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Abstract: Halogenierte Arene stellen wichtige Bausteine in
Medizinalchemie und Agrochemie dar. Chemische elektro-
phile aromatische Halogenierungen verwenden elementare
Halogene, w�hrend FAD-abh�ngige Halogenasen lediglich
Halogenidsalze und O2 bei Raumtemperatur in w�ssrigem
Milieu f�r die regioselektive Halogenierung bençtigen. Enzy-
matische Halogenierungen galten als ineffizient aufgrund der
mangelnden Stabilit�t der Halogenasen, was die pr�parative
Anwendung limitierte. Wir konnten zeigen, dass die Lang-
zeitstabilit�t und damit die Effizienz der Tryptophan-7-Halo-
genase RebH signifikant durch die simultane Immobilisierung
von RebH und allen Hilfsenzymen zur Cofaktorregenerierung
erhçht werden kann. Durch die Verwendung von RebH-com-
biCLEAs als multifunktioneller wiederverwendbarer Bioka-
talysator haben wir eine einfache Methode zur Halogenierung
von Tryptophan und dessen Derivaten im Gramm-Maßstab
entwickelt, die vermutlich ebenso f�r andere FAD-abh�ngige
Halogenasen anwendbar ist.

Obwohl Halogenierungen g�ngige Reaktionen in der or-
ganischen Chemie darstellen, bleiben regioselektive Metho-
den zur Einf�hrung von Halogensubstituenten an mechanis-
tisch ung�nstigen Positionen eine herausfordernde Aufgabe.
Aufgrund etablierter Techniken der Modifizierung durch
nukleophile Substitution oder �bergangsmetallkatalysierte
Kreuzkupplungen bilden Arylhalogenide wichtige Zwi-
schenstufen in der chemischen, agrochemischen und phar-
mazeutischen Industrie.[1] Der chemische Einbau von Halo-
gensubstituenten ist angesichts der Verwendung gef�hrlicher
Chemikalien wie elementarem Chlor oder Brom, oft in
Kombination mit Lewis-S�uren, ein umweltbelastender Pro-
zess. H�ufig entstehen Nebenprodukte aufgrund nicht ein-
deutiger Regioselektivit�ten. In der Natur haben sich enzy-
matische Strategien zur Bildung halogenierter Metabolite
entwickelt, die unter deutlich milderen Bedingungen bei
25 8C und pH 7 ablaufen und dabei lediglich ungef�hrliche
Halogenidsalze und Sauerstoff bençtigen. FAD-abh�ngige
Halogenasen bilden die wichtigste Enzymklasse f�r regiose-
lektive Halogenierungen ohne Bindung des Substrates an ein
Tr�gerprotein. Repr�sentanten dieser Enzymklasse sind die

Tryptophan-7-Halogenase PrnA[2] und ihr naher Verwandter
RebH aus dem Bakterium Lechevalieria aerocolonigenes.[3]

Beide Halogenasen chlorieren l-Tryptophan regioselektiv an
der elektronisch ung�nstigen C7-Position des Indolrings. Eine
zus�tzliche Flavin-Reduktase liefert FADH2, das in der akti-
ven Tasche der Halogenase durch molekularen Sauerstoff
oxidiert wird und ein Flavinhydroperoxid bildet. Dieses wird
anschließend nukleophil von einem Halogenidion angegrif-
fen. Die dabei entstehende hypohalogenige S�ure wird von
der FAD- zur Tryptophanbindestelle durch einen 10 � langen
Tunnel geleitet.[4–7] Aufgrund der Sandwich-artigen Bindung
von l-Tryptophan im Inneren der aktiven Tasche der Halo-
genase wird selektiv die C7-Position f�r eine Chlorierung
oder Bromierung zug�nglich.[7, 8] Der konservierte Lysinrest
K79 wird dabei selektiv durch die hypohalogenige S�ure
oxidiert, wodurch die eigentliche halogenierende Spezies, ein
langlebiges N-Halogenamin, gebildet wird.[9] Neben der
Tryptophan-7-Halogenase RebH sind ebenso C5-[10] und C6-
Tryptophan-Halogenasen[11] in der Literatur beschrieben.

Enzym-katalysierte Reaktionen sind seit langem bekannt
f�r ihre hohe Stereo- und Regioselektivit�t.[12, 13] Aufgrund
dieser Vorteile entwickelte sich die Biokatalyse zu einem
aufstrebenden Gebiet innerhalb der Biotechnologie, insbe-
sondere im Hinblick auf gr�ne und nachhaltige Chemie.
Durch die hohe Selektivit�t enzymatischer Reaktionen kann
in vielen F�llen auf die Verwendung von Schutzgruppen oder
aktivierender Gruppen verzichtet werden, was h�ufig zu
k�rzeren und effizienteren Syntheserouten f�hrt. Allerdings
zeigen viele Enzyme, beispielsweise Halogenasen, eine ge-
ringe Stabilit�t und Aktivit�t unter nichtnat�rlichen Reakti-
onsbedingungen in Gegenwart hoher Substratkonzentratio-
nen.

Enzymimmobilisierung hat sich dabei als erfolgreiche
Methode erwiesen, diese Stabilit�tsprobleme zu umgehen[14]

und gleichzeitig die einfache Abtrennung und Wiederver-
wertung des Biokatalysators zu ermçglichen. Obwohl in der
Vergangenheit eine Vielzahl verschiedenster Immobilisie-
rungsstrategien entwickelt wurde, haben sich insbesondere
vernetzte Enzymaggregate („cross-linked enzyme aggrega-
tes“, CLEAs) als tr�gerfreie Katalysatoren mit herausragen-
den Vorteilen etabliert, die unter anderem durch ihre Ein-
fachheit brillieren. Das Enzym der Wahl wird dabei durch
Zugabe von Ammoniumsulfat oder Polyethylenglykol pr�zi-
pitiert, gefolgt von einer Vernetzung von Lysinresten an der
Enzymoberfl�che mittels bifunktioneller Molek�le wie Glu-
taraldehyd. Ein entscheidender Vorteil dieser Methode ist die
Mçglichkeit, Aufreinigung und Immobilisierung der Enzyme
in einem Schritt zu kombinieren, sodass diese Technik auch
f�r Proteinrohextrakte anwendbar ist.

In einer Reihe von Studien wurden f�r Halogenasen un-
g�nstige kinetische Eigenschaften mit einer Wechselzahl kcat

� 1.0 min�1 und einer katalytischen Produktivit�t („total
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turnover number“, TTN) unter 200 bestimmt, wodurch die
praktische synthetische Anwendung von Halogenasen bislang
unmçglich erschien.[2, 3,6, 9, 11, 15–17] Bisher wurde haupts�chlich
das Substratspektrum von Halogenasen im analytischen
Maßstab untersucht,[18] w�hrend bei der pr�parativen enzy-
matischen Halogenierung noch deutlicher Optimierungsbe-
darf besteht. Payne et al. verwendeten k�rzlich E.-coli-Lysat
einer RebH-�berexpression aus mehr als 10 L Kultivie-
rungsvolumen zur Synthese von weniger als 90 mg chlorier-
tem Tryptophan in moderaten Ausbeuten.[15] Die großen
Mengen an Verunreinigungen im E.-coli-Lysat nach RebH-
�berexpression erschweren zus�tzlich die anschließende
Aufreinigung des halogenierten Produkts. Besonders ver-
bleibende Chloridionen aus dem Kultivierungsmedium be-
eintr�chtigen enzymatische Bromierungen.

Unser Projekt ist auf die Entwicklung einer einfachen
enzymatischen Halogenierungsmethode fokussiert, die ohne
Verwendung großer Kultivierungsvolumina auch im Multi-
gramm-Maßstab anwendbar ist. Unsere Idee war, die l-Tryp-
tophan-7-Halogenase RebH mit allen bençtigten Hilfsenzy-
men f�r die Cofaktorregenerierung mittels gemeinsamer
Pr�zipitation und Vernetzung zu immobilisieren, um einen
festen wiederverwendbaren Biokatalysator als multifunktio-
nelle CLEAs (combiCLEAs) zu erhalten (Schema 1). Der

Katalysator sollte sich dabei durch Filtration f�r die erneute
Verwendung entfernen lassen. E.-coli-Lysat von 1.5 L Kul-
turmedium einer RebH-�berexpression wurde daf�r ohne
weitere Aufarbeitung mit den bençtigten Hilfsenzymen f�r
die kontinuierliche Cofaktorregenerierung, der Flavin-Re-
duktase PrnF und einer Alkoholdehydrogenase aus Rhodo-
coccus sp. versehen. Nach der Ammoniumsulfatf�llung der
drei Enzyme wurde Glutaraldehyd in verschiedenen Mengen
zugegeben, um die ideale Konzentration des Vernetzers zu
ermitteln. Bei Verwendung geringer Glutaraldehydkonzen-
trationen zeigten die gebildeten RebH-combiCLEAs die
hçchste Konversion (Abbildung 1A). Da der vorgeschlagene
enzymatische Mechanismus von RebH ein N-Halogenamin

am f�r die Enzymaktivit�t essenziellen Lysin K79 beinhal-
tet,[9] kann dessen Modifizierung ausschlaggebend f�r die
geringere Aktivit�t sein. Außerdem ist bekannt, dass �ber-
m�ßige Proteinmodifizierung mit Glutaraldehyd generell zu
geringeren Enzymaktivit�ten f�hrt.[19] Unterschiedliche Ver-
netzungszeiten zeigten hingegen keinen signifikanten Ein-
fluss auf die Aktivit�t. Unter optimalen Bedingungen konnte
eine Immobilisierungsausbeute aller drei simultan immobili-
sierter Enzyme von 99 % und einer Aktivit�tsr�ckgewinnung
von 30 % erreicht werden. Langzeittests best�tigten die hohe
Lagerstabilit�t der RebH-combiCLEAs von �ber 4 Monaten
bei 4 8C, w�hrend das freie aufgereinigte Enzym innerhalb
von 12 Wochen betr�chtlich an Aktivit�t verlor (Abbil-
dung 1B).[20]

RebH-combiCLEAs kçnnen f�r mindestens zehn Halo-
genierungen von 3 mm l-Tryptophan im Batch-Verfahren mit
einem durchschnittlichen Umsatz von 81% wiederverwendet
werden, wodurch mehr als 200 mg regioselektiv bromiertes l-
Tryptophan als TFA-Salz erhalten wurde (Abbildung 2).

Bemerkenswerterweise stoppen die Halogenierungen
nach einer gewissen Zeit, was auf eine mçgliche Limitierung,
z. B. durch die Cofaktorregenerierung der ADH, hindeutet.
Trotz hçherer 2-Propanol-Konzentrationen oder In-situ-Pro-
duktentfernung (ISPR) des gebildeten Acetons[21] konnte die
katalytische Aktivit�t nicht verl�ngert werden. Ebenso zeigte
auch eine st�rkere Bel�ftung des Reaktionsgef�ßes mit zu-
s�tzlicher Sauerstoffzufuhr keine Verbesserung der Haloge-
nierung.[22] Durch Verringerung der l-Tryptophan-Konzen-
tration von 3 auf 1 mm unter zeitgleicher Vergrçßerung des
Volumens von 30 auf 750 mL konnte eine vollst�ndige Ha-
logenierung von 153 mg l-Tryptophan innerhalb von 6 Tagen
erreicht werden, ohne die Reaktionslçsung erneuern zu
m�ssen (Abbildung 3). Da die enzymatische Halogenierung
hoch regioselektiv ohne Bildung von Nebenprodukten ver-
l�uft, gen�gt eine einfache Entsalzung �ber Umkehrphasen-
C18-Kieselgel als einziger Aufreinigungsschritt, wodurch
248 mg l-7-Bromtryptophan (TFA-Salz; 0.63 mmol, 84%)
erhalten wurden. Basierend auf diesen Ergebnissen waren wir
zuversichtlich, die Halogenierung auch auf den Gramm-
Maßstab hochskalieren zu kçnnen. CombiCLEAs aus 6 L

Schema 1. Die Vernetzung von pr�zipitierter Tryptophan-7-Halogenase
RebH, Flavin-Reduktase PrnF und einer Alkoholdehydrogenase aus
Rhodococcus sp. liefert wiederverwendbare multifunktionelle vernetzte
Enzymaggregate („cross-linked enzyme aggregates“, CLEAs), welche
die regioselektive Halogenierung von Tryptophan im Gramm-Maßstab
katalysieren.

Abbildung 1. A) Einfluss verschiedener Glutaraldehydkonzentrationen
zur Vernetzung der pr�zipitierten Enzyme RebH, PrnF und ADH auf
die katalytische Aktivit�t. Die hçchste Konversion von l-Tryptophan
konnte mit einer relativ geringen Vernetzerkonzentration von 0.5% er-
reicht werden. Da Glutaraldehyd Schiff-Basen mit prim�ren Aminen
bildet, kçnnen hçhere Konzentrationen zur Modifizierung des Lysinres-
tes K79 f�hren, der essenziell f�r die Enzymaktivit�t ist.[9] B) Langzeit-
stabilit�tstests zeigen, dass RebH-combiCLEAs l�nger als 4 Monate
bei 4 8C stabil sind, w�hrend freies aufgereinigtes RebH bereits einen
betr�chtlichen Aktivit�tsverlust nach 12 Wochen Lagerung zeigt.
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E.-coli-Kultur einer RebH-�berexpression wurden f�r die
Halogenierung von 1 g l-Tryptophan in einem Gesamtvolu-
men von 5 L verwendet. Die Reaktion erreichte vollst�ndigen
Umsatz innerhalb von 8 Tagen, wodurch 1.813 g l-7-Brom-
tryptophan·TFA (4.58 mmol, 92%) in hoher Reinheit nach
Entsalzung �ber RP-C18-Kieselgel erhalten wurde.

Da wir im Vorfeld auch das Potential von RebH zur re-
gioselektiven Halogenierung anderer l-Tryptophanderivate
an der C7-Position, selbst in Gegenwart desaktivierender
ortho/para-dirigierender Substituenten wie Fluor, zeigen
konnten,[23] f�hrten wir die Halogenierung von l-5-Hydroxy-
tryptophan und auch von d-Tryptophan (Tabelle 1) ebenso
mit RebH-combiCLEAs durch. Die Halogenierung ist auch
f�r diese Substrate im pr�parativen Maßstab mçglich, wenn
auch leicht geringere Ausbeuten erreicht wurden.

Die praktische Anwendbarkeit FAD-abh�ngiger Halo-
genasen zur pr�parativen regioselektiven Halogenierung
wurde lange Zeit aufgrund der schlechten kinetischen Ei-
genschaften in Kombination mit geringen katalytischen Pro-
duktivit�ten in Frage gestellt, was die Anwendung von RebH
lediglich auf einen analytischen Maßstab oder geringe Aus-
beuten begrenzte.

Unakzeptabel hoher Aufwand war bislang nçtig, um z. B.
100 mg l-Tryptophan zu halogenieren, beispielsweise durch
Verwendung von 12 L E.-coli-Kultur nach RebH-�berex-
pression. Durch die Verwendung von RebH-PrnF-ADH-
combiCLEAs konnten wir einen einfachen enzymatischen
und regioselektiven Halogenierungsprozess etablieren, der
ebenfalls im Multigramm-Maßstab funktioniert. Zum ersten
Mal wurde eine FAD-abh�ngige Halogenase mit allen Hilfs-
enzymen f�r die Cofaktorregenerierung aktiv coimmobili-
siert. Die Bildung der RebH combiCLEAs stabilisiert ver-
mutlich die Quart�rstruktur dieses dimeren Enzyms,[9] was
ebenfalls f�r andere multimere Proteine bekannt ist.[24] Da
zahlreiche andere Tryptophan-Halogenasen wie PyrH (Trp-5-
Halogenase) oder PrnA (Trp-7-Halogenase) ebenso Dimere
in Lçsung bilden,[7,8] scheint die CLEA-Methode auch f�r
diese Enzyme anwendbar zu sein, um ihre biokatalytische
Anwendbarkeit zu verbessern. Durch weitere Verbesserung
der mechanischen Eigenschaften der RebH-combiCLEAs,
z. B. durch Vernetzung in Gegenwart bestimmter Additive
wie Siloxane[25, 26] oder magnetisch funktionalisierter Tr�ger-
materialien[27] kçnnte die katalytische Effizienz weiter ge-
steigert werden.

Bislang steht die enzymatische Halogenierung organi-
scher Verbindungen aufgrund des begrenzten Substratspek-
trums noch am Anfang. Nichtsdestotrotz legt die pr�parative
Anwendung immobilisierter Halogenasen den Grundstein f�r
effizientere biokatalytische Halogenierungen. Konsequen-
terweise fokussiert sich unsere zuk�nftige Arbeit auf die Er-
weiterung des Substratspektrums von Tryptophan zu anderen
(Hetero)Arenen mittels gerichteter Evolution.
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Online verçffentlicht am 12. November 2014
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Abbildung 2. RebH-combiCLEAs aus 1.5 L E.-coli-Kultur wurden in
30 mL Batch-Reaktionen mit 3 mm l-Tryptophan verwendet, um ihre
Wiederverwendbarkeit zu testen. Nach jeder Reaktion wurde der Bio-
katalysator durch Zentrifugation entfernt, mit Puffer gewaschen und
f�r den n�chsten Ansatz mit neuer Reaktionslçsung verwendet. RebH
combiCLEAs kçnnen mindestens zehnmal mit einer durchschnittlichen
Konversion von 81% wiederverwendet werden, wodurch 204 mg l-7-
Bromtryptophan (TFA Salz, 0.52 mmol, 58%) erhalten wurden. Nach
der quantitativen Halogenierung von l-Tryptophan beginnt RebH
ebenso die dibromierte Spezies zu bilden.[15] Da jedoch die erste Bro-
mierung zu einem deutlich desaktivierten Aren f�hrt, verl�uft die
zweite Bromierung sehr langsam und lediglich zu einem sehr geringen
Anteil. Dieser Prozess kann durch Reaktionskontrolle und Entfernen
des immobilisierten Biokatalysators verhindert werden.

Abbildung 3. A) RebH bromiert 154 mg l-Tryptophan innerhalb von
6 Tagen ohne Erneuerung der Reaktionslçsung durch die Verwendung
grçßerer Volumina in Kombination mit geringeren Substratkonzentra-
tionen. Mittels einfacher Entsalzung �ber RP-C18-Kieselgel konnten
248 mgl-7-Bromtryptophan·TFA erhalten werden. B) Entsprechend der
RP-HPLC-Analyse wird l-Tryptophan (tr =128 s) mit hoher Selektivit�t
zu l-7-Bromtryptophan (tr =156 s) ohne Bildung von Nebenprodukten
halogeniert.

Tabelle 1: Halogenierung von Tryptophan und 5-Hydroxytryptophan
durch RebH.[a]

Substrat Konzentration Produkt Umsatz [%][b]

l-Trp 1 mm l-7-Brom-Trp 100
d-Trp 0.25 mm d-7-Brom-Trp 57
5-HO-Trp 0.25 mm 7-Chlor-5-HO-Trp[c] 53

[a] Reaktionsbedingungen: 100 mm NAD+, 1 mm FAD, 15 mm Na2HPO4,
5 Vol.-% 2-Propanol und 30 mm NaBr oder NaCl in einem Gesamtvo-
lumen von 750 mL Millipore-Wasser, pH 7.4 eingestellt mit H3PO4, 25 8C,
6 d. [b] Bestimmt durch RP-HPLC. [c] Gem�ß 1H-NMR-Spektroskopie
wird 6-Chlor-5-hydroxytryptophan ebenso in einem 1:3-Verh�ltnis gebil-
det.
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