL
TGMSSAFLDPLLSPGSAYLTDANRMIGELIEADIAEDAEVFAGKTKAFNAYLLSWYESFMLHITGNYHGSYEVHKTH
FEALLMHWFGFILPSSMSRRYGYCPSLHGMSQDEVNQKAIAMIENAATIARIHVLKDEFIQLIKGYEYRYNRGHFFDI
ELTROQRMKHAHTRGAMLDDAAIAELDHALLEVTYQGFLRSLCEIQKVDFDEEKMPMVVQAAIEDKLSLTHAMQLFHT
ELHHHHHH

Gensequenz mit His-tag:

TAAGAAGGAGATATACCCatgggcgtgtcgcagtacgccgacgtgctgatcatcggcggctcgatggeccggcgectyg

cctggcccgccagctgaagctggcecccacccggacatgaagatcaccgtgatcgaacgcaagcaggcecttcaactegt

gggtgggcgaatcgaccctggaatcgttctgggactacatggccaacgacctgaagctgggcttctacctggaaace

aaccacctgtacaagcacggcctgcgcttctacttcgactecggacaaccgcgacctgtcggtggaagaactgtcgga

actgggccgctcgtggtaccacggcatcccggecccaccagatcgaccgcgaaaagttcgacaacgacatggtgcagt

tcaaccgcgaactgggcgtggacgtggtgatgggcaccaccgtgaacgaaatctcecgetggacgecccagecagggecac

accgtggtgacctcgtcgggctcgacctacacctgeccgctacctggtggacgectecgggcttcaactecgecgectggg

caagcagctgggcctgatcgaatcgcagaacgaccgccacccggtgtcgtecgtactggggccgcttcaagcacatcecg
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Anhang

aactgatcgaccacctgggctcggacgaatggcgecgcccgcectcgaacttcacctecgecgecgecctggeccaccaaccac

ttcatgtacaagggctactggatctggctgatcccgctgaaccaggacaccttctcgatcggcatcaccgeccaagaa

caacgaagtgaacctgaacatccgctcggccgaagaatttgaacagttcecctgegetegecaccaggccctgaacgaaa

tcctgggccagcacgccgaactgctggactacacctcgatgaagcgectgtcgecgcaaggccaagcagtegttcecteg

accgaacgctggttcctgaccggcatgtcgtcggcecttecctggaccecgectgctgtecgecgggectecggectacctgac

cgacgccaaccgcatgatcggegaactgategaagecgacatcgecgaagacgecgaagtgttegecggcaagacea

aggccttcaacgcctacctgctgtcgtggtacgaatcgttcatgctgcacatcaccggcaactaccacggctegtac

gaagtgcacaagacccacttcgaagccctgctgatgcactggttcggcttcatcctgecgtcecgtecgatgtcgegecg

ctacggctactgccegtegetgcacggcatgtcgecaggacgaagtgaaccagaaggccatcgeccatgatcgaaaacyg

ccgccatcgcccgcatccacgtgctgaaggacgaatttatccagectgatcaagggctacgaataccgctacaaccgce

ggccacttcttcgacatcgaactgacccgccagegcatgaagcacgeccacacccgecggecgecatgctggacgacgce

cgccatcgceccgaactggaccacgccctgctggaagtgacctaccagggcttectgegetegetgtgegaaatecaga

aggtggacttcgacgaagaaaagatgccgatggtggtgcaggccgccatcgaagacaagctgtecgctgacccacgcc
atgcagctgttccacatcgagct tgaGAGCTCTGACTCGAGCAC

RBS, Ncol Schnittstelle, gen, Sacl Schnittstelle, Xhol Schnittstelle, HigHag, Start- und
Stopp-Codon

Xbal Xbal
Nw a ool rel
@ﬁ Kpnl
by i
B it
Hinel Hingl|
penAl pE'rzaa(+)_Nmsa-H,s. a P pET28a(+)_N6201-Hrs, a
Fapl 6516bps  ama_ N Fapl 6887bps  ama_ N

Clal
Nrul Nrul
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Anhang

Die folgenden Sequenzen definieren den Versuch eines chimaren Enzyms aus Teilen
von NH153 und PrnC, genannt NHprnC.

Extinktionskoeffizient (280 nm) Expasy (oxidized): 65695 M cm-"!

Molekulargewicht: 60.9 kDa

15. pET28a(+)-NHprnC-Hiss:

Aminosauresequenz:

MGNNQVQQADVVIIGAGPSGAVAASLLVKKGWHVVVLEQQTFPRFSIGESLLPQCMSFLAEAGLEQAVQTQAQSLGE
QFKNGAAFQRRGDHTTIDFTEKFSEGPGTTFQVKRADFDKCLADGAMQQGAEIRYQHSVLAFTDCEDGALLEVTDEN
QOOGYQIKGRFVLDASGFGRVLPRLLDLESASNEFPVRWAFFSHFKDNISDTQFDREKILINVHPEHKDIWYWLIPESD
GTASIGVVGKPEQLEDKQPLAGLNEFIEQDSYLSELLANREAIGEARAIKGYSANVSSLYGEHFALLGNAGEFLDPV
FSSGLENTAVTIHALAARLIKALRDDDEFSPERFEYIERLQQKLLDHNDDFVSCCYTAFSDFRLWDAFHRLWAVGTIL
GQFRLVQAHARFRASRDEGDLDHLDNDPPYLGYLCADMEQYYQLFNDAKAEVEAVSAGHKSAEEAALRIHALIDERD
FAKPMFGFGYCITGDKPQLNNSKYSLIPAMKLMYWTQTRAPAEVKKYFDYNPMFALLKAYITTRIGLALKKELHHHH
H

o

Gensequenz mit His-tag:

AGAAGGAGATATACCCatg

ctcgagaacaccgcggtgaccatccacgecgctcecgecggegegectecatcea

aggcgctacgcgacgacgacttctcccccgagegcttcgagtacatcgagecgectgcagcaaaagcttttggaccac

aacgacgacttcgtcagctgctgctacacggcgttcteggacttceegectatgggacgegttecaceggctgtggge

ggtcggcactatcctcgggcagttccggectggtgcaageccacgegaggtttcgegegtecgegecgacgagggecgace

tcgatcacctcgacaacgacccgccgtacctecgggtacctgtgcgecggacatggagcagtactaccagttgttcaac
gacgccaaagccgaggtcgaggctgtgagcgeccgggcacaagtcggecgaggaggeccgegttgeggattcacgeect
catcgacgaacgagacttcgccaagccgatgttcggcttcgggtactgcatcaccggggacaagccgcagctcaaca

actcgaagtacagcctgataccggcgatgaagctgatgtactggacgcaaacccgcgcgceccggcagaggtgaagaag

tacttcgactacaacccgatgttcgegctgctcaaggegtacatcaccacccgecateggectggegetgaagaagGa

GCTC £gaGAGCTCTGACTCGAGCAC
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Anhang

RBS, Ncol Schnittstelle, gen, Sacl Schnittstelle, Xhol Schnittstelle, FligHag, Start- und
Stopp-Codon, NH153 Sequenz, PrnC Sequenz

Mrel
Xhol

NHprnC-His;

N
6000 <
1000

pET28a(+)_NHprnC-His,

—**  Gg67bps o Xhol

Fspl Bipl
FspAl

Tth111l f
BstZ171
Accl
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Anhang

Escherichia coli (K12) FMN Reduktase (NADPH) SsuE
GenBank: LC388000.1
Extinktionskoeffizient (280 nm) Expasy: 21430 M cm’

Molekulargewicht: 22.3 kDa

16. pGEB-ssuE-Hise:

Aminosauresequenz:

MRVITLAGSPRFPSRSSSLLEYAREKLNGLDVEVYHWNLONFAPEDLLYARFDSPALKTFTEQLQQADGLIVATPVY
KAAYSGALKTLLDLLPERALQGKVVLPLATGGTVAHLLAVDYALKPVLSALKAQEILHGVFADDSQVIDYHHRPQFT
PNLOQTRLDTALETFWQALHRRDVQVPDLLSLRGNAHAHVHHHHHH

Gensequenz:

aaggagATATACCCGTCGCGGATCCGAATTCGAGCTCatgcgtgtcatcaccctggcgggtagtcecctegectttectt
ctcgctccagctccttgctggaatatgcgcgggaaaaactaaatggecctggatgtagaggtttatcactggaatctyg

caaaacttcgccccggaagatctactttatgctcegtttecgatagtccggcactcaagaccttcaccgaacagctgeca

acaggccgatgggctgattgtcgccacgcctgtgtataaageccgcctattccggtgecgttgaaaaccctgectcgacce
tgctgccagaacgcgctttgcaaggcaaagtggtgctaccgctggcgacgggcggtaccgtggecccatctgctggeg
gtcgattatgcccttaaaccagttttaagcgcactgaaagctcaggagatecctgcacggecgtgtttgeccgatgacte

acaagtaattgattaccatcacagaccccagttcacgccaaatctgcaaacccgtcttgataccgcgctagaaactt

tctggcaggcattgcaccgccgcgatgttcaggttectgaccttctgtctectgcgaggtaatgecccatgecgcacgtyg
taaCTCGAG

Ribosombindestelle (RBS), Start- und
Stopp-Codon, HISEFAG, Schnittstellen oS e
hi H

P ;Sacl

ssm

PspOMI
Apal

BssHII,
EcoRV. "
Hpal..

5000 -
1000

pGEB(+)-ssuE-His6
5857 bps

4000
. - 2000
PshAl ~

Ball 7
FFS I
SpAl ¢
PpuMI

Tl

Bsti1071 | |
Tatl
Sapl

P Pecil
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Anhang

17. pGEB-prnABCDF:

DNA-Sequenz (im Vector pGEB):

TAAGAAGGAGATATACCCGTCGCGGATCCGAATT aacaagccaatcaagaatatcgtcatcgtgggcggcg
gcaccgcgggctggatggcecgcttegtacctecgtccgggegetccaacagcaggtaaacatcacgctcatcgagtcet

gcggcgatccecccggatcecggecgtgggcgaggcgaccatceccgagtttgecagaaggtgttcttcgacttecctegggat

accggagcgggagtggatgccccaagtgaacggcgecttcaaggecgegatcaagttegtgaactggagaaaatcte

ccgacccatcgcgcgaagattacttctaccatttgttcggcagecgtgeccgaactgcgacggegtgecgcecttacccac

tactggctgcgcaagcgcgaacagggcttccagcaaccgatggegtacgegtgctaccecgcageccggggecctega

cggcaagctggcaccttgectggecgacggecaccecgecagatgteccacgegtggecacttegacgegecacctggtgg

ccgacttcttgaagcgctgggccgtcgagecgeggggtgaatecgegtggtecgacgaggtecgtggaggttcaactgaac

gaccgcggctacatctccaccctgttaaccaaggaagggcggacgctggaggcggacctgttcatcgactgetecgg

catgcgagggctcectgatcaatcaggccctgaaggaacccttcatcgacatgteccgactacctgetgtgecgacageg

cggtcgccagcgccgtgcccaacgacgacgcgcgcgagggggtcgagecgtacacctecgcaattgeccatgaacteg

ggatggacctggaagattccgatgctgggccggttcggcageggctacgtcttcteccagcaagttcacctecgegega

ccaggccaccgccgacttectcaaactcectggggectcteggacaatcagecagectcaaccagatcaagttececgggteg

ggcgcaacaagcgggcgtgggtcaacaactgcgtctcgatcgggectgtegtegtgectttctggageccecctggaatecg

acgggaatctacttcatctacgcggcgctttaccaactcgtgaagcacttccccgacacctecgttcgaccecgeggtt

gcgcgacgcattcaacgccgagategtctacatgttcgacgactgecgagacttegteccaggegeactatttcacta

cgtcgcgcgaagacacgccgttctggctcecgcgaaccggcacgaactgecggctcectecggacgeccatccaggagaaggtt

gagcgctacaaggccgggctgccactgaccaccacctcecgttcgacgattccacgtactacgagacgttcgactacga

gttcaagaacttctggttgaacggcaactactactgcatctttgcecggectgggecatgetgeccgaccggtegetge

cgctcctgcagcaccgaccggagtcgatccagaaggccgaagcgatgttcgeccagcatccggecgcgaagecgagegce

ctgcgcacgagcctgccgacgaactacgactacctgecggtcactgecgtgacggcgecgcagctgtecgegcaaccagea

cgggccgacgctcgecggcgcaggaacgccagcacgtgt taaCACGTGTAAGTCG
ACTACTAGAAAAAAAAACCCCGCCCCTGACAGGGCGGGGTTTTTTTT CGATTTAGGCGAAAGCTTGAGCTC
(@:Xelehe T T GACAATTAATC GCTCGTATAATGNEUNEE - - oo iGN NGNelerv.VNe

ggaacgcaccttgaaccgggtatccgecattegecggecacacacgetgecgtggeggectgcgatcegetacaggecac

gcgcgctggttctgcagctgccggeccctgaaccgtgacaaggacgtgecccggcatecgtecggectgectgecgegattte

ctcccggtgagecggcgtgceccecctceccagectggggcecttcecgtcgaagecgeccgeccgegatgecgggacatecggtttettect

ggggtcgctcaagcggcacggacatgagcccgtggacctggtgeccecgggcettgaacgggtgectgctcgacctggcac
gggtgaccgacttgccgccgcgcgagacactcctgecatgtgacggtctggaacccggcggcggcececgatgecgcagegg
agctacaccgggctgcccgacgaagcgcacctgctcgaaagecgtgegecatctcgatggecggeccctcgaagecggcecat

cgcgttgaccgtecgagetgtccgatgtatcectgegetegecegegttegegecaagggtgcgatgagetggaagect

acctgcagaaaatggtcgaatcgatcgtctacgcgtaccgcttcatctcgeccccaggtcttctacgatgagctgcge

cccttctacgaaccgattcgagtcgggggccagagctacctecggeccccggecgecgtagaaatgececectcecttegtget

ggagcacgtcctgtggggctcgcaatcggacgacccagcecgtatcgagagttcaaagagacgtacctgceccctacgtge

ttcccgecgtacagggcggtctacgctcggttcgeccacagagccggcgctcatcgaccgecgecgctcgacgaggecgega
gcggcgggtacgcagggcgagcacgtccgggctgggctgacggeccctcgaacgggtcecttcaaggtectgcectgegett
ccgggcgcctcacctcaaattggcggagecgggcatacgaageccgggcgecagecggecccacaaccggecageggggget

acgcgcccagcatgcteggecgatctactcacgectcacctgtgecgegeggtcecccgecatecgegecgegcetegatgaa
tcccttaagt taaCTTAAGTAAGTCGACTACTAGAAAAAAAAACCCCGCCCCTG
ACAGGGCGGGGTTTTTTTTGAGCTCGCTAGCAATTTACGGTCAGTCAATATGGGTTTGCTGGAAGCTTATGCTTCAG
AGAAAAGCTCGACGAACAACTGACGTAGCCACATGTTGCCCGGATCCCGGTTGTACTTGGCATGCCAAAACAGGTTG
ATGGCGATGTCGGGCAGCTTGGCCGGGTGCGGGGATGTCGTCAGACCAAAAGGCAATTTGCAGCGAACGGCAAAACG
CTGCGGCACGGTCGCGATGAGGTCGGTGCTGTGCAGAATGGGGCCGATCGCAATGAAATGCGGCACCACCAGCCGCA
TGCGCCTTTTGATGCCTGCGCGTTCGAGCAGGCCATCGACCTCACCGTGTCCGGTGTTGAGTGCGACCACGCCGACA
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Anhang

TGGTCCAGTTCACTGAACTGTTTCAGGCTCATGGGGGATTTGGCGCTTGGATGGTCCTTGCGGAACATGCATACGTA
GCGGTCGCGAAAGAGGCGCCGCTGGAAGAATCCGGTCTGTAGCTCTGGCAGAAGACCCAAGGCGAGATCAACCGCAC
CGGACTCCATATCCTCCTTCAGATTGCCAGCATTCGGGCGCAGCGTGCTGATCTGGATGTGAGGAGCACGTTGCGCA
AGCGCTTCCATCAGTGGGGGCATGAAGTACATCTCGCCGATGTCGGTCATTGCCAAGTTGAAGGTGCGCGTGCTGGC
AAATGGGTCGAAAGAGTCACGGGTCGTCAGTGCCGTCTGCAGCGTGTTGAGCGCATAGATCACGGGCTCCGCAAGAT
GCAGTGCATACGGTGTCGGCTCCATGCCTTTTGAGGTGCGCAAGAACAAATCGTCCTTTAGCGCCGCACGCAGCCGT
TTAAGTGAATTGCTGACGGCAGGCTGCGTCAGCCCCAGTTTTTCGCCGGCCGTCGATACGCTCCGGTCGAGCAGTAG
CTGGTTGAAGACCACCAGCAGATTCAAGTCGATGTCGCGCAGATCCATGATGCCTCACCATTATTCATGCTGGTGAT
TTTAACTATCAGACTTGATCTATAGCGCTATACCGATCGACGCGCCAGAATCGCAGCCATTCGGAGACAACTGAAAA
AAGAGCTTGCCACAGGAAACAGGAGGTACCGTCACACAGGAAACACCatggcaactcagaagagccccgcgaacgga
cacgatagcaaccacttcgacgtaatcatcctcggttcgggcatgtccggtacccagatgggggccatcctggeccaa

acaacagtttcgcgtgctgatcatcgagcagtcegtegcaccegeggttcacgatcggegaategtegatececgaaa

cgtctctcatgaaccgcatcatcgctgatcgctacgacattcccgaactcggccacatcacctcgttctactcgacyg

cagcgttacgtttcgtcgagcacgggcatcaagcgcaacttcggcttcgtgttccacaaacctggccaggagcacga

cccgaaggagttcacccagtgcgtcattcccgagectgeccgtgggggeccggagagecattattaccggcaggacgtcecg

acgcctatctgttgcaagcggccatcaaatatggctgcacggtccgccagaagacgagcecgtgaccgaatatcacgeg
gacaaggacggcgtcgcggtgaccaccgccgagggecgageggttcaccggecggtacatgatcgactgecggaggacce
cggcgcgccgctggcgaccaagttcgggctccgecgaagagecgtgtcgettcaagacgcactcgegecagcectcectaca

cgcacatgctcggggtcaagecegttcgacgacatcttcaaggtcaaggggcagegetggegctggcacgaaggaace

ttgcaccacatgttcaccggcggctggctctgggtgattccgttcaacaaccacccgecgctcgaccaataacctggt

gagcgtcggcctgcagctcgacccecgegtgtctacccgaaaaccgacattcecececgecgecagecaggagttcecgacgagttce

tcgcgcggttccecgagecatecggegetcagtteccgggacgeccgtgccagtgegegactgggtcaagaccgaccgectyg

cagttctcgtcgaacgcctgcgtcggcgaccgctactgecctgatgctgcacgecgaacgggttcatcgaccecgectcectt

ctccecgggggctcgaaaacaccgcggtgaccatccacgecgcectecgecggcecgegectcatcaaggcecgectacgcgacgacg

acttctccccecgagegettegagtacatcgagegectgecagecaaaagettttggaccacaacgacgacttegtecage

tgctgctacacggcgttctcggacttccgecctatgggacgecgttccaccggectgtgggecggtecggecactatecctcgg

gcagttccggctggtgcaagcccacgcgaggtttecgecgegtecgegecgacgagggcgacctcecgatcacctcgacaacg

acccgccgtacctcecgggtacctgtgecgeggacatggagecagtactaccagttgttcaacgacgccaaagecgaggte

gaggccgtgagcgccgggcacaagtcggccgaggaggcecgegttgecggattcacgeecctecatcgacgaacgagactt

cgccaagccgatgttcggcttcgggtactgcatcaccggggacaagccgcagctcaacaactcgaagtacagectga

taccggcgatgaagctgatgtactggacgcaaacccgcgcgeccggcagaggtgaagaagtacttcgactacaacccg
atgttcgcgctgctcaaggcgtacatcaccacccgceca tcggcttggctctgaagaagcacgtgtg_
EEEEgaga8E T .CACGTGTAAGTCGACTACTAGAARARAAAACCCCGCCCCTGACAGGGCGGGGTTTTTTTTCCAT
GGCGATTTAGGCAGATCTREHAGHCAGTCAATATGGGTTTGCTGGAAGCGATGCCTCACCATTATTCATGCTGGTGA
TTTTAACTATCAGACTTGATCTATAGCGCTATACCGATCGACGCGCCAGAATCGCAGCCATTCGGAGACAACTGAAA
AAAGAGCTTGCCACAGGAAACAGGAGGTACCGTCACACAGGAAACAatgaacaacattcaattggatcaagcgaacyg
tcaagaagcatcccccgggggcgtacgacgcgaccacacgcecgtggececgecgagectggtacgtecgecgatgecgectcecgaac
ggcctcagggacaagccgaaggagttgacgctttttggeccgteccgtacgtggecgtggcgecgcagecgacggggcaggce
cgtggtgatggaccgccactgctcgcacctgggcgcgaacctggctgacgggcggatcaaggacgggtgcatccagt

gccegtttcaccactggegetacgacgagcaaggcaagtgegttcacatecccecggeccacagegaggtggtgegecag

ctggagccggtgccacgcgcggcgcgceccagecgacgttggtcaccaccgagecgatacggctacgtgtgggtctggta

cggctccccgcagccgctgcacccgcectgecccgaaatcaccgcageccgacgtcgacaacggcgacttcatgcacctge

acttcgcgttcgagacgacgacggcggtcttgecggatcgtcgagaacttctacgacgcacagcacgcaacccccgtyg

cacgcgctcccgatctcggcecttcgaactcaagctcttcgacgactggageccggtggeccggaggttgagtegectgge

ccgggcgggcgcgtggttecggtgccgggatcgacttccacgtaaaccgctacttcggecccectecggecatgcectgtege

gcgcgctcecggcecctgaacatgtcgcagatgaacctgcacttcgatggctacceccggegggtgegtecatgaccgttgece

ctggacgcagacgtcaaatacaaactgctccagtgtgtgacaccggtgagecgacggcaagaacatcatgcacatgct

catctcgatcaagaaggtgggcggcgtcctgcgcecgtgcgaccgacttcecgtgectgttcgggctgcagaccagacagg

cagcggggtacgacgtcaaaatctggaacgggatgaagcccgacggcggcggcgcecgtacagcaagtacgacaagcetce
gtgctcaagtaccgtgcgttctaccgcggctgggtcgaccgtgtcgecgagtgagcagct taagtg_
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BEEEgEgEa8E - 2 aCTTAAGTARGTCGACTAAAARAARACCCCGCCCCTGACAGGGCGGGGTTTTT T T TRGHAGHT CC
GGAACAAGGGAAAACGCAAGCGCAAAGAGAAAGCAGGTAGCTTGCAGTGGGCTTACATGGCGATAGCTAGACTGGGC
GGTTTTATGGACAGCAAGCGAACCGGAATTGCCAGCTGGGGCGCCCTCTGGTAAGGTTGGGAAGCCCTGCAAAGTAA
ACTGGATGGCTTTCTTGCCGCCAAGGATCTGATGGCGCAGGGGATCAAGATCTGATCAAGAGACAGGATGAGGATCG
TTTCGCatgattgctgccaccgaaaccaaagttcacgatttgctcgatgccgagggeccgecgatgtccgecgatgececcg
tgaactgcgcaacgtgctggggcagtttgctaccggtgtgaccgtgatcaccacccgcaccgcagacggceccgecaacyg
tcggtgtgacggccaactcgttctcctcactgtcgectgtcaccggecgctggtgctectggagectggcacgcacggcea
ccgagcctgaaggccttttgectcggecgagccacttcecgeccatcaacgtactgggcgecgecaccagecaccacctgtcecgga
gcagttcgcacgggcagcagccgacaagttcgccggtgtagctcattcctatggcaaggcgggageccccggtgectgg
acgatgtggtggcagtgctggtgtgccgcaacgtcacccagtacgagggcggtgaccacctgatcttcattggcgag
atcgaacaataccgctacagcggcgcagaaccgctggtcttccatgcaggccagtaccgggggctagggagcaatag
agcagaaagcgtcctcaagcacgaataaTCCGGACTCGAG

RBS, gene Strep-tag

Sacl Schnittstelle | ECOICIESEE RBS de Boer  PnagAa Promotor/ (nagR)

Ncol Spel Schnittstelle  Xhol

Miul
Aval
Xmal
Apal
PspOMI
‘-‘Ppi%l Terminator Bba_B1006 A
Tth111l
BstZ171
Tatl

BesS|
Terminator Bba_81006 &

Al pGEB(+)-prnABCDF

dal 133396P8  wwe e

Nrul PragAa Promotor C
++ Aval
++Pwul, RBS de Bosr

AsiSI
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Pseudomonas protegens Pf-5 Pyoluteorin Carrier-Protein und Halogenase PItL und PItA
GenBank: PItL (AAD24885.1), PItA (AAD24884.1)

Extinktionskoeffizient (280 nm) Expasy (oxidized): PItL (9970 wm' cm™), PItA
(59485 m' cm)

Molekulargewicht: PItL (10.1 kDa), PItA (50.7 kDa)

18. pUC19-plitL_pltA:

Aminosauresequenzen:

PItL

MDGEEVKEKIRRYIMEDLIGPSAKEDELDDQTPLLEWGILNSMNIVKLMVYIRDEMGVSIPSTHITGKYFKDLNAIS
RTVEQLKAECA

PItA

MSDHDYDVVIIGGGPAGSTMASYLAKAGVKCAVFEKELFEREHVGESLVPATTPVLLEIGVMEKIEKANFPKKFGAA
WTSADSGPEDKMGFQGLDHDFRSAEILFNERKQEGVDRDFTFHVDRGKFDRILLEHAGSLGAKVEFQGVEIADVEFLS
PGNVIVNAKLGKRSVEIKAKMVVDASGRNVLLGRRLGLREKDPVEFNQFATHSWEDNEDRKSATQSPDKVDYIFIHFL
PMTNTWVWQIPITETITSVGVVTQKONYTNSDLTYEEFFWEAVKTRENLHDALKASEQVRPFKKEADYSYGMKEVCG
DSFVLIGDAARFVDPIFSSGVSVALNSARIASGDIIEAVKNNDFSKSSFTHYEGMIRNGIKNWYEFITLYYRLNILFE
TAFVODPRYRLDILQLLQGDVYSGKRLEVLDKMREITAAVESDPEHLWHKYLGDMQVPTAKPAF

Gensequenz:

CGGCCAGTGAATTCGAGCTCatggacggagaggaagttaaagaaaagattcgtcgctacatcatggaagatttgatc

gggccaagtgcaaaggaagatgagcttgatgaccagactccactactggagtggggcattctcaactcgatgaatat

cgtcaagctcatggtctacatcagggatgaaatgggtgtctcgattccaagtacccatatcaccggaaaatatttta

aagacctgaatgcaatatccaggactgtcgagcaactaaaggccgagtgcgecctaaCAGGGAGTGGGCAatgagcga

tcatgattatgatgtagtgattatcggtggcgggccggecgggttcgaccatggecctectacctggcaaaageccggtyg

tcaaatgcgcggtgttcgaaaaagaactgttcgagcgcgagcatgttggcgagtecgectggtaccggccaccactceccg
gtgctgctggaaatcggggtgatggaaaagatcgagaaagccaacttcccgaagaagttcggcgctgectggacctce
ggcagattccggccccgaagacaagatgggcttccaggggctggaccacgatttcecgttecggecggaaatcctcttca

acgagcgcaagcaggaaggggtcgatcgcgacttcacgttccacgtcgaccgcggcaagttcgaccgcattcttctyg
gagcacgcaggttcgctgggggccaaggtcttccagggcgtggagatcgctgacgtcgagtttctcagecccgggecaa
tgtcattgtcaatgccaagctgggcaagcgcagcgtggagatcaaggccaagatggtggtggatgccagecggtcegea

acgtgctgctgggccgccggctgggecttgcgagaaaaggacccggtcttcaaccagttcgecgattcactectggtte

gacaacttcgaccgcaagtcggcgacgcaaagcccggacaaggtcgactacatcttcattcacttectgeccgatgac

caatacctgggtctggcagatcccgatcaccgaaaccattaccagcgtgggcgtggttacgcagaagcagaactaca

ccaactccgacctcacctatgaagagttcttctgggaagcggtgaagacccgggaaaacctgcatgacgcgctgaag
gcatcggagcaggtccgcccgttcaagaaagaggcggactacagctacggcatgaaagaagtctgtggcgacagcett
cgtgctgatcggcgatgccgcacggttcgtcgaccecgatcttcteccagecggecgtcagegttgecactcaacagtgecge
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Anhang

gcatcgccagcggcgacatcatcgaggcggtgaagaacaacgactttagcaagtccagtttcactcactacgaaggce

atgatcaggaatggcatcaagaactggtatgagttcatcacgctctattaccgcctgaacatcctcttcaccgegtt

cgttcaagacccacgctaccgectggacatectgcaattgectgcaaggggacgtctacageggcaagegectggaag

tgctggacaagatgcgcgaaatcatcgctgcggttgaaagcgacccggaacacctctggcacaagtacctgggcgac

atgcaggttcctaccgccaaacccgcegttctaalCTAGAGTCGACCTGCAGGC

Sacl Schnittstelle, Start- und Stopp-Codon, Gene, genomischer Linker,

Xbal Schnittstelle

Lac Operator ¥ Lac Promotor

pUC19-pitL_pl
4301 bps

genomischer Linker

Bbel
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22. pCC1-NH153(-Strep):

Aminosauresequenzen:

MNNQVQQADVVIIGAGPSGAVAASLLVKKGWHVVVLEQQTFPRFSIGESLLPQCMSFLAEAGLEQAVQTQAQSLGEQ
FKNGAAFQRRGDHTTIDFTEKFSEGPGTTFQVKRADFDKCLADGAMQQGAEIRYQHSVLAFTDCEDGALLEVTDENQ
QGYQIKGRFVLDASGFGRVLPRLLDLESASNFPVRWAFFSHFKDNISDTQFDREKILINVHPEHKDIWYWLIPESDG
TASIGVVGKPEQLEDKQPLAGLNEFIEQDSYLSELLANREAIGEARAIKGYSANVSSLYGEHFALLGNAGEFLDPVE
SSGVTIALKSASLVAPLVDSYLRGEQVDFKNDYSEPLQQGVNCFRTYVSAWYDGSFQDVIFYSEKNQQVREMISAIL
AGYAWDLONPEFVKQSNKRLNTLVELCRDEL

Gensequenz:

AATTGTGAGCGGATAACAATTTCACACAGGAAACA CATatgaacaaccaggtgcagcaggccgacgtggtg

atcatcggcgccggccecgtcgggecgecgtggecgectcegetgectggtgaagaagggcectggcacgtggtggtgectgga
acagcagaccttcccgcgcttctcgatcggcgaatcgctgectgeccgecagtgcatgtcgttcctggeccgaagccggcec

tggaacaggccgtgcagacccaggcccagtcgctgggcttccagttcaagaacggcgecgecttccagecgecgecggce

gaccacaccaccatcgacttcaccgaaaagttctcggaaggcccgggcaccaccttccaggtgaagecgecgecgactt

cgacaagtgcctggccgacggegccatgcagecagggcgecgaaatcecgctaccagecacteggtgetggecttecaceg

actgcgaagacggcgccctgctggaagtgaccgacgaaaaccagcagggctaccagatcaagggccgcttegtgctg

gacgcctcgggcttcggececgegtgcectgeccgecgectgectggacctggaatecggectcecgaacttccecggtgecgetggge

cttcttctcgcacttcaaggacaacatctcggacacccagttcgaccgcgaaaagatcctgatcaacgtgcacccgg

aacacaaggacatctggtactggctgatcccgttctecggacggcaccgectecgatcggegtggtgggcaagecggaa

cagctggaagacaagcagccgctggccggcctgaacgagttcatcgaacaggactcecgtacctgtecggaactgctgge

caaccgcgaagccatcggcgaagcccgegccatcaagggctactcggceccaacgtgtegtecgectgtacggecgaacact

tcgcectgctgggcaacgccggegagttectggacceggtgttctegtecgggegtgaccategecctgaagtecggee

tcgctggtggccccgctggtggactcgtacctgecgcggecgaacaggtggacttcaagaacgactactcggaaccgcet

gcagcagggcgtgaactgcttccgcacctacgtgtcggectggtacgacggcectcecgttccaggacgtgatcettctact

cggaaaagaaccagcaggtgcgcgaaatgatctcggccatcctggeccggctacgectgggacctgcagaacccgttce
gtgaagcagtcgaacaagcgcctgaacaccctggtggaactgtgccgcga cgagctctga-CTCGAGTG-

GCATCCACARTTTGAGARATARGTCGAC A0 T/G
LacO de Boer, RBS de Boer, , Ndel Schnittstelle, Start- und Stopp-

Codon, KESISSRRESEIE. Xho! Schnittstelle, SHEPNEE. Sall' Schnitistelle
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23. pCC1-NC201(-Strep):

Aminosauresequenzen:

MVSQYADVLIIGGSMAGACLARQLKLAHPDMKITVIERKQAFNSWVGESTLESFWDYMANDLKLGEFYLETNHLYKHG
LREYFDSDNRDLSVEELSELGRSWYHGIPAHQIDREKFDNDMVQEFNRELGVDVVMGTTVNEISLDAQQGHTVVTSSG
STYTCRYLVDASGENSPLGKQLGLIESQNDRHPVSSYWGRFKHIELIDHLGSDEWRARSNFTSRALATNHFMYKGYW
IWLIPLNQDTFSIGITAKNNEVNLNIRSAEEFEQFLRSHQALNEILGQHAELLDYTSMKRLSRKAKQSFSTERWELT
GMSSAFLDPLLSPGSAYLTDANRMIGELIEADIAEDAEVFAGKTKAFNAYLLSWYESFMLHITGNYHGSYEVHKTHE
EALLMHWFGFILPSSMSRRYGYCPSLHGMSQDEVNQKATAMIENAATARIHVLKDEFIQLIKGYEYRYNRGHFEFDIE
LTROQRMKHAHTRGAMLDDAATIAELDHALLEVTYQGFLRSLCEIQKVDEFDEEKMPMVVQAAIEDKLSLTHAMQLFHIE
L

Gensequenz:

AATTGTGAGCGGATAACAATTTCACACAGGAAACA CATatgGTGTCGCAGTACGCCGACGTGCTGATCATC
GGCGGCTCGATGGCCGGCGCCTGCCTGGCCCGCCAGCTGAAGCTGGCCCACCCGGACATGAAGATCACCGTGATCGA
ACGCAAGCAGGCCTTCAACTCGTGGGTGGGCGAATCGACCCTGGAATCGTTCTGGGACTACATGGCCAACGACCTGA
AGCTGGGCTTCTACCTGGAAACCAACCACCTGTACAAGCACGGCCTGCGCTTCTACTTCGACTCGGACAACCGCGAC
CTGTCGGTGGAAGAACTGTCGGAACTGGGCCGCTCGTGGTACCACGGCATCCCGGCCCACCAGATCGACCGCGAAAA
GTTCGACAACGACATGGTGCAGTTCAACCGCGAACTGGGCGTGGACGTGGTGATGGGCACCACCGTGAACGAAATCT
CGCTGGACGCCCAGCAGGGCCACACCGTGGTGACCTCGTCGGGCTCGACCTACACCTGCCGCTACCTGGTGGACGCC
TCGGGCTTCAACTCGCCGCTGGGCAAGCAGCTGGGCCTGATCGAATCGCAGAACGACCGCCACCCGGTGTCGTCGTA
CTGGGGCCGCTTCAAGCACATCGAACTGATCGACCACCTGGGCTCGGACGAATGGCGCGCCCGCTCGAACTTCACCT
CGCGCGCCCTGGCCACCAACCACTTCATGTACAAGGGCTACTGGATCTGGCTGATCCCGCTGAACCAGGACACCTTC
TCGATCGGCATCACCGCCAAGAACAACGAAGTGAACCTGAACATCCGCTCGGCCGAAGAATTTGAACAGTTCCTGCG
CTCGCACCAGGCCCTGAACGAAATCCTGGGCCAGCACGCCGAACTGCTGGACTACACCTCGATGAAGCGCCTGTCGC
GCAAGGCCAAGCAGTCGTTCTCGACCGAACGCTGGTTCCTGACCGGCATGTCGTCGGCCTTCCTGGACCCGCTGCTG
TCGCCGGGCTCGGCCTACCTGACCGACGCCAACCGCATGATCGGCGAACTGATCGAAGCCGACATCGCCGAAGACGC
CGAAGTGTTCGCCGGCAAGACCAAGGCCTTCAACGCCTACCTGCTGTCGTGGTACGAATCGTTCATGCTGCACATCA
CCGGCAACTACCACGGCTCGTACGAAGTGCACAAGACCCACTTCGAAGCCCTGCTGATGCACTGGTTCGGCTTCATC
CTGCCGTCGTCGATGTCGCGCCGCTACGGCTACTGCCCGTCGCTGCACGGCATGTCGCAGGACGAAGTGAACCAGAA
GGCCATCGCCATGATCGAAAACGCCGCCATCGCCCGCATCCACGTGCTGAAGGACGAATTTATCCAGCTGATCAAGG
GCTACGAATACCGCTACAACCGCGGCCACTTCTTCGACATCGAACTGACCCGCCAGCGCATGAAGCACGCCCACACC
CGCGGCGCCATGCTGGACGACGCCGCCATCGCCGAACTGGACCACGCCCTGCTGGAAGTGACCTACCAGGGCTTCCT
GCGCTCGCTGTGCGAAATCCAGAAGGTGGACTTCGACGAAGAAAAGATGCCGATGGTGGTGCAGGCCGCCATCGAAG
ACAAGCTGTCGCTGACCCACGCCATGCAGCTGTTCCACATCGAGCTCt g BCTCGAGT Gl CORNOOROAA

ETTGAGARRTANGTCGAC Al AC
LacO de Boer, RBS de Boer, , Ndel Schnittstelle, Start- und Stopp-

Codon, KSISSRRNSEIE xho! Schnittstelle, SHfSHHEg, SallSchnitistelle
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24. pCC1-PrnC-Hiss:

Aminosauresequenzen:

MTQKSPANGHDSNHFDVIILGSGMSGTQOMGAILAKQQFRVLIIEQSSHPRFTIGESSIPETSLMNRIIADRYDIPEL
GHITSFYSTQRYVSSSTGIKRNFGFVFHKPGQEHDPKEFTQCVIPELPWGPESHYYRQDVDAYLLOAATIKYGCTVRQ
KTSVTEYHADKDGVAVTTAEGERFTGRYMIDCGGPGAPLATKFGLREEPCRFKTHSRSLYTHMLGVKPFDDIFKVKG
ORWRWHEGTLHHMFTGGWLWVIPFNNHPRSTNNLVSVGLOQLDPRVYPKTDIPAQQEFDEFLARFPSIGAQFRDAVPV
RDWVKTDRLQFSSNACVGDRYCLMLHANGFIDPLFSRGLENTAVTIHALAARLIKALRDDDEFSPERFEYIERLQOQOKL
LDHNDDFVSCCYTAFSDFRLWDAFHRLWAVGT ILGQFRLVQAHARFRASRDEGDLDHLDNDPPYLGYLCADMEQYYQ
LFNDAKAEVEAVSAGHKSAEEAALRIHALIDERDFAKPMFGFGYCITGDKPQLNNSKYSLIPAMKLMYWTQTRAPAE
VKKYFDYNPMFALLKAYITTRIGLALKKHVHHHHHH

Gensequenz:

AATTGTGAGCGGATAACAATTTCACACAGGAAACA CATatgTGAAAGCTTGAGCTCatgactcagaagagc
cccgcgaacggacacgatagcaaccacttcgacgtaatcatcecctcecggttecgggcatgteccggtacccagatgggggce

catcctggccaaacaacagtttcgecgtgctgatcatcgagcagtegtcgecaccegeggttcacgateggecgaategt

cgatccccgaaacgtctctcatgaaccgcatcatcgctgatcgctacgacattccggagectcggccacatcacctecg

ttctactcgacgcagcgttacgtttcgtcgagcacgggcatcaagecgcaacttcggettcecgtgttccacaaacctgg

ccaggagcacgacccgaaggagttcacccagtgegtcattccecgagetgecegtgggggccggagagecattattace

ggcaggacgtcgacgcctatctgttgcaagcggccatcaaatatggctgcacggtccgeccagaagacgagcecgtgacce

gaatatcacgcggacaaggacggcgtcgcggtgaccaccgeccgagggcgagecggttcaccggeccggtacatgatcga

ctgcggaggacccggcgegecgctggegaccaagttcgggcteccgecgaagagecgtgtegettcaagacgecactege

gcagcctctacacgcacatgctcggggtcaagceccgttcgacgacatcttcaaggtcaaggggcagecgectggecgectgg

cacgaaggaaccctgcaccacatgttcaccggcggctggctctgggtgattccgttcaacaaccacccgcgctcecgac

caataacctggtgagcgtcggectgcagectecgaccecgegtgtcetacccgaaaaccgacattcececcgegecageaggaat

tcgacgagttcctcgcgecggttceccgagcatcggegctcagtteccgggacgececgtgeccagtgecgecgactgggtcaag

accgaccgcctgcagttctcgtcgaacgecctgecgtcggecgaccgctactgectgatgctgcacgecgaacgggttcat

cgacccgctcttctececgggggctecgagaacaccgeggtgaccatccacgegetegeggecgegecteatcaaggege

tacgcgacgacgacttctcccecccgagecgcttecgagtacatecgagecgectgcagcaaaagcttttggaccacaacgac

gacttcgtcagctgctgctacacggcgttctcggacttccgectatgggacgecgttccaccggectgtgggecggtcgg

cactatcctcgggcagttccggctggtgcaagecccacgegaggtttegegegtegegegacgagggegacctegate

acctcgacaacgacccgccgtacctcecgggtacctgtgecgecggacatggagcagtactaccagttgttcaacgacgcec

aaagccgaggtcgaggctgtgagcgceccgggcacaagtcggeccgaggaggccgcecgttgecggattcacgeccctecatcecga

cgaacgagacttcgccaageccgatgttcecggecttegggtactgecatcaccggggacaagecgecagcectcaacaactega

agtacagcctgataccggcgatgaagctgatgtactggacgcaaacccgcgcgccggcagaggtgaagaagtactte

gactacaacccgatgttcgcgctgctcaaggcgtacatcaccacccgcatcggcctggcgctgaagaagcacgtg.

EeEEEEeEEEaEEas - o - Il C T CGAGTGGTCGCATCCACAATTTGAGAAATAA BICERE

LacO de Boer, RBS de Boer, , Ndel Schnittstelle, Sacl

Schnittstelle, Start- und Stopp-Codon, Hiskad, KESISSHMESIEIE. Xho! Schnittstelle,
Sall Schnittstelle
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NH153-Strep
homology cloning seq 1000

pCC1_NH153-Strep

-

homology cloning seq

5358 bps pCC1_NC201-Strep
- ” m%‘%:'”&e, _am  5733bps
~
e

\0’
W A

PmC-Hisg
homology eloning seq ~
5000 -

pCC1-prnC-His6

5855 bps
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25. pETDuet™-1gdh (pGDH)[297, 349, 3501

Aminosauresequenzen:

MYPDLKGKVVAITGAASGLGKAMAIRFGKEQAKVVINYYSNKQDPNEVKEEVIKAGGEAVVVQGDVTKEEDVKNIVQ
TAIKEFGTLDIMINNAGLENPVPSHEMPLKDWDKVIGTNLTGAFLGSREAIKYFVENDIKGNVINMSSVHEVIPWPL
FVHYAASKGGIKLMTKTLALEYAPKGIRVNNIGPGAINTPINAEKFADPKQKADVESMIPMGYIGEPEETAAVAAWL
ASKEASYVTGITLFADGGMTLYPSFQAGRG

Gensequenz:

CCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACCatgtatccggatttaaaaggaaaagtcgtcgcta
ttacaggagctgcttcagggctcggaaaggcgatggccattcgcttcggcaaggagcaggcaaaagtggttatcaac

tattatagtaataaacaagatccgaacgaggtaaaagaagaggtcatcaaggcgggcggtgaagctgttgtcgtcca

aggagatgtcacgaaagaggaagatgtaaaaaatatcgtgcaaacggcaattaaggagttcggcacactcgatatta

tgattaataatgccggtcttgaaaatcctgtgccatctcacgaaatgecgctcaaggattgggataaagtcatcecgge

acgaacttaacgggtgcctttttaggaagccgtgaagecgattaaatatttcgtagaaaacgatatcaagggaaatgt

cattaacatgtccagtgtgcacgaagtgattccttggccgttatttgtccactatgcggcaagtaaaggcgggataa

agctgatgacaaagacattagcgttggaatacgcgccgaagggcattcgecgtcaataatattgggccaggtgcgatce

aacacgccaatcaatgctgaaaaattcgctgaccctaaacagaaagctgatgtagaaagcatgattccaatgggata

tatcggcgaaccggaggagatcgccgcagtagcagectggcecttgcttcgaaggaagccagctacgtcacaggcatca
cgttattcgcggacggcggtatgacactctatccttcattccaggcaggececgeggt taa_ATAATGCTTA
AGTCGAACAGAAAGTAATCGTATTGTACACGGCCGCATAATCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGGAATTGTGAG
CGGATAACAATTCCCCATCTTAGTATATTAGTTAAGTATAAGAAGGAGATATACATATGGCAGATCTCAATTGGATA
TCGGCCGGCCACGCGATCGCTGACGTCGGTACCCTCGAG

RBS, Start- und Stopp-Codon, gen, NBil, Ndel Schnittstelle, Xhol Schnittstelle

5 ehemals Neol

.~ T7prom-2
- 1000 lac operator-2
rbs-2

5000

pETDuet-1-gdh  T7iterminator
8127 bps

2000
~
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26. pBTBX-2* (pBTBX-2_MCS_RBS):

Sequenz der MCS des kommerziellen pBTBX-2:

ACTTTANGNNIINEATATACCCATGG taaaatggtcagtattgagegatalCTAGAGAAT TCGTCAACGAATTCAAG
CTTGATATCATTCAGGACGAGCCTCAGACTCCAGCGTAACTGGACTGARRACAAACTAAAGCGCCCTTGTGGCGCTT
TAGTTTT

[RXloJelel0a L0l oIl I CYER(RS=RSY), Ncol Schnittstelle, Start- und Stop-Codon, Xbal,

SoxR Terminator

Sequenz der MCS des angepassten pBTBX-2*:

TTTTTTTGGEOMAGEACCGCCTATCTCGTGTGAGATAGGCGGAGATACGAACTTTANNNIINEA TATACCCATGGY
cttatascatat cgtcga TCTAGAAAATT

NB&I, Ncol, Ndel, B8, 88l sall, Xbal Schnittstellen, ausgetauschter Bereich MCS

Drdl
Sa
Ncol
Psll
Ndel
Banl|
BiaiHKA
Sacl
Ecobail
Sall
Accl
Nspl }
Afill
BaHKA

T DETBXe2* i PBEROV
3840 bps

Asal
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27. pBTBX-2*-prnD:

Aminosauresequenzen mit His-tag:

MNNIQLDQANVKKHPPGAYDATTRVAASWYVAMRSNGLRDKPKELTLFGRPYVAWRAATGQAVVMDRHCSHLGANLA
DGRIKDGCIQCPFHHWRYDEQGKCVHIPGHSEVVRQLEPVPRAARQPTLVTTERYGYVWVWYGSPQPLHPLPEITAA
DVDNGDFMHLHFAFETTTAVLRIVENFYDAQHATPVHALPISAFELKLEFDDWSRWPEVESLARAGAWFGAGIDFHVN
RYFGPLGMLSRALGLNMSQMNLHFDGYPGGCVMTVALDADVKYKLLQCVTPVSDGKNIMHMLISIKKVGGVLRRATD
FVLFGLQTRQAAGYDVKIWNGMKPDGGGAYSKYDKLVLKYRAFYRGWVDRVASEQLKHHHHHH

Gensequenz:

TTTTTTGGGCTAGCACCGCCTATCTCGTGTGAGATAGGCGGAGATACGAACTTTANGNNIGNE THEHAGH - - gaac
aacattcaattggatcaagcgaacgtcaagaagcatcccccgggggegtacgacgecgaccacacgcgtggececgegag

ctggtacgtcgcgatgcgctcgaacggcctcagggacaageccgaaggagttgacgctttttggeccgteccgtacgtgg
cgtggcgcgcagcgacggggcaggccgtggtgatggaccgccactgctcecgecacctgggecgecgaacctggctgacggg
cggatcaaggacgggtgcatccagtgcccgtttcaccactggcgctacgacgagcaaggcaagtgcegttcacatcce

cggccacagcgaggtggtgcgeccagetggageccggtgccacgecgeggegegecagecgacgttggtecaccaccgage

gatacggctacgtgtgggtctggtacggctccccgecagecgetgecacccgectgecccgaaatcaccgcagececgacgte

gacaacggcgacttcatgcacctgcacttcgcgttcgagacgacgacggcggtcttgecggatcgtcgagaacttcta

cgacgcacagcacgcaacccccgtgcacgegcteccgatecteggecttcecgaactcaagetettecgacgactggagec

ggtggccggaggttgagtcgctggecccgggcecgggcgecgtggttcggtgeccgggatecgactteccacgtaaaccgcectac
ttcggcccecctecggcatgectgtecgecgegegetecggectgaacatgtecgecagatgaacctgcacttcgatggectacce

cggcgggtgcgtcatgaccgttgccctggacgcagacgtcaaatacaaactgctcecagtgtgtgacaccggtgageg

acggcaagaacatcatgcacatgctcatctcgatcaagaaggtgggcggecgtecctgcgeccgtgecgaccgacttecgtg

ctgttcgggctgcagaccagacaggcagcggggtacgacgtcaaaatctggaacgggatgaagcccgacggecggcgg
cgcgtacagcaagtacgacaagctcgtgctcaagtaccgtgegttctaccgecggctgggtcgaccgtgtcgegagtyg
agcagcttaa tgq TCTAGAA

Ribosomenbindestelle M=), Nhel,

BB8l. start- und Stopp-Codon, Higt
f8d, Xbal Schnittstellen, Gen

cc

#6000 1000
PBTBX-2*-pmD-His,
4925 bps

SoxR terminator

SnaBl
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28. pBTBX-2*-pltLA:

Aminosauresequenzen mit His-tag:

PItL:

MGDGEEVKEKIRRYIMEDLIGPSAKEDELDDQTPLLEWGILNSMNIVKLMVYIRDEMGVSIPSTHITGKYFKDLNAT
SRTVEQLKAECA

PItA:

MSDHDYDVVIIGGGPAGSTMASYLAKAGVKCAVFEKELFEREHVGESLVPATTPVLLEIGVMEKIEKANFPKKFGAA
WTSADSGPEDKMGFQGLDHDFRSAEILFNERKQEGVDRDFTFHVDRGKFDRILLEHAGSLGAKVEFQGVEIADVEFLS
PGNVIVNAKLGKRSVEIKAKMVVDASGRNVLLGRRLGLREKDPVENQFATIHSWEDNEDRKSATQSPDKVDYIFIHFL
PMTNTWVWQIPITETITSVGVVTQKONYTNSDLTYEEFFWEAVKTRENLHDALKASEQVRPFKKEADYSYGMKEVCG
DSFVLIGDAARFVDPIFSSGVSVALNSARIASGDIIEAVKNNDFSKSSFTHYEGMIRNGIKNWYEFITLYYRLNILF
TAFVODPRYRLDILQLLQGDVYSGKRLEVLDKMREITAAVESDPEHLWHKYLGDMQVPTAKPAF

Gensequenz:

BEFAGEACCGCCTATCTCGTGTGAGATAGGCGGAGATACGAACTTTAAGAAGGAGATATACCCatgggagacggaga
ggaagttaaagaaaagattcgtcgctacatcatggaagatttgatcgggccaagtgcaaaggaagatgagcttgatg

accagactccactactggagtggggcattctcaactcgatgaatatcgtcaagctcatggtctacatcagggatgaa

atgggtgtctcgattccaagtacccatatcaccggaaaatattttaaagacctgaatgcaatatccaggactgtcga

gcaactaaaggccgagtgcgcctaaCAGGGAGTGGGCAatgagcgatcatgattatgatgtagtgattatcggtgge

gggccggcgggttecgaccatggectectacctggcaaaagecggtgtcaaatgegeggtgttcegaaaaagaactygtt

cgagcgcgagcatgttggcgagtcgctggtaccggeccaccactccggtgectgectggaaatcggggtgatggaaaaga

tcgagaaagccaacttcccgaagaagttcggcgectgcctggacctcecggcagatteccggeccecgaagacaagatgggce

ttccaggggctggaccacgatttcecgttecggecggaaatcctettcaacgagecgecaagecaggaaggggtegategega

cttcacgttccacgtcgaccgcggcaagttcgaccgcattcttctggagcacgcaggttcgectgggggccaaggtct

tccagggcgtggagatcgctgacgtcgagtttctcageccecgggcaatgtcattgtcaatgccaagectgggcaagecge
agcgtggagatcaaggccaagatggtggtggatgccagcggtcgcaacgtgctgctgggeccgecggectgggcttgeg
agaaaaggacccggtcttcaaccagttcgcgattcactcctggttcgacaacttcgaccgecaagtcggcgacgcaaa

gcccggacaaggtcgactacatcttcattcacttectgeccgatgaccaatacctgggtctggcagatcccgatcacce

gaaaccattaccagcgtgggcgtggttacgcagaagcagaactacaccaactccgacctcacctatgaagagttcett

ctgggaagcggtgaagacccgggaaaacctgcatgacgcgctgaaggcatcggagcaggtcecgececcgttcaagaaag

aggcggactacagctacggcatgaaagaagtctgtggcgacagcttcgtgctgatcggcgatgccgcacggttcgte

gacccgatcttctccagecggegtcagegttgcactcaacagtgecgecgecatcecgeccageggecgacatcatcgaggeggt

gaagaacaacgactttagcaagtccagtttcactcactacgaaggcatgatcaggaatggcatcaagaactggtatg

agttcatcacgctctattaccgcctgaacatcctcttcaccgecgttcegttcaagacccacgctaccgecctggacatce

ctgcaattgctgcaaggggacgtctacagcggcaagcgcctggaagtgctggacaagatgcgcgaaatcattgectge

ggttgaaagcgacccggaacacctctggcacaagtacctgggcgacatgcaggttectaccgecaaacccgegttct

aatctagaa

N8I, Ncol, Xbal Schnittstellen, Gene, genomischer Linker

255



Anhang

oo PBTBX-2*pHLA
5436 bps
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Anhang

29. pBTBX-2*-prnFnagR:

Gensequenz:

TTTTTTGCEOMAGEACCGCCTATCTCGTGTGAGATAGGCGGAGATACGAACT TTARGAAGGAGATATACCCATGCHER
BBl CGGTCACTGAGAGGATCGGACATAAGGCCACTTACACAGAAGGAGCCCIHMMME -t gattgctgccaccgaaa
ccaaagttcacgatttgctcgatgccgagggccgegatgtececgegatgececgtgaactgegcaacgtgctggggecag

tttgctaccggtgtgaccgtgatcaccacccgcaccgcagacggccgcaacgtecggtgtgacggccaactegttcte

ctcactgtcgctgtcaccggcgctggtgctctggagecctggcacgcacggcaccgagcectgaaggecttttgectecgg

cgagccacttcgccatcaacgtactgggcgcgcaccagcaccacctgtcggagcagttcgcacgggcagcageccgac
aagttcgccggtgtagctcattcctatggcaaggcgggageccccggtgectggacgatgtggtggcagtgectggtgtg
ccgcaacgtcacccagtacgagggcggtgaccacctgatcttcattggcgagatcgaacaataccgctacagecggecg

cagaaccgctggtcttccatgcaggccagtaccgggggctagggagcaatagagcagaaagcgtcecctcaagcacgaa
caccaccaccaccaccact g[SRI GTAACTGGACTGAAAACAAACTARAGCGCCCTTGTGGCGCTTTAGTTTT
GTTCCGCGG_CAGTCAATATGGGTTTGCTGGAAGCTTATGCTTCAGAGAAAAGCTCGACGAACAACTGACGT
AGCCACATGTTGCCCGGATCCCGGTTGTACTTGGCATGCCAAAACAGGTTGATGGCGATGTCGGGCAGCTTGGCCGG
GTGCGGGGATGTCGTCAGACCAAAAGGCAATTTGCAGCGAACGGCAAAACGCTGCGGCACGGTCGCGATGAGGTCGG
TGCTGTGCAGAATGGGGCCGATCGCAATGAAATGCGGCACCACCAGCCGCATGCGCCTTTTGATGCCTGCGCGTTCG
AGCAGGCCATCGACCTCACCGTGTCCGGTGTTGAGTGCGACCACGCCGACATGGTCCAGTTCACTGAACTGTTTCAG
GCTCATGGGGGATTTGGCGCTTGGATGGTCCTTGCGGAACATGCATACGTAGCGGTCGCGAAAGAGGCGCCGCTGGA
AGAATCCGGTCTGTAGCTCTGGCAGAAGACCCAAGGCGAGATCAACCGCACCGGACTCCATATCCTCCTTCAGATTG
CCAGCATTCGGGCGCAGCGTGCTGATCTGGATGTGAGGAGCACGTTGCGCAAGCGCTTCCATCAGTGGGGGCATGAA
GTACATCTCGCCGATGTCGGTCATTGCCAAGTTGAAGGTGCGCGTGCTGGCAAATGGGTCGAAAGAGTCACGGGTCG
TCAGTGCCGTCTGCAGCGTGTTGAGCGCATAGATCACGGGCTCCGCAAGATGCAGTGCATACGGTGTCGGCTCCATG
CCTTTTGAGGTGCGCAAGAACAAATCGTCCTTTAGCGCCGCACGCAGCCGTTTAAGTGAATTGCTGACGGCAGGCTG
CGTCAGCCCCAGTTTTTCGCCGGCCGTCGATACGCTCCGGTCGAGCAGTAGCTGGTTGAAGACCACCAGCAGATTCA
AGTCGATGTCGCGCAGATCCATGATGCCTCACCATTATTCATGCTGGTGATTTTAACTATCAGACTTGATCTATAGC
GCTATACCGATCGACGCGCCAGAATCGCAGCCATTCGGAGACAACTGAAAAAAGAGCTTGCCACAGGAAACAGGAGG
TACCGGCCCAAGTTCACTTAAAAAGGAGATCAACAATGAAAGCAATTTTCGTACTGAAACATCTTAATCATGCTAAG
GAGGTTTTCATatgGCAACTCAGAAGAGCCCCGCGAACGGACTCTAGA

NB&l, RBS (SD), Ncol, SE8l, ESSRI, Ndel, araBAD promoter

Xbal Schnittstellen, nagR/PnagAa, Start- RBS

und Stopp-Codon, Gen EcoR
EcoRV prF-Hisé Nhel

SoxR terminator

pBTBX-2*-prnFnagR  n:r

KanR 1000 5699 bps

2000
~

PnagAa Promotor
SD1
sbh2

SoxR terminator
pBBR1 Rep
PBER oriV

3000

Ndel
Xbal
EcoRV

Xhol
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30. pBTBX-2*-prnFnagRprnCD:

Aminosauresequenzenzen:

PrnF-Hiss:

MIAATETKVHDLLDAEGRDVRDARELRNVLGQFATGVTVITTRTADGRNVGVTANSFSSLSLSPALVLWSLARTAPS
LKAFCSASHFAINVLGAHQHHLSEQFARAAADKFAGVAHSYGKAGAPVLDDVVAVLVCRNVTQYEGGDHLIFIGEIE
QYRYSGAEPLVFHAGQYRGLGSNRAESVLKHEHHHHHH

PrnC-Hiss:

MATQKSPANGHDSNHFDVIILGSGMSGTQMGAILAKQQFRVLIIEQSSHPRFTIGESSIPETSLMNRIIADRYDIPE
LGHITSEFYSTQRYVSSSTGIKRNFGFVFHKPGQEHDPKEFTQCVIPELPWGPESHYYRQDVDAYLLQAATIKYGCTVR
QKTSVTEYHADKDGVAVTTAEGERFTGRYMIDCGGPGAPLATKFGLREEPCRFKTHSRSLY THMLGVKPEFDDIFKVK
GORWRWHEGTLHHMFTGGWLWVIPFNNHPRSTNNLVSVGLQLDPRVYPKTDIPAQQEFDEFLARFPSIGAQFRDAVP
VRDWVKTDRLQFSSNACVGDRYCLMLHANGFIDPLEFSRGLENTAVTIHALAARLIKALRDDDFSPERFEYIERLQQOK
LLDHNDDFVSCCYTAFSDFRLWDAFHRLWAVGTILGQFRLVQAHARFRASRDEGDLDHLDNDPPYLGYLCADMEQYY
QLFNDAKAEVEAVSAGHKSAEEAALRIHALIDERDFAKPMEGEFGYCITGDKPQLNNSKYSLIPAMKLMYWTQTRAPA
EVKKYFDYNPMFALLKAYITTRIGLALKKHVHHHHHH

PrnD-Hiss:

MNNIQLDQANVKKHPPGAYDATTRVAASWYVAMRSNGLRDKPKELTLFGRPYVAWRAATGQAVVMDRHCSHLGANLA
DGRIKDGCIQCPFHHWRYDEQGKCVHIPGHSEVVRQLEPVPRAARQPTLVTTERYGYVWVWYGSPQPLHPLPEITAA
DVDNGDFMHLHFAFETTTAVLRIVENFYDAQHATPVHALPISAFELKLEFDDWSRWPEVESLARAGAWFGAGIDFHVN
RYFGPLGMLSRALGLNMSQMNLHFDGYPGGCVMTVALDADVKYKLLQCVTPVSDGKNIMHMLISIKKVGGVLRRATD
FVLFGLQTRQAAGYDVKIWNGMKPDGGGAYSKYDKLVLKYRAFYRGWVDRVASEQLKHHHHHH

Gensequenz:

TTTTTTGGEOBRBEACCGCCTATCTCGTGTGAGATAGGCGGAGATACGAACT TTARGAAGGAGATATACCCATGCER
BB GGGTCACTGAGAGGATCGGACATAAGGCCACTTACACAGARGGAGCCCEMMMB-gattgctgccaccgaaa
ccaaagttcacgatttgctcgatgccgagggccgcgatgtcecgecgatgeccegtgaactgecgecaacgtgctggggcag

tttgctaccggtgtgaccgtgatcaccacccgcaccgcagacggccgcaacgtcggtgtgacggeccaactegttcte

ctcactgtcgctgtcaccggecgctggtgctectggagectggcacgcacggecaccgagectgaaggecttttgetegg

cgagccacttcgccatcaacgtactgggcgcgcaccagcaccacctgtcggagcagttcgcacgggcagcagececgac
aagttcgccggtgtagctcattcctatggcaaggcgggageccccggtgectggacgatgtggtggecagtgectggtgtg
ccgcaacgtcacccagtacgagggcggtgaccacctgatcttcattggcgagatcgaacaataccgctacagecggeg

cagaaccgctggtcttccatgcaggccagtaccgggggctagggagcaatagagcagaaagcgtcecctcaagcacgaa
caccaccaccacca ccactga-CGTAACTGGACTGAAAACAAACTAAAGCGCCCTTGTGGCGCTTTAGTTTT
GTTCCGCGG_CAGTCAATATGGGTTTGCTGGAAGCTTATGCTTCAGAGAAAAGCTCGACGAACAACTGACGT
AGCCACATGTTGCCCGGATCCCGGTTGTACTTGGCATGCCAAAACAGGTTGATGGCGATGTCGGGCAGCTTGGCCGG
GTGCGGGGATGTCGTCAGACCAAAAGGCAATTTGCAGCGAACGGCAAAACGCTGCGGCACGGTCGCGATGAGGTCGG
TGCTGTGCAGAATGGGGCCGATCGCAATGAAATGCGGCACCACCAGCCGCATGCGCCTTTTGATGCCTGCGCGTTCG
AGCAGGCCATCGACCTCACCGTGTCCGGTGTTGAGTGCGACCACGCCGACATGGTCCAGTTCACTGAACTGTTTCAG
GCTCATGGGGGATTTGGCGCTTGGATGGTCCTTGCGGAACATGCATACGTAGCGGTCGCGAAAGAGGCGCCGCTGGA
AGAATCCGGTCTGTAGCTCTGGCAGAAGACCCAAGGCGAGATCAACCGCACCGGACTCCATATCCTCCTTCAGATTG
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CCAGCATTCGGGCGCAGCGTGCTGATCTGGATGTGAGGAGCACGTTGCGCAAGCGCTTCCATCAGTGGGGGCATGAA
GTACATCTCGCCGATGTCGGTCATTGCCAAGTTGAAGGTGCGCGTGCTGGCAAATGGGTCGAAAGAGTCACGGGTCG
TCAGTGCCGTCTGCAGCGTGTTGAGCGCATAGATCACGGGCTCCGCAAGATGCAGTGCATACGGTGTCGGCTCCATG
CCTTTTGAGGTGCGCAAGAACAAATCGTCCTTTAGCGCCGCACGCAGCCGTTTAAGTGAATTGCTGACGGCAGGCTG
CGTCAGCCCCAGTTTTTCGCCGGCCGTCGATACGCTCCGGTCGAGCAGTAGCTGGTTGAAGACCACCAGCAGATTCA
AGTCGATGTCGCGCAGATCCATGATGCCTCACCATTATTCATGCTGGTGATTTTAACTATCAGACTTGATCTATAGC
GCTATACCGATCGACGCGCCAGAATCGCAGCCATTCGGAGACAACTGAAARAAGAGCTTGCCACAGGAAACAGGAGG
TACCGGCCCAAGTTCACTTAAAAAGGAGATCAACAATGAAAGCAATTTTCGTACTGAAACATCTTAATCATGCTAAG
GAGGTTTTCATatggcaactcagaagagccccgcgaacggacacgatagcaaccacttcgacgtaatcatcecteggt

tcgggcatgtccggtacccagatgggggccatcctggccaaacaacagtttcgecgtgcectgatcatcgagecagtcecgtce

gcacccgcggttcacgatcggcgaatcgtcgatccceccgaaacgtctctecatgaaccgcatcatcecgetgatcgetacg

acattcccgaactcggccacatcacctegttctactegacgcagegttacgtttegtegagecacgggcatcaagege

aacttcggcttcgtgttccacaaacctggccaggagcacgacccgaaggagttcacccagtgcgtcattecccgagcet

gccgtgggggccggagagceccattattaccggcaggacgtcgacgcectatctgttgcaagecggceccatcaaatatgget

gcacggtccgccagaagacgagcgtgaccgaatatcacgcggacaaggacggcgtcgecggtgaccaccgeccgagggce

gagcggttcaccggccggtacatgatcgactgcggaggacccggecgegecgectggegaccaagttcecgggctecgega

agagccgtgtcgcttcaagacgcactcgcgcagcectctacacgcacatgctcggggtcaagececgttcgacgacatcet

tcaaggtcaaggggcagcgctggcgctggcacgaaggaaccttgcaccacatgttcaccggecggectggectctgggtyg

attcecgttcaacaaccacccgcgctcgaccaataacctggtgagegtecggectgecagetecgacccgegtgtcetaccee

gaaaaccgacattcccgcgcagcaggagttcgacgagttcctecgegecggttcecccgagecatcggecgectcagtteccggg

acgccgtgccagtgcgcgactgggtcaagaccgaccgcctgcagttctecgtcgaacgectgecgtcggcgaccgctac

tgcctgatgctgcacgecgaacgggttcatcgacccgctcecttcectececcgggggectegaaaacaccgeggtgaccatceca

cgcgctcgcggcgcgcctcatcaaggcgctacgcgacgacgacttctccececcgagegettcgagtacatcgagegece

tgcagcaaaagcttttggaccacaacgacgacttcgtcagctgctgctacacggecgttctcggacttccgectatgg

gacgcgttccaccggctgtgggecggteggcactatectegggecagtteccggetggtgcaageccacgegaggttteg

cgcgtcgcgcgacgagggcgacctcgatcacctcgacaacgacccgccgtacctcecgggtacctgtgecgecggacatgg

agcagtactaccagttgttcaacgacgccaaagccgaggtcgaggccgtgagcgeccgggcacaagtcggeccgaggag

gccgegttgeggattcacgecctecatcgacgaacgagacttcegeccaagecgatgtteggettegggtactgecatcac

cggggacaagccgcagctcaacaactcgaagtacagcectgataccggecgatgaagectgatgtactggacgcaaacce

gcgcgccggcagaggtgaagaagtacttcgactacaacccgatgttcgegectgctcaaggecgtacatcaccacccge

atcggcttggctctgaagaagcacgtgcaccaccaccaccaccactgaCAGCCAGTTACATCTATACCTGTAAGTTC

TATCCGAGAAGGAGATACTAGTatgaacaacattcaattggatcaagcgaacgtcaagaagcatcccccgggggcgt

acgacgcgaccacacgcgtggccgcgagctggtacgtcgecgatgcgectcgaacggectcagggacaageccgaaggag

ttgacgctttttggcecgtcecgtacgtggecgtggecgegecagegacggggcaggeccgtggtgatggaccgecactgete

gcacctgggcgcgaacctggctgacgggcggatcaaggacgggtgcatccagtgccecgtttcaccactggegctacyg

acgagcaaggcaagtgcgttcacatccccggccacagcgaggtggtgecgeccagectggageccggtgeccacgecgecggecyg

cgccagccgacgttggtcaccaccgagecgatacggctacgtgtgggtctggtacggctecccecgecagecgetgcaccee

gctgcccgaaatcaccgcagccgacgtcgacaacggcgacttcatgcacctgcacttcgecgttcgagacgacgacgg

cggtcttgcggatcgtcgagaacttctacgacgcacagcacgcaaccccecgtgcacgcegctcecccgatctcecggectte
gaactcaagctcttcgacgactggagccggtggccggaggttgagtcgectggecccgggecgggecgegtggtteggtge
cgggatcgacttccacgtaaaccgctacttcggcccececctecggecatgcectgtegecgegecgetcggecctgaacatgtcecge

agatgaacctgcacttcgatggctaccccggcgggtgecgtcatgaccgttgccctggacgcagacgtcaaatacaaa

ctgctccagtgtgtgacaccggtgagcgacggcaagaacatcatgcacatgctcatctcgatcaagaaggtgggcgg

cgtcctgcgccgtgcgaccgacttecgtgctgttcgggctgcagaccagacaggcagcggggtacgacgtcaaaatct

ggaacgggatgaagcccgacggcggcggcgcgtacagcaagtacgacaagctcgtgctcaagtaccgtgcgttctac

cgcggctgggtcgaccgtgtcgcgagtgagcagcecttaagcaccaccaccaccaccactgaACTAGTTCTAGAAAATT
CGTCAACEREENS ~GCTT[gNUNSA TTC
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NR€l, RBS (SD), Ncol, B8l EE8RI, Ndel, Spel, Xbal, [F55%, 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 Xbal und die EcoRI Schnittstelle am Ende.
P2.1:

cgcggctgggtcgaccgtgtcecgegagtgagecagettaagcaccaccaccaccaccactgaACTAGTTCTAAAAATTC
GTCAACAAATTCAAGCTTERNNNKSATTC

P4

cgcggctgggtcgaccgtgtcgcgagtgagcagcttaagcaccaccaccaccaccactgaACTAGTTCTAGAAAATT
CGTCAACEREEES ~GC T T[NUNNEA TTC

pBTBX-2-prnFnagRCD =" ol
-
wmo  O971Dbps

-
PBER1 Rep

pBBR orlV
SoxR terminator

pBTBX-2-prnFnagRCD 0 el
2000 2

w0 B571bps
pBBR1 Re;

PBBR orV
SoxR termingior
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31. pBTBX-2*-PRN ptac:

Basiert auf pBTBX-2*-prnFnagRprnCD P2.1 ohne Xbal und EcoRI am Ende.

Aminosauresequenzenzen:

PrnA-Strep:

MGNKPIKNIVIVGGGTAGWMAASYLVRALQQQVNITLIESAAIPRIGVGEATIPSLOKVFFDFLGIPEREWMPQVNG
AFKAAIKFVNWRKSPDPSREDYFYHLFGSVPNCDGVPLTHYWLRKREQGFQQPMAYACYPQPGALDGKLAPCLADGT
ROMSHAWHFDAHLVADFLKRWAVERGVNRVVDEVVEVQLNDRGYISTLLTKEGRTLEADLFIDCSGMRGLLINQALK
EPFIDMSDYLLCDSAVASAVPNDDAREGVEPYTSATIAMNSGWTWKIPMLGREGSGYVESSKFTSRDQATADFLKLWG
LSDNQQLNQIKFRVGRNKRAWVNNCVSIGLSSCFLEPLESTGIYFIYAALYQLVKHFPDTSFDPRLRDAFNAEIVYM
FDDCRDFVQAHYFTTSREDTPFWLANRHELRLSDAIQEKVERYKAGLPLTTTSFDDSTYYETFDYEFKNFWLNGNYY
CIFAGLGMLPDRSLPLLOQHRPESIQKAEAMFASIRREAERLRTSLPTNYDYLRSLRDGAQLSRNQHGPTLAAQERQH
VWSHPQFEK

PrnB-Hiss:

MERTLNRVSAFAATHAAVAACDPLQARALVLQLPALNRDKDVPGIVGLLRDFLPVSGVPSSWGEFVEAAAAMRDIGEF
LGSLKRHGHEPVDLVPGLERVLLDLARVTDLPPRETLLHVTVWNPAAADAQRSYTGLPDEAHLLESVRISMAALEAA
IALTVELSDVSLRSPAFAQGCDELEAYLOKMVESIVYAYRFISPQVFYDELRPFYEPIRVGGQSYLGPGAVEMPLEV
LEHVLWGSQSDDPAYREFKETYLPYVLPAYRAVYARFATEPALIDRALDEARAAGTQGEHVRAGLTALERVFKVLLR
FRAPHLKLAERAYEAGRSGPTTGSGGYAPSMLGDLLTLTCAARSRIRAALDESLKHHHHHH

Gensequenz:

EETAGEACCGCCTATCTCGTGTGAGATAGGCGGAGATACGAACTTTAAGARGGAGATATACCCatgggaaacaagec
aatcaagaatatcgtcatcgtgggcggcggcaccgcgggctggatggccgcttecgtacctecgtccgggecgectccaac

agcaggtaaacatcacgctcatcgagtctgcggcgatcccececggatecggegtgggecgaggcecgaccatccecgagtttyg

cagaaggtgttcttcgacttcctecgggataccggagecgggagtggatgccccaagtgaacggegecttcaaggeege

gatcaagttcgtgaactggagaaaatctcccgacccatcgecgecgaagattacttctaccatttgttcggcagegtge

cgaactgcgacggcgtgccgcttacccactactggctgcgcaagcgcgaacagggcttccagcaaccgatggegtac

gcgtgctacccgcagcccggggccctcgacggcaagctggcaccttgecctggecgacggcacccgecagatgtccecea
cgcgtggcacttcgacgcgcacctggtggceccgacttcttgaagecgctgggeccgtcgagegecggggtgaategegtgg
tcgacgaggtcgtggaggttcaactgaacgaccgcggctacatctccaccctgttaaccaaggaagggcggacgctyg

gaggcggacctgttcatcgactgctceccggcatgecgagggcetectgatcaatcaggeccctgaaggaacccttcecatega

catgtccgactacctgctgtgcgacagcgcggtcgeccagcgeccgtgcecccaacgacgacgcgecgecgagggggtcecgage

cgtacacctccgcaattgccatgaactcgggatggacctggaagattccgatgctgggeccggttecggcagecggectac

gtcttcteccagcaagttcacctecgegegaccaggccaccgecgacttectcaaactctggggecteteggacaatcea

gcagctcaaccagatcaagttccgggtcgggcgcaacaagcgggecgtgggtcaacaactgcgtctcecgatcgggectgt

cgtcgtgctttctggagccectggaatcgacgggaatctacttcatctacgecggcgctttaccaactcgtgaagecac

ttcccegacacctegttecgaccegeggttgegegacgcattcaacgecgagategtcetacatgttegacgactgeeyg

agacttcgtccaggcgcactatttcactacgtcgecgcgaagacacgeccgttctggectecgcgaaccggcacgaactgce

ggctctcggacgccatccaggagaaggttgagcgctacaaggccgggctgceccactgaccaccacctcecgttcgacgat

tccacgtactacgagacgttcgactacgagttcaagaacttctggttgaacggcaactactactgcatctttgeccgyg
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cctgggcatgctgcccgaccggtcgctgcecgctecctgcagcaccgaccggagtecgatccagaaggeccgaagecgatgt

tcgccagcatccggcgcgaagccgagecgectgecgecacgagectgeccgacgaactacgactacctgecggtcecactgcegt

gacggcgcgcagctgtcgcgcaaccagcacgggccgacgctcgecggegecaggaacgccagcacgtgtggtegecatcee
acaatttgagaaataaCACGTGTAAGTCGACTACTAGAAAAAAAAACCCCGCCCCTGACAGGGCGGGGTTTTTTTTC
ATATGCGATTTAGGCGAAAGCTT-CAGCTGTGTGGAATTGTGA
GCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAatggaacgcaccttgaaccgggtatccgcattcgcggccacacacgctgce

cgtggcggcctgcgatccgctacaggcacgcgegctggttctgcagectgececggecctgaaccgtgacaaggacgtgce

ccggcatcgtcggcecctgctgegcgatttcecctcececggtgageggecgtgececcteccagetggggcttegtcgaagecgec

gccgcgatgcgggacatcggtttettectggggtegetcaageggcacggacatgageccgtggacctggtgecegg

gcttgaacgggtgctgctcgacctggcacgggtgaccgacttgcecgececgecgcgagacactcctgecatgtgacggtct

ggaacccggcggcggccgatgcgecageggagctacaccgggetgeccgacgaagegcacctgetecgaaagegtgege

atctcgatggecggccctcgaageggecategegttgaccgtegagetgteegatgtatecectgegetegecegegtt

cgcgcaagggtgcgatgagctggaagcctacctgcagaaaatggtcgaatcgatcgtctacgecgtaccgcttcatcet

cgccccaggtcttctacgatgagctgcgeccccttctacgaaccgattcgagtcgggggeccagagectacctcggececce

ggcgccgtagaaatgcccctcecttcecgtgectggagecacgtcecctgtggggctecgecaatcggacgacccagegtatecgaga

gttcaaagagacgtacctgccctacgtgcttcccgegtacagggcggtctacgctcggttcgeccacagageccggege
tcatcgaccgcgcgctcgacgaggcgcgagecggecgggtacgcagggcgagecacgtceccgggectgggectgacggeccte
gaacgggtcttcaaggtcctgctgcgcttccgggegectcacctcaaattggecggagecgggcatacgaageccgggcecg

cagcggccccacaaccggcagegggggctacgecgeccageatgcteggegatctactcacgetcacctgtgecgege

ggtcccgcatccgcgccgegetcecgatgaatcccttaagcaccaccatcatcaccactaaCTTAAGGGGTCACTGAGA
GGATCGGACATAAGGCCACTTACACAGAAGGAGCCCHMMME -t oattgctgccaccgaaaccaaagttcacgattt
gctcgatgccgagggccgcgatgtccgecgatgeccecgtgaactgecgcaacgtgectggggcagtttgectaccggtgtga

ccgtgatcaccacccgcaccgcagacggccgcaacgtcggtgtgacggccaactcecgttctcecctcactgtcecgectgtca

ccggcgctggtgcectctggagectggcacgcacggcaccgagcectgaaggecttttgectecggecgagecacttegeecat

caacgtactgggcgcgcaccagcaccacctgtcggagcagttcgcacgggcagcagecgacaagttegeecggtgtag

ctcattcctatggcaaggcgggagccccggtgectggacgatgtggtggcagtgectggtgtgeccgecaacgtecacccag

tacgagggcggtgaccacctgatcttcattggcgagatcgaacaataccgctacagcggcgcagaaccgctggtcectt

ccatgcaggccagtaccgggggctagggagcaatagagcagaaagcgtcctcaagcacgaacaccaccaccaccace
act g[SRI C GTAACTGGACTGARAACAAACTARAGCGCCCTTGTGGCGCTTTAGT TTTGTTCCGCGCEIRGEC
AGTCAATATGGGTTTGCTGGAAGCTTATGCTTCAGAGAAAAGCTCGACGAACAACTGACGTAGCCACATGTTGCCCG
GATCCCGGTTGTACTTGGCATGCCAAAACAGGTTGATGGCGATGTCGGGCAGCTTGGCCGGGTGCGGGGATGTCGTC
AGACCAAAAGGCAATTTGCAGCGAACGGCAAAACGCTGCGGCACGGTCGCGATGAGGTCGGTGCTGTGCAGAATGGG
GCCGATCGCAATGAAATGCGGCACCACCAGCCGCATGCGCCTTTTGATGCCTGCGCGTTCGAGCAGGCCATCGACCT
CACCGTGTCCGGTGTTGAGTGCGACCACGCCGACATGGTCCAGTTCACTGAACTGTTTCAGGCTCATGGGGGATTTG
GCGCTTGGATGGTCCTTGCGGAACATGCATACGTAGCGGTCGCGARAGAGGCGCCGCTGGARAGAATCCGGTCTGTAG
CTCTGGCAGAAGACCCAAGGCGAGATCAACCGCACCGGACTCCATATCCTCCTTCAGATTGCCAGCATTCGGGCGCA
GCGTGCTGATCTGGATGTGAGGAGCACGTTGCGCAAGCGCTTCCATCAGTGGGGGCATGAAGTACATCTCGCCGATG
TCGGTCATTGCCAAGTTGAAGGTGCGCGTGCTGGCAAATGGGTCGARAGAGTCACGGGTCGTCAGTGCCGTCTGCAG
CGTGTTGAGCGCATAGATCACGGGCTCCGCAAGATGCAGTGCATACGGTGTCGGCTCCATGCCTTTTGAGGTGCGCA
AGAACAAATCGTCCTTTAGCGCCGCACGCAGCCGTTTAAGTGAATTGCTGACGGCAGGCTGCGTCAGCCCCAGTTTT
TCGCCGGCCGTCGATACGCTCCGGTCGAGCAGTAGCTGGTTGAAGACCACCAGCAGATTCAAGTCGATGTCGCGCAG
ATCCATGATGCCTCACCATTATTCATGCTGGTGATTTTAACTATCAGACTTGATCTATAGCGCTATACCGATCGACG
CGCCAGAATCGCAGCCATTCGGAGACAACTGAAAAAAGAGCTTGCCACAGGARACAGGAGGTACCGGCCCAAGTTCA
CTTAAAAAGGAGATCAACAATGAAAGCAATTTTCGTACTGARACATCTTAATCATGCTAAGGAGGTTTTCATAEGgC

aactcagaagagccccgcgaacggacacgatagcaaccacttcgacgtaatcatcecctcggttecgggcatgtceccggta

cccagatgggggccatcctggccaaacaacagtttcgegtgctgatcatcgagcagtecgtcgcaccecgeggttcacg

atcggcgaatcgtcgatccccgaaacgtctctcatgaaccgecatcategectgatcgetacgacatteccgaactegg

ccacatcacctcgttctactcgacgcagcgttacgtttcgtcgagcacgggcatcaagecgcaacttcggcttegtgt

tccacaaacctggccaggagcacgacccgaaggagttcacccagtgcecgtcattccecgagetgececgtgggggecggag

agccattattaccggcaggacgtcgacgectatctgttgcaageggccatcaaatatggctgecacggtcecgecagaa
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gacgagcgtgaccgaatatcacgcggacaaggacggcgtcgecggtgaccaccgceccgagggcgageggttcaccggcece

ggtacatgatcgactgcggaggacccggcgcgccgectggcgaccaagttcecgggcteccgecgaagagecgtgtegette

aagacgcactcgcgcagcctctacacgcacatgecteggggtcaageegttegacgacatcttcaaggtcaaggggea

gcgctggcgctggcacgaaggaaccttgcaccacatgttcaccggcggctggctctgggtgatteccgttcaacaacce

acccgcgctcgaccaataacctggtgagcgtcggecctgcagectcgacccgecgtgtctacccgaaaaccgacattcce

gcgcagcaggagttcgacgagttcectegegeggtteccgagecateggegetecagttecgggacgeegtgeccagtgeg

cgactgggtcaagaccgaccgcctgcagttctecgtcgaacgectgecgtcggcgaccgctactgcecctgatgectgecacg

cgaacgggttcatcgacccgctcttctcecccgggggectcgaaaacaccgecggtgaccatccacgecgectcgecggecgege

ctcatcaaggcgctacgcgacgacgacttctcceccecgagegettegagtacatecgagegectgecagcaaaagetttt

ggaccacaacgacgacttcgtcagctgctgctacacggecgttctecggacttccgecctatgggacgecgttccaccgge
tgtgggcggtcggcactatcctcgggcagttccggctggtgcaagecccacgecgaggtttcgegegtcgecgecgacgag
ggcgacctcgatcacctcgacaacgacccgccgtacctcecgggtacctgtgecgecggacatggagcagtactaccagtt
gttcaacgacgccaaagccgaggtcgaggccgtgagcgeccgggcacaagtecggeccgaggaggeccgegttgeggatte
acgccctcatcgacgaacgagacttcgccaagccgatgttcggcttecgggtactgcatcaccggggacaageccgecag

ctcaacaactcgaagtacagcctgataccggcgatgaagctgatgtactggacgcaaacccgcgecgecggecagaggt

gaagaagtacttcgactacaacccgatgttcgcgctgctcaaggcgtacatcaccacccgcatcggcttggctctga
agaagcacgtgcaccaccaccaccaccactgaCAGCCAGTTACATCTATACCTGTAAGTTCTATCCGAGAAGGAGAT
ACTAGTatgaacaacattcaattggatcaagcgaacgtcaagaagcatcccccgggggcgtacgacgcgaccacacyg

cgtggccgcgagctggtacgtcgcgatgcgctcgaacggecctcagggacaageccgaaggagttgacgectttttggec
gtccgtacgtggcgtggcgcgcagcgacggggcaggceccgtggtgatggaccgccactgctcgcacctgggecgecgaac
ctggctgacgggcggatcaaggacgggtgcatccagtgcccecgtttcaccactggcgectacgacgagcaaggcaagtg

cgttcacatccccggccacagegaggtggtgcgecagectggagecggtgeccacgegeggegegecagecgacgttgg

tcaccaccgagcgatacggctacgtgtgggtctggtacggctccccgcageccgctgcacccgectgeccgaaatcacce

gcagccgacgtcgacaacggcgacttcatgcacctgcacttecgegttcgagacgacgacggecggtcecttgeggategt

cgagaacttctacgacgcacagcacgcaacccccgtgcacgcecgctcecccgatctcecggecttcgaactcaagectectteg
acgactggagccggtggccggaggttgagtcgctggeccecgggecgggegegtggttcggtgececgggatcgacttccac
gtaaaccgctacttcggcccecctcggecatgctgtecgegegegetcecggectgaacatgtcecgcagatgaacctgcecactt

cgatggctaccccggegggtgcgtcatgaccgttgeccctggacgcagacgtcaaatacaaactgcteccagtgtgtga

caccggtgagcgacggcaagaacatcatgcacatgctcatctcgatcaagaaggtgggcggegtecctgecgecgtgeg

accgacttcgtgctgttcgggctgcagaccagacaggcagcggggtacgacgtcaaaatctggaacgggatgaagcecc

cgacggcggcggcgcgtacagcaagtacgacaagctcgtgctcaagtaccgtgcegttctaccgecggctgggtcecgace
gtgtcgcgagtgagcagcttaagcaccaccaccaccaccac tgaACTAGTTCTAGAAAATTCGTCAAC-AAG
CTTELNPNNSATTC

NE8I, RBS (SD), Ncol, [EEEl, ESSRI,
Ndel, Spel, Xbal, [H25%,
Schnittstellen, nagR/PnagAa, Start-
und Stopp-Codon, Gen, [Rele

pBBR1Rep ¢

peeronv  PBTBX-2_PRNptac pme-His,
oo 11489 bps
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Pseudomonas protegens Pf-5 Tryptophan-Halogenase PrnA
GenBank: AAY92870.1
Extinktionskoeffizient (280 nm) Expasy (oxidized): 100770 m™' cm’

Molekulargewicht: 62.3 kDa

32. pET28a(+)-prnA-Hise:

Aminosauresequenz:

MGNKPIKNIVIVGGGTAGWMAASYLVRALQQQVNITLIESAATPRIGVGEATIPSLOKVFFDFLGIPEREWMPQVNG
AFKAAIKFVNWRKSPDPSREDYFYHLFGSVPNCDGVPLTHYWLRKREQGFQQPMAYACYPQPGALDGKLAPCLADGT
ROMSHAWHFDAHLVADFLKRWAVERGVNRVVDEVVEVQLNDRGYISTLLTKEGRTLEADLFIDCSGMRGLLINQALK
EPFIDMSDYLLCDSAVASAVPNDDAREGVEPYTSAIAMNSGWTWKIPMLGRFGSGYVESSKETSRDOQATADELKLWG
LSDNQOLNQIKFRVGRNKRAWVNNCVSIGLSSCFLEPLESTGIYFIYAALYQLVKHFPDTSFDPRLRDAFNAEIVYM
FDDCRDFVQAHYFTTSREDTPFWLANRHELRLSDAIQEKVERYKAGLPLTTTSFDDSTYYETFDYEFKNFWLNGNYY
CIFAGLGMLPDRSLPLLQHRPESIQKAEAMFASIRREAERLRTSLPTNYDYLRSLRDGAQLSRNQHGPTLAAQERQL
EHHHHHH

Gensequenz:

TCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACCCatgggaaacaagccaatcaagaatatcgtcatcgt
gggcggcggcaccgcgggctggatggccgcttecgtacctcecgteccgggecgectceccaacagecaggtaaacatcacgctca

tcgagtctgcggcgateccccecggatecggegtgggecgaggcgaccatcecccgagtttgecagaaggtgttcttegactte

ctcgggataccggagcgggagtggatgccccaagtgaacggcgcecttcaaggeccgecgatcaagttecgtgaactggag

aaaatctcccgacccatcgcgcgaagattacttctaccatttgttecggcagegtgeccgaactgecgacggegtgeccge

ttacccactactggctgcgcaagcgecgaacagggcttcecagecaaccgatggegtacgegtgetacccgcageccggg

gccctcgacggcaagctggcaccttgectggccgacggcaccecgccagatgtcecccacgecgtggcacttcgacgegea
cctggtggccgacttcttgaagcgctgggeccgtecgagegeggggtgaatecgegtggtecgacgaggtecgtggaggtte
aactgaacgaccgcggctacatctccaccctgttaaccaaggaagggcggacgctggaggcggacctgttcatcgac

tgctccggcatgcgagggctcctgatcaatcaggeccctgaaggaacccttcatcgacatgtceccgactacctgetgtg

cgacagcgcggtcgccagcgecgtgcecccaacgacgacgcgecgecgagggggtcecgageecgtacacctecgcaattgeca

tgaactcgggatggacctggaagattccgatgectgggeccggttcggcageggctacgtcttectccagecaagttcace

tcgcgcgaccaggccaccgccgacttcectcaaactectggggectectecggacaatcagcagctcaaccagatcaagtt

ccgggtcgggcgcaacaagcgggcgtgggtcaacaactgcgtctcgatcecgggctgtegtcecgtgcectttctggageecce

tggaatcgacgggaatctacttcatctacgecggecgctttaccaactcgtgaagecacttcceccgacacctegttegac

ccgcggttgcgcgacgcattcaacgccgagatecgtctacatgttecgacgactgeccgagacttcecgtccaggegcacta

tttcactacgtcgcgcgaagacacgccgttctggctcgecgaaccggcacgaactgecggctctecggacgeccatccagg

agaaggttgagcgctacaaggccgggctgccactgaccaccacctegttegacgattccacgtactacgagacgtte

gactacgagttcaagaacttctggttgaacggcaactactactgcatctttgccggectgggcatgctgceccgaccg

gtcgctgccgctcectgcagcaccgaccggagtcgatccagaaggceccgaagecgatgttecgeccagecatceccggecgecgaag

ccgagcgectgecgcacgagectgccgacgaactacgactacctgeggtcactgegtgacggegegecagetgtegege

aaccagcacgggccgacgctcgecggcgcaggaacgccagetega tgaGATCCGGCTGC
TAACAAAGCCCGAAAGGAAG
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Xbal, Ribosombindestelle (RBS), Ncol, start and stop codon, Xhol, HISETAG

pET28a(+)-prnA-His,

5000
= 6848 bps
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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.
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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
Verhaltnis 3:1. Fir APRN (B) der Retentionszeit 12.00 min ist das Isotopenmuster m/z: 226.014, 227.986, 230.009 im
Verhaltnis 9:6:1. PRN (C) mit Retentionszeit 12.34 min hat die Massen m/z: 255.945, 257.978, 259.037 im Verhaltnis

9:6:1.
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Chromatogramme der Substrate und Umsetzungen in der Untersuchung des
Substratspektrums von PrnC.
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Abbildung 117: GC-MS-Chromatogramm von MDA (22c) (11.36 min) als DMSO-Stock (3.14 min) geldst in Reaktionspuffer
zu einer Konzentration von 60 puMm (5 % (v/v) DMSO). Extraktion erfolgte mit Essigsaureethylester. Gel6st war darin IS m-
Chlortoluol (4.49 min).
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GC-MS chimairygraem Ciwneriion of MDA
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Abbildung 118: GC-MS-Chromatogramm der Umsetzung von MDA (22c) zu APRN (22b) (12.00 min). Die Reaktion wurde fiir
1 h bei 35 °C durchgefiihrt. Das zusatzliche Signal bei 12.35 min ist ein oxidatives Nebenprodukt.
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GO-ME chmmatngram 3-PF
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Abbildung 119: GC-MS-Chromatogramm von 3-PP (22j) (9.95 min) als DMSO-Stock (3.12 min) gel6st in Reaktionspuffer zu
einer Konzentration von 60 um (5 % (v/v) DMSO). Extraktion erfolgte mit Essigsaureethylester. Gelést 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 fiir 1 h bei 35 °C durchgefiihrt.
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GC-MS chmmatngram JHTCPP
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Abbildung 121: GC-MS-Chromatogramm von 3-mCPP (22k) (10.81 min) als DMSO-Stock (3.15 min) gel6st in
Reaktionspuffer zu einer Konzentration von 60 pm (5 % (v/v) DMSO). Extraktion erfolgte mit Essigsaureethylester.
Geldst 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 fiir 1 h bei 35 °C durchgefiihrt.
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GC-MS chmmatngram 3-oNPP
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Abbildung 123: GC-MS-Chromatogramm von 3-oNPP (22i) (11.17 min) als DMSO-Stock (3.12 min) gel6st in
Reaktionspuffer zu einer Konzentration von 60 pm (5 % (v/v) DMSO). Extraktion erfolgte mit Essigsaureethylester. Gelost
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 fiir 1 h bei 35 °C durchgefihrt.
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Abbildung 125: GC-MS-Chromatogramm von 3-pPyP (22I) (10.55 min) als DMSO-Stock (3.12 min) geldst in
Reaktionspuffer zu einer Konzentration von 60 um (5 % (v/v) DMSO). Extraktion erfolgte mit Essigsaureethylester. Gelost

war darin IS m-Chlortoluol (4.46 min).
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Abbildung 126: GC-MS-Chromatogramm zur Umsetzung von 3-pPyP (22I) (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) geldst in
Reaktionspuffer zu einer Konzentration von 60 pm (5 % (v/v) DMSO). Extraktion erfolgte mit Essigsaureethylester. Gelost

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) gelést in
Reaktionspuffer zu einer Konzentration von 60 um (5 % (v/v) DMSO). Extraktion erfolgte mit Essigsaureethylester.
Geldst 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.
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Abbildung 132: GC-MS-Chromatogramme zur Kalibrierung von APRN (22b). In schwarz gezeigt sind die extrahierten
lonen-Chromatogramme (EIC) des IS m-Chlortoluol (5.36 min) und in rot die EIC von APRN (22b) (12.88 min). Jede Ebene
reprasentiert die Chromatogramme der verschiedenen APRN-Konzentrationen (1 um — 10 pm) als Duplikate. Die obere
Nummer jedes Signals gibt die Retentionszeit in Minuten und die untere Nummer die Gesamtflache des Signals an.
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14.2.2 NMR-Spektren

14.2.2.1 2-Brom-6-chlorbenzoesaure (39):

LR R A R R R R T R R R R

Il

CO,H
cl e X _Br
2
5 3
4
2-Brom-6-
chlorbenzoesaure

adf

n

L |

Abbildung 133: 'H- und "*C-NMR-Spektren von 39 in CDCl3 (600 MHz/151 MHz).
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Abbildung 134: 'H- und "*C-NMR-Spektren von 40 in CDCl3s (600 MHz/151 MHz).
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Abbildung 135: "H- und "*C-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): 4 3Cl
[/ \;
5 N’ 2
LEEELLEEEL) LR >—jl\—<
3-Chlor-1-
s (triisopropylsilyl)-
t 1H-pyrrol

8
A
Moo L
3 1 1 5
L] 75 70 65 &0 55 50 45 40 as 30 3 w 15 0 [ L] o0
L gemt
i i L
Y] [ 2

| I

I il
14 §4 i 4

:'uxinx'uu‘nniuu'n'uiuu'siuv'sénu'sn‘n':iu-'ah'sa‘nz’sb:’sia

Abbildung 136: "H- und "*C-NMR-Spektren von 26¢ in CDCl3 (600 MHz/151 MHz).
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Abbildung 137: "H- und "*C-NMR-Spektren von 26d in CDCls (600 MHz/151 MHz).
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14.2.2.6 3-Chlor-4-BPin-N-(TIPS)-1H-pyrrol (26e):
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Abbildung 138: 'H- und "*C-NMR-Spektren von 26e in CDCls (600 MHz/151 MHz).
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Abbildung 139: 'H- und "*C-NMR-Spektren von N-TIPS-22b in CDCls (600 MHz/151 MHz).27%]
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14.2.2.8 Aminopyrrolnitrin (APRN) (22b):

2'-Chlor-6'-(4-chlor-1H-pyrrol-
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Abbildung 140: 'H- und "*C-NMR-Spektren von 22b in CDCls (600 MHz/151 MHz).27%]
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Quantitatives NMR:
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Abbildung 141: 'H-gNMR-Spektrum von 22b in DMSO-ds (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)):

2'-Chlor-6'-(1-(triisopropylsilyl)-
1H-pyrrol-3-yl) anilin
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Abbildung 142: 'H-NMR-Spektrum von N-TIPS-22¢ in CDCls (600 MHz/151 MHz).279]
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14.2.2.10 Monodechloraminopyrrolnitrin (MDA) (22c):
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Abbildung 143: "H- und "*C-NMR-Spektren von 22c¢ in CDCl3 (600 MHz/151 MHz).1279]
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14.2.2.11 3-(o-Nitrophenyl)-N-(TIPS)-1H-pyrrol (N-TIPS-22i):

3-(2'-Nitrophenyl)-1-
(triisopropylsilyl)-1H-pyrrol
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Abbildung 144: 'H-NMR-Spektrum von N-TIPS-22i in CDCls (600 MHz/151 MHz).
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14.2.2.12 3-(ortho-Nitrophenyl)-1H-pyrrol (3-oNPP) (22i):
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Abbildung 145: "H- und '3C-NMR-Spektren von 22i in CDCl3z (600 MHz/151 MHz).
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14.2.2.13 3-(meta-Chlorphenyl)-1H-pyrrol (3-mCPP) (22k)
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Abbildung 146: 'H- und '*C-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):
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Abbildung 147: "H- und "3C-NMR-Spektren von 22j in CDCl3z (600 MHz/151 MHz).[37"]
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14.2.2.15 3-(para-Pyridinyl)-1H-pyrrol (3-pPyP) (22I)
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Abbildung 148: "H- und "3C-NMR-Spektren von 221 in DMSO-ds (600 MHz/151 MHz).1371
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14.2.2.16 Monodechloraminofuralnitrin (MDAF) (44)

2'-Chlor-6'-(furan-
3-yhanilin
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Abbildung 149: "H- und "*C-NMR-Spektren von 44 in CDCl3 (600 MHz/151 MHz).[370
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14.2.2.17 1-Benzylnicotinamid (BNA) (21d) 3 01
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Abbildung 150: 'H-NMR-Spectrum von 21d in DMSO-d6 (600 MHz).[8". 3721
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14.3 Proteinkristallisation:

Das Screening erfolgte mit zwei verschiedenen Screening-Kits.

Einerseits mit dem Crystallization Low lonic 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 lonic 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-HCI (pH 6.5) 0.05M, PEG 3350 4%
26. 89146 Bis-TRIS-HCI (pH 6.5) 0.05M, PEG 3350 12%
27. 89776 Bis-TRIS-HCI (pH 6.5) 0.05M, PEG 3350 20%
28. 87316 Bis-TRIS-HCI (pH 6.5) 0.05M, PEG 3350 28%
29. 86313 Imidazole-HCI (pH 7.0) 0.05M, PEG 3350 4%
30. 95479 Imidazole-HCI (pH 7.0) 0.05M, PEG 3350 12%
31. 74563 Imidazole-HCI (pH 7.0) 0.05M, PEG 3350 20%
32. 94774 Imidazole-HCI (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-HCI (pH 8.0) 0.05M, PEG 3350 4%
38. 80866 TRIS-HCI (pH 8.0) 0.05M, PEG 3350 12%
39. 89785 TRIS-HCI (pH 8.0) 0.05M, PEG 3350 20%
40. 95129 TRIS-HCI (pH 8.0) 0.05M, PEG 3350 28%




Anhang

Nummer | Sigma Aldrich Name

41. 92477 TRIS-HCI (pH 8.5) 0.05M, PEG 3350 4%
42. 94611 TRIS-HCI (pH 8.5) 0.05M, PEG 3350 12%
43. 94586 TRIS-HCI (pH 8.5) 0.05M, PEG 3350 20%
44, 94845 TRIS-HCI (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 Il Suite der Qiagen GmbH (Hilden, Deutschland).

https://www.giagen.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 erhaltlich zu sein scheint, sei als Alternative NEXTAL
BIOTECHNOLOGIES NeXtal DWBIlock JCSG Core Il 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 Il (NeXtal Tubes).

Nummer | Well

Salz

Puffer

Féllungsmittel Finaler
pH

Cat. No. (Refill-Hit
Solution, 4 x 12.5 mL
tubes

9.5

1 A1 0.2 M Sodium chloride 0.1 M CAPS pH | 20% (w/v) PEG 8000 136301-01
10.5

2 A2 0.2 M Sodium chloride 0.1 M CHES pH 1.26 M Ammonium sulfate 136301-02
9.5

3 A3 1.0 M Sodium citrate 0.1 M CHES pH 136301-03
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Nummer | Well | Salz Puffer Fallungsmittel Finaler Cat. No. (Refill-Hit
pH Solution, 4 x 12.5 mL
tubes

4 A4 0.2 M Sodium chloride 0.1 M CHES pH 10% (w/v) PEG 8000 136301-04
9.5

5 A5 0.1 M Bicine pH | 10% (w/v) PEG 20000; 2% (v/v) 1,4- 136301-05
9.0 Dioxane

6 A6 0.1 M Sodium chloride 0.1 M Bicine pH | 20% (w/v) PEG 550 MME 136301-06
9.0

7 A7 1.0 M Lithium chloride 0.1 M Bicine pH | 10% (w/v) PEG 6000 9.0 136301-07
9.0

8 A8 0.1M TRIS pH 8.5 5% (w/v) PEG 8000; 20% (v/v) PEG 136301-08

300; 10% (v/v) Glycerol

9 A9 0.01 M Nickel chloride 0.1MTRISpH8.5 | 20% (w/v) PEG 2000 MME 136301-09

10 A10 0.1MTRISpH8.5 | 20% (v/v) Ethanol 136301-10

11 A11 0.1 M TRIS-HCI 20 M Ammonium dihydrogen 136301-11
pH 8.5 phosphate

12 A12 0.1 M TRIS-HCI | 8% (w/v) PEG 8000 136301-12
pH 8.5

13 B1 0.1 M TRIS-HCI 2.0 M Ammonium sulfate 136301-13
pH 8.5

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 10% (w/v) PEG 8000 136301-15
pH 8.0

16 B4 0.2 M Magnesium chloride 0.1 M Imidazole | 35% (v/v) MPD 136301-16
pH 8.0

17 B5 1.0 M Lithium chloride 0.1MTRISpH8.5 | 20% (w/v) PEG 6000 8.0 136301-17

18 B6 0.1MTRISpH8.5 | 20% (w/v) PEG 6000 8.0 136301-18

19 B7 0.2 M Lithium Acetate 20% (wiv) PEG 3350 136301-19

20 B8 0.2 M Magnesium chloride 0.1M  Imidazole | 40% (v/v) MPD 136301-20
pH 8.0

21 B9 0.2 M Magnesium chloride 0.1 M HEPES pH 15% (v/v) Ethanol 136301-21
75

22 B10 0.1 M HEPES pH | 70% (v/v) MPD 136301-22
7.5

23 B11 0.085 M Sodium | 17% (w/v) PEG 4000; 15% (v/v) 136301-23
HEPES pH 7.5 Glycerol; 8.5% (v/v) Isopropanol
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Nummer | Well | Salz Puffer Fallungsmittel Finaler Cat. No. (Refill-Hit
pH Solution, 4 x 12.5 mL
tubes
24 B12 0.6M sodium dihydrogen 0.075 M Sodium | 25% (v/v) Glycerol 136301-24
phosphate/ 0.6 M  potassium HEPES pH 7.5
dihydrogen phosphate

25 c1 0.18 M Magnesium chloride 0.09 M Sodium | 27% (viv) PEG 400; 10% (v/v) 136301-25
HEPES pH 7.5 Glycerol

26 c2 0.1 M Sodium | 2% (viv) PEG 400; 20 M 136301-26
HEPES pH 7.5 Ammonium sulfate

27 Cc3 0.2 M Magnesium chloride 0.1 M Sodium | 30% (v/iv) PEG 400 136301-27
HEPES pH 7.5

28 C4 0.2 M Sodium chloride 0.1M Na/K | 50% (v/v) PEG 200 136301-28
phosphate pH 6.2

29 C5 0.2 M Sodium fluoride 20% (w/v) PEG 3350 136301-29

30 Cc6 0.2 M Lithium sulfate 0.1MTRISpH7.0 | 2.0 M Ammonium sulfate 136301-30

31 c7 0.2 M Calcium acetate 0.1M Sodium | 40% (v/v) PEG 300 136301-31
cacodylate pH 6.5

32 c8 0.1MTRISpH7.0 | 20% (w/v) PEG 1000 136301-32

33 Cc9 1.0 M Lithium chloride 0.1 M HEPES pH 10% (w/v) PEG 6000 7.0 136301-33
7.0

34 c10 0.1 M HEPES pH 10% (w/v) PEG 6000 7.0 136301-34
6.5

35 c11 0.2 M Sodium chloride 0.1M Na/K | 40% (v/v) PEG 400 136301-35
phosphate pH 6.2

36 c12 0.1M Sodium 50% (v/v) PEG 200 136301-36
citrate pH 5.5

37 D1 0.1M Na/K | 25% (v/v) 1,2-Propanediol; 10% 136301-37
phosphate pH 6.2 (v/v) Glycerol

38 D2 0.2 M Sodium nitrate 20% (wiv) 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 | 40% (v/v) PEG 600 136301-42
citrate pH 5.5

43 D7 0.2 M Magnesium chloride 0.1 M Sodium | 20% (w/v) PEG 1000 136301-43
cacodylate pH 6.5

44 D8 0.2 M Magnesium chloride 0.1 M Sodium 10% (w/v) PEG 3000 136301-44

cacodylate pH 6.5
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Nummer | Well | Salz Puffer Fallungsmittel Finaler Cat. No. (Refill-Hit
pH Solution, 4 x 12.5 mL
tubes

45 D9 0.2 M Lithium sulfate 0.1 M Sodium | 30% (v/v) PEG 400 136301-45
cacodylate pH 6.5

46 D10 0.2 M Sodium chloride 0.1 M Sodium | 2.0 M Ammonium sulfate 136301-46
cacodylate pH 6.5

47 D11 0.1 M MES pH 6.5 12% (w/v) PEG 20000 136301-47

48 D12 0.2 M Lithium sulfate 20% (wiv) PEG 3350 136301-48

49 E1 0.2 M Sodium chloride 0.1 M Na/K | 20% (w/v) PEG 1000 136301-49
phosphate pH 6.2

50 E2 0.1 MMES pH 5.0 10% (v/v) MPD 6.0 136301-50

51 E3 1.0 M Lithium chloride 0.1MMESpH®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 0.1MMESpH5.0 | 5% (w/v) PEG 6000 6.0 136301-53

54 E6 0.2 M Zinc acetate 0.1M Imidazole 25% (viv) 1,2-Propanediol; 10% 136301-54
pH 8.0 (vlv) Glycerol

55 E7 0.2 M Zinc acetate 0.1M  Imidazole | 40% (v/v) PEG 600 136301-55
pH 8.0

56 E8 0.5 M Ammonium sulfate 0.1M TRIS pH 7.0 30% (v/v) PEG 600; 10% (v/v) 136301-56

Glycerol

57 E9 1.0 M Lithium sulfate 0.1 M Sodium | 0.5M Ammonium sulfate 136301-57
citrate pH 5.6

58 E10 0.2 M Ammonium acetate 0.1 M Sodium | 30% (w/v) PEG 4000 136301-58
citrate pH 5.6

59 E11 24% (wlv) PEG 1500; 20% (v/v) 136301-59

Glycerol

60 E12 0.2 M Sodium chloride 0.1M Sodium | 40% (v/v) PEG 300 136301-60
acetate pH 4.5

61 F1 0.1M Sodium | 35% (v/v) MPD; 10% (v/v) Glycerol 136301-61
acetate pH 4.5

62 F2 0.1M Phosphate- | 40% (v/v) PEG 300 136301-62
citrate pH 4.2

63 F3 0.1M Sodium | 5% (w/iv) PEG 1000; 50% (v/v) 136301-63
acetate pH 4.5 Ethylene glycol

64 F4 0.1 M Sodium chloride 0.1M Sodium | 30% (v/v) PEG 200 136301-64
acetate pH 4.5

65 F5 0.1M Sodium | 40% (v/v) 1,2-Propanediol 136301-65
acetate pH 4.5

306




Anhang

Nummer | Well | Salz Puffer Fallungsmittel Finaler Cat. No. (Refill-Hit
pH Solution, 4 x 12.5 mL
tubes

66 Fé 0.1M Sodium | 40% (v/v) Ethylene glycol 136301-66
acetate pH 4.5

67 F7 0.1 M Sodium 10% (v/v) MPD 5.0 136301-67
acetate pH 5.0

68 F8 0.1 M Citric acid | 2.4 M Ammonium sulfate 5.0 136301-68
pH 4.0

69 F9 0.1 M Citric acid | 1.6 M Ammonium sulfate 5.0 136301-69
pH 4.0

70 F10 0.1 M Citric acid | 0.8 M Ammonium sulfate 5.0 136301-70
pH 4.0

7 F11 1.0 M Lithium chloride 0.1 M Citric acid | 20% (w/v) PEG 6000 5.0 136301-71
pH 5.0

72 F12 0.1M Phosphate- 5% (w/v) PEG 3000; 25% (v/v) 1,2- 136301-72
citrate pH 4.2 Propanediol; 10% (v/v) Glycerol

73 G1 2.0 M Ammonium sulfate; 5% (v/v) 136301-73

Isopropanol

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 1.0 M Hexanediol 136301-76
acetate pH 4.6

77 G5 0.08 M Sodium 1.6 M Ammonium sulfate; 20% (v/v) 136301-77
acetate pH 4.6 Glycerol

78 G6 0.07 M Sodium 5.6% (w/v) PEG 4000; 30% (v/v) 136301-78
acetate pH 4.6 Glycerol

79 G7 0.14 M Calcium chloride 0.07 M Sodium | 30% (v/iv) Glycerol; 14% (v/v) 136301-79
acetate pH 4.6 Isopropanol

80 G8 0.16 M Ammonium sulfate 0.08 M Sodium | 20% (w/v) PEG 4000; 20% (v/v) 136301-80
acetate pH 4.6 Glycerol

81 G9 0.018 M Calcium chloride 0.09 M Sodium | 27% (v/v) MPD; 10% (v/v) Glycerol 136301-81
acetate pH 4.6

82 G10 0.1 M Sodium | 2.0 M Ammonium sulfate 136301-82
acetate pH 4.6

83 G111 0.2 M Zinc acetate 0.1 M Sodium | 10% (w/v) PEG 3000 136301-83
acetate pH 4.5

84 G12 0.2 M Ammonium sulfate 0.1M Phosphate- | 20% (v/v) PEG 300; 10% Glycerol 136301-84
citrate pH 4.2

85 H1 0.2 M Calcium acetate 0.1 M Sodium | 30% (v/v) PEG 400 136301-85

acetate pH 4.5
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Nummer | Well | Salz Puffer Fallungsmittel Finaler Cat. No. (Refill-Hit
pH Solution, 4 x 12.5 mL
tubes

86 H2 0.2 M Lithium sulfate 0.1 M Sodium | 30% (w/v) PEG 8000 136301-86
acetate pH 4.5

87 H3 25% (vlv) Ethylene glycol 136301-87

88 H4 0.2 M Lithium sulfate 0.1 M Phosphate- 10% (v/v) Isopropanol 136301-88
citrate pH 4.2

89 H5 0.2 M Sodium chloride 0.1 M Phosphate- | 20% (w/v) PEG 8000 136301-89
citrate pH 4.2

90 H6 10% (wiv) PEG 1000; 10% (w/v) 136301-90

PEG 8000
91 H7 0.17 M Ammonium sulfate 25.5% (w/v) PEG 4000; 15% (v/v) 136301-91
Glycerol
92 H8 30% (wiv) PEG 1500 136301-92
93 H9 0.4 M Ammonium dihydrogen 136301-93
phosphate

94 H10 35% (v/v) 1,4-Dioxane 136301-94

95 H11 0.1 M Citric acid | 10% (v/v) MPD 4.0 136301-95
pH 2.5

96 H12 0.1 M Citric acid 20% (wiv) PEG 6000 4.0 136301-96
pH 2.5
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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-Hise. Eingesetzt wurden 500 pm MDA (22c) als Substrat und 0.3 mg/mL
(~ 4.5 um) Enzym. Dargestellt sind die Ergebnisse als relative Umsetzungen durch Quotientenbildung (Normalisierung)
der Singlaflache von APRN (22b) zu internem Standard. Die héchste normalisierte Produkt-Signalflache 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-Aktivitat | C: pH-Wert D: [FAD] E: [NADPH] F: [NaCl ] Relative Umsetzung
[*C] [mu/m] [um] [um] [mw] %

17 20 20 7 7 500 50 100

30 24 20 34 8 500 50 100

22 29 20 34 7 500 1000 10

29 27 20 34 8 500 50 100

18 14 20 7 7 500 50 100

32 4 40 34 8 500 1000 100

20 13 40 7 7 500 1000 100

25 17 20 7 8 500 1000 10

23 6 40 34 7 500 50 10
5 31 20 34 7 10 1000 100

13 26 20 34 8 10 50 10

21 21 20 34 7 500 1000 10

24 12 40 34 7 500 50 10 2.09
26 8 20 7 8 500 1000 10 2.60
6 1" 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 &l
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Std Run Faktor 1 Faktor 2 Faktor 3 Faktor 4 Faktor 5 Faktor 6 Response
A: Temperatur B: SsuE-Aktivitat | C: pH-Wert D: [FAD] E: [NADPH] F:[NaCl ] Relative Umsetzung
[°Cl [mu/mL] [um] [um] [mw] %
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
19 1 40 7 7 500 1000 100
4 32 40 7 7 10 1000 10
3 15 40 7 7 10 1000 10
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Tabelle 29: Bestimmung der kinetischen Parameter fiir die Chlorierung mit PrnC-Hisg. Gezeigt sind die
Konzentrationen des Substrats MDA (22c), sowie die Zunahme der Flachenquotienten aus dem Produkt APRN (22b)
und internem Standard (IS) m-Chlortoluol pro Zeit in Minuten und Enzymkonzentration in mg/mL. Aus diesen Werten
wurden zusatzlich mit Hilfe der Kalibrierung und dem Molekulargewicht (MW) von PrnC-Hisg die spezifischen
Aktivitaten [mu/mg], sowie die Reaktionsraten [min-'] bestimmt.

A normalisierte Fliche APRN

A normalisierte Fliche APRN

MDA AZeit = c(PrnC) AZeit » c(PrnC) Mittelwert Standardabweichung
Probe 1 Probe 2
[uM] [min"" mg™! mL]
20 3.08 #1072 2.99 +102 3.03 102 6.12 410
30 3.31+102 3.29+102 3.30+102 1.53+10*
40 3.57 #1072 3.44 4102 3.51+102 9.25+10*
100 4.32+10? 4.48 102 4.40 4102 1.13+10°
300 4.54 +10° 4.55+102 4.54 4102 9.30+10°
1000 5.02 +10 4.89+102 4.95 102 9.48 +10*
1500 5.17 +102 4.88+102 5.02+102 2.08+10°
1750 4.94 4102 4.38+102 4.66 +102 3.92+10°%
2000 4.93 410 4.82+102 4.87 +10? 7.81+10*
MDA Spez. Aktivitat Probe 1 Spez. Aktivitiat Probe 2 Mittelwert Standardabweichung
[uM] [mu mg-']
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
[uM] [min™]
20 1.024 0.993 1.009 213102
30 1.104 1.097 1.100 5.35+10°
40 1.197 1.152 1.175 3.22+102
100 1.457 1.512 1.484 3.94 10
300 1.533 1.537 1.535 3.24 410
1000 1.701 1.654 1.678 3.30+102
1500 1.753 1.651 1.702 7.24 4102
1750 1.672 1.480 1.576 1.37 +10"
2000 1.670 1.631 1.650 2.72 10
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15. MOLEKULVERZEICHNIS

Tabelle 30: Liste der chemischen Strukturen fiir die in dieser Arbeit vorkommenden Molekiile mit Namen,

Strukturformeln und Molekilnummern. Die Nummern mit Asterisk (*) wurden in dieser Arbeit synthetisiert.

Nr. Molekiilname Struktur Molekiil-Nr. | Versuchs-Nr.
1 Hypohalogensaure HO—X 1
Hypochlorsaure HO—cCI 1a
Hypobromsaure HO—Br 1b
X
4 N-Halogensuccinimid oﬂfo 2
(|2I
5 N-Chlorsuccinimid oﬂ\fo 2a
!
6 N-lodsuccinimid oﬂfo 2b
7 Vancomycin 3
8 Ledipasvir 4
9 Dacomitinib 5
10 Rebeccamycin i N H i 6
Cl Cl
HO OH
/O
N
11 Imidacloprid N= "’kNH 7
C\ 7 |
NO,
N~ N
SN o
12 Atrazin m j/ 8
&
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Nr. Molekiilname Struktur Molekiil-Nr. | Versuchs-Nr.
Cl_Cl
13 Caldariomycin HO.. OH 9
14 1,3-Cyclopentadion Oﬁ‘o 10
NH,
N
{7y
15 5-FDA NN 1
(o}
F
OH OH
[¢)
PGS
NS0
16 Flavin OH 12
17 Riboflavin 12a
18 FMN 12b
19 FAD Ho™ O NH, 12¢
0 o) N N
HO-P-0-P-OH %f\/)
" ] N
o0 o
0.
OH OH
[o]
N NH
20 Lumiflavin )@ Ly 12d
lil N“ ™0
[o]
N NH
21 Lumichrom )@[ : A 12e
N NS0
H
[o]
22 8-Hydroxymethylriboflavin 12f
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Nr. Molekiilname Struktur Molekiil-Nr. | Versuchs-Nr.
o
POHS
SN NN
23 Roseoflavin | ° 12g
OH
HO oH
HO
[o]
HO NN
OH
24 F420 HO . Q'=o COy” 12h
™ COy
HO o co, 2
NH
O” ['N
H o}
n
o
HO NSNS0
25 FO 12i
OH
HO oH
HO
[o]
“”Jt"
| A\
26 GTP HANN N 2 o o 13
2 H 0 O-F-0-P-0-P-0
[o o] o
OH OH
2 H
2-Amino-5-formamid- HN™ Y N0
27 6-ribosylamino-4(3H)- H,N” N7 NH o 14
pyrimidinon-5"-triphosphat H PiPiPi
OH OH
[o]
2,5-Diamino-6-ribosyla- Hijj:NHz
28 | mino-4(3H)-pyrimidinon-5"- H,N SN” NH 9 15
phosphat koj ° (F.;?D
OH OH
(o]
NH
5-Amino-6-ribosylamino- HN | 2
29 | 2,4(1H,3H)-pyrimidindion- 0“~N""NH o 16
5’-phosphat H o 0-P-0
o
OH OH
o NHz,,
30 5-Amino- WN OH 17
6-(5-D-ribitylamino)uracil HN\n,NH .
HO 7Y
o OH OH
o)
31 1-Desoxy-L-glycero-tetru- 0 18
lose-4-phosphat HO o©0-P-O0
6.
Q
) o [0-P-0
32 Ribulose-5-phosphat HO o 19
OH OH
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Nr. Molekiilname Struktur Molekiil-Nr. | Versuchs-Nr.
[)
NS NH
I e &0
_Di _8-ribi - NN
33 6,7 Dlmethyl_8 ribityllum OH 20
azin -
HOL A on
OH
o
(S NH,
N
44 | Nictotinamid-Nucleotide, \H: o /—& 2
Pyridin-Dinucleotide Uy 0% onom
NN o—g=o
o5
RO OH
[¢)
(XY NH,
N
35 NAD e e 21
5 a
NN 0=h-0 54 oH
s | N)
N 0-P=0
:o:[ o
OH OH
[¢)
(Y NH,
N
NH, o :o:
36 NADP g N 9RO ondw 21b
NN 0-P=0
o o
Q OH
0'pP-0O°
o)
[o]
37 Nicotinamid 1 N NH, 21c
N/
(o]
NNHZ
38* | 1-Benzylnicotinamid (BNA) \N+X' 21d JGE0192
_NH
39 Arylpyrrol N 22
N\
R
Cl
NH
40 Pyrrolnitrin (PRN) 22a
NO,
Cl
cl
N JGE0316
41 Aminopyrrolnitrin (APRN) 22b JGE0332
NH,
[o]]
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Nr. Molekiilname Struktur Molekiil-Nr. | Versuchs-Nr.
ZNH
49+ Monodechloraminopyrrolnit- 22¢ JGEO0156
rin (MDA) FGA002V025
NH,
Cl
Br
43 | 2-(3,5-Dibromphenyl)pyrrol y 22d
Br HN J
|
¢ OHg,
44 Pentachlorpseudilin ~\~Cl 22e
Cl HN /
Cl
45 Marinochinolin A 7 22f
HN—\=N
3-ortho-Aminophenylpyrrol
46 (3-0APP) a 22g FGA002V022
HN NH,
7 "NH
= 7 S HO
47 Pyonitrin C / P 22h
N N
NO,
48 3-ortho-Nitrophenylpyrrol 29i FGA002V021
(3-oNPP) =
~NH
49* 3-Phenylpyrrol (3-PP) > 22j JGEO0127
NH
Cl
" 3-meta-Chlorphenylpyrrol
50 (3-mCPP) 22k JGEO0124
Cad
~_NH
N= |
51+ 3-para-Pyridinylpyrrol ~ 29 JGE0331
-~
2 Indol @ 23
5 ndo N
H
[0} o
53 Tryptophan NH;* 23a
\
N
H
o o
NH;*
54 7-Chlor-Tryptophan A 23b
N
H

o
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Nr. Molekiilname Struktur Molekiil-Nr. | Versuchs-Nr.
55 Benzylbromid 24
56 Phenol 25
57 Radicicol 25a
58 Griseofulvin 25b
59 Monocillin 11 25¢c
z
60 Hydroxycoumarin % | — 25d
HO
NY” SN
61 Hydroxyisochinolin |// P 25e
HO
0,0
3,5-Dibrom-
62 4-Hydroxybenzoat 25t
Br Br
OH
OH O
Cl
63 DIF-1 25g
o OH
Cl
(o]
o | Cl
64 Venemycin HO X “0OH 25h
65 Xantholipin 25i
HO 0. _0
66 Umbelliferon m 25
=
oy
67 Pyrrol N 26
H
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Nr. Molekiilname Struktur Molekiil-Nr. | Versuchs-Nr.
Q
68 N-(TIPS)-1H-pyrrol >,N8|J\ 26a
I
s
69* 3-lod-N-(TIPS)-1H-pyrrol N/k 26b JGE0308
Si
Cl
s
70* | 3-Chlor-N-(TIPS)-1H-pyrrol N /k 26¢c JGE0309
Si
| Cl
3-Chlor-4-iod-N-(TIPS)- \E\S
71* N 26d JGE0311
1H-pyrrol >_-,
Si
Ko
. o8~
70 3-Chlor-4-BPin-N-(TIPS)- \(\S 26e JGE0334
1H-pyrrol N
>—S‘i’k
OH
HO-B
A i -3- \
73 (N. TtI)PS Pyrrol-3-yl) \[’} 26f
oronsaure h
NN
Pyrrol-2-Carbaldehyd E\>\\
74 \ 269
2-CaP N
(2-CaP) N O
OH y ¢I
Mo
75 Chloramphenicol o: H o 27
~”+ Ho/
[o]
/O N
76 Diaporthin O OH 28
OH O
HO. X
77 Orthosporin O OH 28a
OH O
Cl
O.
) ) ) 4 N Cl
78 Dichlordiaporthin O OH 28b
OH O
7\
79 Benzoylpyrrole N 29
H o
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Nr. Molekiilname Struktur Molekiil-Nr. | Versuchs-Nr.
HO
80 Pyoluteorin cl N OH 29a
(0]
\NH
Cl
Cl
ol / \
81 Marinopyrrol A Ho O N o OH 29b
o N\~Cl
HN
Cl
OH
O,
\
82 Armeniaspirol C N-.. o] 29c
[0 =N
Cl
Cl
Cl
Cl
83 Pyrrolomycin J -0 29d
ad e
HN
Cl
e
84 L-Prolin 30
g 7 (o]
H AMP
85 Prolin-AMP N_ & 30a
™o
.Carrier
Carrier-S-Pyrrol-2-Carboxy- H S
86 thioester (% 30b
\ / O
n S,Carrler
dichloriertes Carrier-S-Pyr- Cl
87 rol-2-Carboxythioester \ // O 30c
Cl
fo) s.Carrier
Carrier-S-Dichlorpyrrol-
88 2-Carbonyl-Acylthioester 30d
89 Prodiginin 31
90 Prodigiosin 31a JGE0074
(o)
D=2 JGE0072
91 MBC N N 32 JGEO0073
H H I
o
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\—N*=C"

Nr. Molekiilname Struktur Molekiil-Nr. | Versuchs-Nr.
92 MAP 4 | 33 JGE0069
HN
o]
93 Tetramsaure °=(N:/r 34
H
o’ 0
. \\ NH
94 Hybrubin NH 35
\
~NH
N
\\!
95 Fludioxonil Y ) 0 36
HN O—\
F
N
\!
96 Fenpiclonil 2 - 37
HN Cl
Br- Cl
97 | 1-Brom-3-Chlorbenzol \©/ 38
CO,H
98* | 2-Brom-6-chlorbenzoesaure B’\@xc' 39 JGE0302
NH,
99* 2-Brom-6-chloranilin Br\CrCl 40 JGE0304
100 Pinakolboran '0 41
o-BH
101 1-lod-2-nitrobenzol V@ 42
O,N
OH
-B
102 3-Furylboronsaure HO \E\> 43
(0]
103* Monodech:arDaAnFinofuralitrin Cl 44 JGE0307
(MDAF) HoN o N
(8]
104 Styrol Q/ 45
—
105 3-Chlorstyrol c,@/ 45a
N=
106 4-Vinylpyridin N/ 45b
—
107 TosMIC @ 46
s°
o’,
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Nr. Molekiilname Struktur Molekiil-Nr. | Versuchs-Nr.
108 Palau‘Chlor® 47
109 Violacein 48
110 Physostigmin o W 49
N
N
N
\
(o]
11 Anthranilsaure dOH 50
NH,
(o]
R
112 Aurachine | 51
N
H
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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 Gréf3e 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 handelsiiblichem Kochsalz als Quelle
fur Chlorid-lonen der energieintensive Chloralkali-Prozess umgangen werden. Andererseits
ermdglicht die Biokatalyse bei der Umsetzung von Aromaten, die haufig 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-abhdngigen Halogenasen
(FI-Hal) fur die Chlorierung von Pyrrol-Strukturen. Dafiir wurden Flavinreduktasen zur Bereitstel-
lung von FADH, 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. AuBerdem wurden das gesamte Biosynthese-Cluster von
Pyrrolnitrin im heterologen Stamm Pseudomonas putida KT2440 sowie die Pyrrol-Halogenase
PItA 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 ausgewahlt.
Auf Grundlage der Ergebnisse zu PrnC und der putativen Halogenase NH153 wurde das chimére
Enzym NHprnC als Strategie zur Enzymoptimierung konzipiert. Ergénzend wurden die in der
Literatur beschriebenen Halogenasen PrnA fiir Tryptophan und RadH fiir Phenol-Strukturen be-
reitgestellt, um das Enzymportfolio zu erweitern und alle drei Substratgruppen Pyrrole, Indole
und Phenole vollstdndig abzudecken.
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