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1. Einleitung – die Entdeckung der halogenierenden
Enzyme

1.1. Haloperoxidasen

Die Arbeiten zur biologischen Halogenierung begannen
1959 mit der Entdeckung der ersten Haloperoxidase, der
Chlorperoxidase (CPO), aus dem Pilz Caldariomyces
fumago.[1] Etwa 35 Jahre lang waren Haloperoxidasen die
einzigen bekannten halogenierenden Enzyme. Zus�tzlich zu
H�m-haltigen Haloperoxidasen, wie CPO, wurden auch noch
Vanadium-haltige Haloperoxidasen entdeckt.[2] Allerdings
konnte fîr keines dieser Enzyme eine Beteiligung an der
Biosynthese halogenierter Metaboliten zweifelsfrei nachge-
wiesen werden. Die Aufkl�rung der dreidimensionalen
Strukturen von CPO[3] und von Vanadium-haltigen Haloper-
oxidasen[4] und deren Reaktionsmechanismen zeigte, dass sie
hypohalogenige S�ure als halogenierendes Agens produzie-
ren. Die hypohalogenige S�ure diffundiert aus dem aktiven
Zentrum heraus und reagiert in einer nicht-enzymatischen
Reaktion mit elektronenreichen Verbindungen; dies ist in
Schema 1 (oben) gezeigt, in dem die allgemeinen Reaktionen,
die von den verschiedenen Typen halogenierender Enzyme
katalysiert werden, zusammengefasst sind. Im Verlauf dieser
Arbeiten konnte weder eine spezifische Halogenidbindestelle
noch eine Substratbindestelle in Haloperoxidasen gefunden
werden.[3–5] Bakterielle Enzyme, die mithilfe des Mono-
chlordimedon-Tests, des Standard-Tests fîr halogenierende
Enzyme in dieser Zeit,[6] entdeckt wurden und weder H�m
noch Vanadium enthielten, sind keine Peroxidasen, sondern
Perhydrolasen. Diese Enzyme produzieren ebenfalls hypo-
halogenige S�ure als eigentliches halogenierendes Agens, al-
lerdings îber die Bildung kurzkettiger aliphatischer Pers�u-
ren als Zwischenprodukte (Schema 1).[7] Aufgrund der Bil-
dung freier hypohalogeniger S�ure als halogenierendes
Agens verfîgen Haloperoxidasen und Perhydrolasen îber

keine Substratspezifit�t, Regioselektivit�t und Stereospezifi-
t�t.

1.2. Flavin-abh�ngige Halogenasen

Bis 1995 war unklar, wie die an den Biosynthesen halo-
genierter Metaboliten beteiligten Halogenasen aussehen.
Dairi et al. klonierten im Rahmen ihrer Arbeiten îber die 7-
Chlortetracyclin-Biosynthese das Biosynthese-Gencluster.[8]

Die Konstruktion von Mutanten, in denen bestimmte Gene
zerstçrt worden waren, fîhrte zur Identifizierung des Gens
chl, das fîr den Halogenierungsschritt notwendig ist. Leider
war das identifizierte Gen verkîrzt, und in der verçffent-
lichten Aminos�uresequenz fehlten daher 100 Aminos�uren
am aminoterminalen Ende.[9] Daher wurde nicht gleich er-
kannt, dass das Enzym eine Nukleotidbindestelle aufweist.

Die Entdeckung zweier Halogenasegene im Biosynthese-
Gencluster des antimykotisch wirkenden Antibiotikums
Pyrrolnitrin (1) aus Pseudomonas fluorescens fîhrte zu der
Erkenntnis, dass die Halogenase PrnC, welche die Chlorie-
rung des Pyrrolrings von Monodechloraminopyrrolnitrin
(Schema 2) katalysiert, hohe Homologie zu Chl zeigt. Die
Tryptophan-7-Halogenase PrnA dagegen zeigt nahezu keine
øhnlichkeit zu Chl (Abbildung 1).[9] Die beiden Halogenasen
PrnA und PrnC enthalten das Sequenzmotiv fîr eine Nukle-
otidbindestelle, GxGxxG, das in der verçffentlichten Sequenz
von Chl fehlte. W�hrend Dairi et al. keine In-vitro-Aktivit�t
fîr Chl zeigen konnten, gelang dies fîr PrnA und PrnC bei
Verwendung ihrer natîrlichen Substrate Tryptophan (2) bzw.

Im Verlauf der letzten 20 Jahre hat sich der Fokus von den Haloper-
oxidasen in Richtung der Flavin-abh�ngigen und der Nicht-H�m-Ei-
sen-abh�ngigen Halogenasen verschoben. Fîr diese konnte in ver-
schiedenen Organismen die Beteiligung an der Biosynthese haloge-
nierter Metaboliten nachgewiesen werden. W�hrend der ersten 10–
12 Jahre lag der Fokus auf dem Nachweis von Halogenasen sowie der
Aufkl�rung der dreidimensionalen Struktur und des Reaktionsme-
chanismus. In diesem Aufsatz werden haupts�chlich Arbeiten îber
halogenierende Enzyme mit einem Verçffentlichungsdatum zwischen
2010 und 2015 besprochen. Sein Schwerpunkt liegt auf Arbeiten zur
Aufkl�rung der Beteiligung halogenierender Enzyme an den Bio-
synthesen halogenierter Metaboliten, der Anwendung von Halogena-
sen in In-vivo- und In-vitro-Systemen, der In-vivo-Ver�nderung von
Biosynthesewegen in Bakterien und Pflanzen, der Verbesserung der
Enzymstabilit�t, der Erweiterung des Substratspektrums und der
Verknîpfung von Biokatalyse mit chemischer Synthese zur Bildung
neuer Verbindungen.
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Monodechloraminopyrrolnitrin (Schema 2).[10] Fîr die Akti-
vit�t in zellfreien Rohextrakten musste Nicotinamid-Adenin-
Dinukleotid (NADH) zugegeben werden, und es wurde an-
genommen, dass dieses NADH îber die Nukleotidbindestelle
gebunden wird, auch wenn es keine Erkl�rung gab, weshalb
NADH bençtigt wird. W�hrend der Versuche zur Reinigung
von PrnC wurde festgestellt, dass auch Flavin-Adenin-Dinu-

kleotid (FAD) in irgendeiner Form an der Reaktion beteiligt
ist. Detailliertere Untersuchungen an PrnA ergaben, dass fîr
die Halogenierung von 2 durch PrnA noch ein zweites Enzym
bençtigt wird: eine Flavinreduktase, die FAD mittels NADH
(oder Nicotins�ureamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat,
NADPH) als Reduktionsmittel zu FADH2 reduziert.[11]

FADH2 wird anschließend von der Halogenase unter Bildung
eines enzymgebundenen Flavinhydroperoxids fîr die Bildung
von hypochloriger S�ure genutzt (Schema 3).

Im Unterschied zu den Haloperoxidasen und den Perhy-
drolasen verl�sst die von den Flavin-abh�ngigen Halogenasen
gebildete hypochlorige S�ure das aktive Zentrum des Enzyms
nicht.[12] Eine spezifische Flavinreduktase wird nicht bençtigt.
Selbst chemisch hergestelltes FADH2 kann verwendet
werden.[13] Somit waren die Voraussetzungen fîr weitere
Charakterisierungen der Flavin-haltigen Halogenasen ge-
schaffen. W�hrend der folgenden Jahre wurde eine große
Anzahl Gene potentieller Flavin-abh�ngige Halogenasen
gefunden. Allerdings konnte nur in sehr wenigen F�llen die
Aktivit�t der zugehçrigen Enzyme nachgewiesen werden, da
Flavin-abh�ngige Halogenasen eine hohe Substratspezifit�t
zeigen und deshalb Kenntnisse îber das natîrliche Substrat
bençtigt werden. Allerdings ist h�ufig selbst in F�llen, in
denen das natîrliche Substrat bekannt ist, dieses nicht ver-
fîgbar, da in den Biosynthesen von nicht-ribosomalen Pep-
tiden oder von Polyketiden Peptidyl- oder Acyl-Carrier-Pro-
tein-gebundene Substrate bençtigt werden; dies gilt auch fîr
viele der Halogenasesubstrate.

Die erste dreidimensionale Struktur einer Flavin-abh�n-
gigen Halogenase, die aufgekl�rt wurde, war die der Trypto-
phan-7-Halogenase PrnA aus der Biosynthese von Pyrrolni-
trin (1).[12] �berraschenderweise zeigte die Struktur, dass
keine direkte Wechselwirkung zwischen dem Isoalloxazinring
des Flavins und dem Substrat Tryptophan mçglich ist. Daher
muss ein diffusionsf�higes halogenierendes Zwischenpro-
dukt, hypohalogenige S�ure, beteiligt sein. Diese hypohalo-
genige S�ure wird durch die Reaktion von Flavinhydroper-
oxid mit einem Halogenidion (Chlorid oder Bromid) gebil-
det. Das Flavinhydroperoxid entsteht aus der Reaktion von
FADH2 mit Sauerstoff in einer analogen Reaktion wie bei
den Flavin-abh�ngigen Monooxygenasen. Die hypohaloge-
nige S�ure wird anschließend durch einen etwa 10 è langen
Tunnel zum Substrat gefîhrt. Ein Lysinrest in diesem Tunnel
wurde als absolut notwendig fîr die Aktivit�t identifiziert.

Veit Weichold studierte Chemie an der
TU Dresden und schloss sein Masterstudium
2012 ab. W�hrend seiner Masterarbeit be-
sch�ftigte er sich bereits mit der Aufkl�rung
der Pentachlorpseudilin-Biosynthese. Diese
Arbeiten wurden im Rahmen seiner Disser-
tation in der Arbeitsgruppe von Prof.
van P¦e an der TU Dresden mit dem
Schwerpunkt auf den Halogenierungsschrit-
ten fortgesetzt.

Daniela Milbredt studierte Chemie an der
TU Dresden und erhielt ihr Diplom 2006.
Sie schloss 2011 ihre Dissertation in der Ar-
beitsgruppe von Prof. van P¦e an der
TU Dresden ab. Dort fíhrt sie auch ihre Un-
tersuchungen an Tryptophan-Halogenasen
und der Biosynthese von halogenierten Se-
kund�rmetaboliten weiter.

Schema 1. Allgemeine Reaktionen der verschiedenen Typen von halo-
genierenden Enzymen. Die Chlorierung und Bromierung von Mono-
chlordimedon wurden ganz allgemein als Test fír den Nachweis halo-
genierender Enzyme in der Zeit zwischen 1966 und 1997 eingesetzt.[6]
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Interessanterweise wurde in der Kristallstruktur nahe am
Isoalloxazinring ein einzelnes Chloridion gefunden. Dies
zeigt, dass die Enzymmolekîle im Ruhezustand mit Chlorid-
ionen ges�ttigt vorliegen.[12, 14]

1.3. Nicht-H�m-Eisen-, a-Ketoglutarat- und O2-abh�ngige
Halogenasen

Haloperoxidasen und Flavin-abh�ngige Halogenasen be-
nçtigen elektronenreiche Substrate mit aktivierten Kohlen-

stoffatomen in Form von aroma-
tischen Ringen oder als Doppel-
bindungen in aliphatischen Ver-
bindungen[15–18] Diese Enzyme
sind nicht in der Lage, an nicht-
aktivierten Kohlenstoffatomen,
z. B. an Methylgruppen, zu halo-
genieren. Interessanterweise gibt
es in der Natur eine ganze Reihe
halogenierter Metaboliten mit
halogenierten Methylgruppen
oder Halogenatomen an anderen
nicht-aktivierten Kohlenstoff-
atomen. Ein Beispiel fîr eine
solche Verbindung ist Barbamid
(3 ; Schema 4), das von dem ma-
rinen Cyanobakterium Lyngbya
majuscula produziert wird.
øltere Untersuchungen zur Bio-
synthese von 3 ergaben, dass sich
die dreifach chlorierte Methyl-
gruppe von 3 aus einem Leucin-
rest ableitet, wobei w�hrend der
Biosynthese keine intermedi�re
Doppelbindung gebildet wird.[19]

Sitachitta et al. schlossen daraus,
dass die Chlorierung der Me-
thylgruppe des Leucinrests w�h-
rend der Biosynthese von 3 îber
einen Radikalmechanismus er-
folgen kçnnte.[20] Vergleiche der
Aminos�uresequenzen von
BarB1/BarB2 und BarC aus dem
Barbamidbiosynthese-Genclus-

ter[21] ergaben hohe øhnlichkeiten mit den potentiellen En-
zymen SyrB2 und SyrC aus der Syringomycinbiosynthese
(Schema 4)[22] und mit CmaA und CmaB aus der Coronatin-
biosynthese (Schema 4).[23] Vaillancourt et al. bemerkten,
dass SyrB2 Homologie zu Nicht-H�m-Eisen- und a-Ketog-
lutarat(a-KG)-abh�ngigen Enzymen zeigt.[24] Diese Enzyme
verwenden Aspartat/Glutamat und zwei Histidinreste als
Liganden fîr ein Nicht-H�m-Eisenzentrum und katalysieren
typischerweise Oxygenierungsreaktionen.[25, 26] Fîr gereinig-
tes SyrB2 konnte gezeigt werden, dass es die Chlorierung
eines Peptidyl-Carrier-Protein(PCP)-gebundenen l-Threo-
nins katalysiert (Schema 4).[24] Anschließend konnte die
Monochlorierung von PCP-gebundenem l-allo-Isoleucin
durch CmaB in vitro gezeigt werden, und Galonic et al.
gelang die Dreifachchlorierung von PCP-gebundenem l-
Leucin durch BarB1/BarB2 in vitro (Schema 4).[27, 28]

In Anlehnung an den Reaktionsmechanismus der Nicht-
H�m-Eisen- und a-KG-abh�ngigen Hydroxylasen wurde ein
Reaktionsmechanismus vorgeschlagen, bei dem ein Sub-
stratradikal gebildet wird, das ein Chlorradikal vom energe-
tisch hoch liegenden Ferryl-Oxo-Zwischenprodukt abstra-
hiert (Schema 5). Dieser Mechanismus wurde durch die
Aufkl�rung der dreidimensionalen Struktur von SyrB2 ge-
stîtzt, in der zu sehen ist, dass das Eisenzentrum durch zwei
Histidinreste, Chlorid, Wasser und a-Ketoglutarat, aber kein
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DFG in Hohenheim, bis er 1994 einen Ruf
an die TU Dresden erhielt, wo er seitdem die
Professur fír Allgemeine Biochemie innehat.

Schema 2. Beispiele fír die Halogenierung von Tryptophan (2) durch Flavin-abh�ngige Tryptophan-Ha-
logenasen mit verschiedenen Regioselektivit�ten w�hrend der Biosynthese von Pyrrolnitrin (1), Rebecca-
mycin, Thienodolin und Pyrroindomycin B.[15–18]
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Aspartat koordiniert wird (Schema 5).[29] Obwohl man eine
Konkurrenzreaktion zwischen dem Chlor- und einem Hy-
droxylradikal erwarten kçnnte, wurde fîr SyrB2 keine hy-
droxylierende Aktivit�t beobachtet (Schema 1).

1.4. Fluorierung

Eine Oxidation von Fluoridionen mit Sauerstoff
oder Wasserstoffperoxid ist nicht mçglich. Deshalb
werden fîr die Knîpfung von C-F-Bindungen andere
Enzyme bençtigt. Da Fluoridionen in w�ssriger
Lçsung sehr stark hydratisiert sind, mîssen fîr einen
direkten Einbau von Fluoridionen die Wassermole-
kîle um das Fluoridion entfernt werden. Ein Enzym,
das dazu in der Lage ist, wurde in Streptomyces
cattleya, dem Produzenten von Fluoressigs�ure, ent-
deckt.[30,31] Diese Fluorinase (FlA) zeigt eine hohe
Substratspezifit�t: Ihr bisher einziges bekanntes
Substrat ist S-Adenosyl-l-methionin. Die Reakti-
onsprodukte dieser Reaktion sind l-Methionin und
5’-Fluor-5’-desoxyadenosin (Schemata 1 und 13). Die
Aufkl�rung der dreidimensionalen Struktur, ortsge-
richtete Mutagenese und kinetische Untersuchungen
zeigten, dass ein Serin- und ein Threoninrest die
Wassermolekîle um das Fluoridion herum ersetzen.
Dadurch entsteht ein „nacktes“ Fluoridion, welches
das S-Adenosyl-l-methionin unter Abspaltung von
l-Methionin angreifen kann.[32] FlA kann in Gegen-
wart von Chloridionen auch als eine Chlorinase
reagieren, hat aber keine Brominaseaktivit�t.[33] Ein

�hnliches Enzym mit Chlorinase-, Brominase- und Iodinase-
aktivit�t, aber ohne Fluorinaseaktivit�t wurde in dem mari-
nen Bakterium Salinispora tropica gefunden (Schema 1).[34]

2. Neue Entwicklungen

2.1. Halogenierende Enzyme und ihre Beteiligung an der
Biosynthese halogenierter Metaboliten

Nach der Entdeckung von chl, dem Gen der Flavin-ab-
h�ngigen Halogenase aus der 7-Chlortetracyclinbiosynthese,
und den beiden Halogenasegenen prnA und prnC aus der
Biosynthese von 1 wurde eine große Anzahl von Genen fîr
weitere potentielle Flavin-abh�ngige Halogenasen auf der
Basis von Sequenzhomologien gefunden. In den meisten
F�llen wurden die Gene w�hrend der Klonierung und Cha-
rakterisierung von Biosynthese-Genclustern fîr Sekund�r-
metaboliten in Bakterien gefunden,[35] aber es gibt auch einige
Beispiele aus Pilzen[36, 37] und Schleimpilzen.[38, 39] Unglîckli-
cherweise wurde aber eine große Zahl dieser Halogenasegene
falsch annotiert. Viele Gene wurden als Tryptophan-Halo-
genasegene annotiert, obwohl 2 an der entsprechenden Bio-
synthese nicht beteiligt ist.[39] Dies liegt vermutlich daran, dass
Tryptophan-Halogenasen die ersten Flavin-abh�ngigen Ha-
logenasen waren, die untersucht wurden. Daher wurden in
diesem frîhen Stadium der Arbeiten îber Flavin-abh�ngige
Halogenasen nahezu alle neu entdeckten Halogenasegene als
Tryptophan-Halogenasegene annotiert. Da nur Gene gefun-
den und annotiert wurden, ohne dass die In-vitro-Aktivit�t
der zugehçrigen Enzyme nachgewiesen wurde, fielen diese
Irrtîmer lange Zeit nicht auf.

Die Expression der Gene Flavin-abh�ngiger Halogenasen
und der Nachweis von In-vitro-Aktivit�t waren und sind

Abbildung 1. Phylogenetischer Baum einiger Flavin-abh�ngiger Halogenasen. Die
Clusterung der Tryptophan-Halogenasen mit unterschiedlichen Regioselektivit�-
ten, PyrH, PrnA, ThdH und RebH, ist offensichtlich. Pyrrolcarbons�ure-Halogena-
sen, die ein PCP-gebundenes Substrat verwenden (PltA, AcmY und AcmX), sind
von der Pyrrol-Halogenase PrnC, die ein freies Substrat verwendet, getrennt. In-
teressanterweise scheint PrnC nahe mit der Halogenase aus der 7-Chlortetracyc-
lin-Biosynthese, Chl, verwandt zu sein. Halogenasen, die ein anderes PCP-gebun-
denes Substrat als Pyrrolcarbons�ure bençtigen, sind ebenfalls zu einem Cluster
zusammengefasst. PAM: Prozent der akzeptierten Punktmutationen.

Schema 3. Reaktionsmechanismus der Flavin-abh�ngigen Halogena-
sen am Beispiel der Chlorierung von Tryptophan (2) zu 7-Chlortrypto-
phan. Das reduzierte Flavin wird durch eine unspezifische Flavinreduk-
tase bereitgestellt. In vitro halogeniert die Halogenase beide Enantio-
mere von 2. Das gebildete HOCl kann das aktive Zentrum nicht verlas-
sen. Die Regioselektivit�t wird durch eine spezifische Orientierung des
Substrats im aktiven Zentrum erreicht.[12]
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immer noch die Ausnahme. Hierfîr gibt es zwei Grînde: Die
meisten Halogenasegene stammen aus Actinomyceten und
sind in E. coli als lçsliche Proteine nicht leicht zu exprimieren.
Eine gute �berexpression ist aber eine absolute Vorausset-
zung fîr den Nachweis der halogenierenden Aktivit�t in vi-

tro. Bis heute ist es noch nie-
mandem gelungen, die In-vitro-
Aktivit�t einer Flavin-abh�ngi-
gen oder einer Nicht-H�m-
Eisen-Halogenase in einem
Wildstamm nachzuweisen; die
Aktivit�t kann erst nach der
�berexpression des Gens de-
tektiert werden. Der zweite
Grund dafîr, dass In-vitro-Akti-
vit�t nur fîr sehr wenige Halo-
genasen gezeigt werden konnte,
ist das Substratproblem: Halo-
genasen haben eine hohe Sub-
stratspezifit�t, weshalb entweder
das natîrliche Substrat oder eine
strukturell eng verwandte Ver-
bindung als Substrat bençtigt
wird. Allerdings ist in den meis-
ten F�llen die chemische Struk-
tur des natîrlichen Substrats
nicht bekannt, da normalerweise
nicht gekl�rt ist, in welchem
Schritt der Biosynthese die Ha-
logenierung erfolgt. Es gibt Bei-
spiele, in denen die Halogenie-
rung der erste Biosyntheseschritt
ist und die Biosynthese nicht
fortgesetzt werden kann, wenn
die Ausgangsverbindung nicht
halogeniert wurde.[15] In anderen
Beispielen ist die Halogenierung

ebenfalls der erste Schritt, aber der Verlauf der Biosynthese
wird nicht beeinflusst, wenn keine Halogenierung erfolgt, und
es wird das entsprechende unhalogenierte Endprodukt ge-
bildet.[18] In diesen F�llen fîhrt die Entfernung des Halo-
genasegens im Produzenten auch nicht zur Identifizierung des
natîrlichen Substrats der Halogenase.

2.1.1. Halogenierte Metaboliten, die sich von Tryptophan ableiten
oder einen halogenierten Tryptophanrest enthalten

Bei den natîrlichen Substraten der Tryptophan-7-Halo-
genase PrnA und der Monodechloraminopyrrolnitrin-3-Ha-
logenase PrnC, den ersten beiden Flavin-abh�ngigen Halo-
genasen, fîr die In-vitro-Aktivit�t gezeigt werden konnte,
handelt es sich um freies 2 bzw. freies Mono-
dechloraminopyrrolnitrin.[10] Freies 2 ist ebenfalls das Sub-
strat fîr die Tryptophan-6-Halogenase (ThdH oder Thal), die
an der Thienodolinbiosynthese in Streptomyces albogriseolus
beteiligt ist,[17, 40] wie auch fîr die Tryptophan-5-Halogenase
PyrH aus Streptomyces rugosporus, dem Produzenten von
Pyrroindomycin B.[18] Diese Tryptophan-Halogenasen kata-
lysieren in vitro die Chlorierung und Bromierung beider
Enantiomere von 2, allerdings ist das l-Enantiomer von 2 das
bessere Substrat.[92]

Die Klonierung und Charakterisierung des Biosynthese-
Genclusters fîr das antimikrobielle cyclische Hexapeptid
Kutznerid 2 zeigte das Vorhandensein von zwei Genen fîr

Schema 4. Oben: Chlorierung von PCP-gebundenem l-Threonin durch die Nicht-H�m-Eisen-, a-KG- und
O2-abh�ngige Halogenase SyrB2 aus der Biosynthese von Syringomycin E. Mitte: kryptische Chlorierung
von PCP-gebundenem l-allo-Isoleucin durch die Nicht-H�m-Eisen-, a-KG- und O2-abh�ngige Halogenase
CmaB aus der Coronatinbiosynthese. Unten: Chlorierung von PCP-gebundenem l-Leucin durch die
Nicht-H�m-Eisen-, a-KG- und O2-abh�ngigen Halogenasen BarB2 und BarB1 aus der Biosynthese von
Barbamid (3).[24, 27, 28]

Schema 5. Reaktionsmechanismus der Nicht-H�m-Eisen-, a-KG- und
O2-abh�ngigen Halogenasen.[29]
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Flavin-abh�ngige Tryptophan-Halogenasen, KtzQ und KtzR,
und eines Gens fîr eine Nicht-H�m-Eisen-Halogenase,
KtzD.[41] KtzQ, eine Tryptophan-7-Halogenase, katalysiert die
regioselektive Chlorierung von freiem 2 zu 7-Chlortrypto-
phan, das von der Tryptophan-6-Halogenase KtzR weiter zu
6,7-Dichlortryptophan chloriert wird.[42] Es wird angenom-
men, dass dieses Produkt durch die Adenylierungsdom�ne
KtzH in die wachsende Kutznerid-Assemblierungs-Kette
eingebaut wird.[42] Die Nicht-H�m-Eisen-Halogenase KtzD
katalysiert die kryptische Chlorierung von PCP-gebundenem
l-allo-Isoleucin (Schemata 4 und 6).[41] Das Gen fîr eine
weitere Nicht-H�m-Eisen-Halogenase, KthP, wurde erst
sp�ter etwas entfernt vom Kutzneridbiosynthese-Gencluster
entdeckt. Fîr diese Halogenase wurde gezeigt, dass sie die
stereospezifische Chlorierung eines PCP-gebundenen Pipe-
razylrests katalysiert,[43] von dem angenommen wird, dass er
aus Glutamat/Glutamin synthetisiert wird (Schema 6).[41]

Dieses Beispiel zeigt sehr schçn, dass die Halogenierung eines
freien Substrats vor dem Einbau dieses Bausteins in den
Biosyntheseweg erfolgen kann. Innerhalb von nicht-ribo-
somalen Peptidsynthesen geschieht die Halogenierung aller-
dings an PCP-gebundenen Substraten.

2.1.2. Metaboliten mit halogeniertem Pyrrolrest

W�hrend der Klonierung und Charakterisierung des
Biosynthese-Genclusters des Antibiotikums Pyoluteorin

entdeckten Nowack-Thompson et al. die Gene von drei po-
tentiellen Flavin-abh�ngigen Halogenasen: pltA, pltD und
pltM.[44] Pyoluteorin enth�lt aber nur zwei Chloratome. Eine
der potentiellen Halogenasen, PltD, enth�lt kein korrektes
Motiv fîr eine Nukleotidbindestelle (GxSxxV anstelle von
GxGxxG), und ein zweites konserviertes Motiv, das in Chl,
PrnC und den Tryptophan-Halogenasen gefunden wurde (das
so genannte Tryptophan-Motiv), war ebenfalls ver�ndert
(GWxGxI anstelle von GWxWxI). Daraus wurde geschlos-
sen, dass PltD nicht funktionsf�hig oder aber prinzipiell keine
Halogenase ist.[44,45] Damit verblieben nur noch PltA und
PltM als Kandidaten fîr die Einfîhrung der beiden Chlor-
atome in den Pyrrolrest von Pyoluteorin, der sich von Prolin
ableitet. Die Bildung des Pyrrolrests bençtigt die Aktivit�t
einer nicht-ribosomalen Peptid-Synthetase, wodurch ein
PCP-gebundener Prolylrest entsteht. Dieser ist das Substrat
fîr eine Flavin-abh�ngige Dehydrogenase, die das PCP-ge-
bundene Prolin in eine PCP-gebundene Pyrrol-2-carbons�ure
umwandelt, die das natîrliche Substrat fîr die Halogenase ist
(Schema 7).[46] �berraschenderweise gelang mit PltA allein
bereits die Dichlorierung der PCP-gebundenen Pyrrolcar-
bons�ure in vitro, wohingegen fîr PltM keine chlorierende
Aktivit�t detektiert werden konnte. Der Nachweis der In-
vitro-Aktivit�t von PltA erforderte ein komplexes Enzym-
system aus einem Peptidyl-Carrier-Protein (PltL), an das
mithilfe der unspezifischen 4’-Phosphopantetheinyl-Trans-
ferase Sfp eine prosthetische 4’-Phosphopantethein-Gruppe

angebracht werden musste. PltL
wurde anschließend durch die l-
Prolyl-AMP-Ligase PltF mit Prolin
beladen. Die Oxidation des Prolyl-
S-Carrier-Proteins erfolgte durch
die Dehydrogenase PltE. Fîr die
Chlorierung des resultierenden
Pyrrolyl-S-PCP wurde die Flavin-
reduktase SsuE aus E. coli zur
Bildung des von der Halogenase
bençtigten FADH2 zugegeben. Fîr
die Analyse des Reaktionspro-
dukts mussten Elektrospray-Ioni-
sations-Fourier-Transformations-
MS und l-[14C]Prolin verwendet
werden, da die Gesamtaktivit�t
dieses komplexen Enzymsystems
nur sehr gering war.[45] Agarwal
et al. hatten das gleiche Problem
bei der Analyse der Aktivit�t der
Brominase Bmp2 aus der Biosyn-
these von Pentabrompseudilin (4).
Bmp2 katalysiert die Dreifachbro-
mierung des Pyrrolyl-S-Acyl-Car-
rier-Proteins (ACP; Schema 7).[47]

Obwohl hier der Pyrrolcarbons�u-
rerest an das holo-ACP durch
chemische Synthese angebracht
wurde, war LC/MS/MS fîr die
Detektion des bromierten Pro-
dukts notwendig. Dies macht
deutlich, wie schwierig es ist, die

Schema 6. Die Chlorierungsreaktionen im Verlauf der Kutzneridbiosynthese. Zweifachchlorierung von
Tryptophan (2) zu 6,7-Dichlortryptophan durch die Flavin-abh�ngigen Halogenasen KtzQ und KtzR,
Chlorierung von PCP-gebundenem l-allo-Isoleucin durch die Nicht-H�m-Eisen-, a-KG- und O2-abh�n-
gige Halogenase KtzD und Chlorierung eines PCP-gebundenen (3S)-Piperazylrests durch die Nicht-
H�m-Eisen-, a-KG- und O2-abh�ngige Halogenase KthP. Die chlorierten Bausteine werden dann in
die Biosynthese von Kutznerid 2 eingeschleust.[41–43]
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In-vitro-Aktivit�t von Halogenasen nachzuweisen, selbst
wenn das natîrliche Substrat verwendet wird.

Vor kurzem wurde die dreidimensionale Struktur von
PltA aufgekl�rt.[48] Der Bereich der Flavin-Bindestelle ist
sehr �hnlich zu denen anderer Flavin-abh�ngiger Halogena-
sen und enth�lt wie PrnA und PyrH ebenfalls ein Chloridion
in Nachbarschaft zum Isoalloxazinring.[12,14] Der katalytisch
aktive Lysinrest befindet sich ebenfalls an einer �hnlichen
Position wie bei PrnA und PyrH, aber der fîr die Aktivit�t
von PrnA und PyrH notwendige Glutamatrest ist nicht vor-
handen. Leider konnte kein Komplex mit PCP-gebundener
Pyrrolcarbons�ure erhalten werden. Der Abstand zwischen
Substrat und Isoalloxazinring betr�gt nur 6 und nicht 10 è
wie bei PrnA und PyrH. Ein wichtiger Unterschied zu PrnA
und PyrH ist eine zus�tzliche helikale Region am C-Terminus,
die eine mutmaßliche Substratbindestelle blockiert. Dies l�sst
darauf schließen, dass eine Konformations�nderung notwen-
dig ist, um diese Region fîr die Bindung des Substrats anders
zu positionieren.[48]

Bis auf Bmp2 und Bmp5[47] katalysieren alle bisher ent-
deckten Flavin-abh�ngigen und Nicht-H�m-Eisen-Haloge-
nasen sowohl Chlorierungs- als auch Bromierungsreaktionen.
Allerdings ist, anders als bei Haloperoxidasen, die chlorie-
rende Aktivit�t hçher als die bromierende. Dies liegt wahr-
scheinlich daran, dass Chlorid besser in das aktive Zentrum

passt, wo es in der N�he des
Isoalloxazinrings gebunden
wird.[12, 14, 48] Fîtterungsstudien
haben ergeben, dass die Substi-
tution von Chlorid durch Bromid
im Wachstumsmedium zur Bil-
dung des entsprechenden bro-
mierten Metaboliten fîhrt.[49] In-
teressanterweise kann der Pro-
duzent von Pentachlorpseudilin,
Actinoplanes sp. ATCC 33002,
nur Pentachlorpseudilin und
nicht das Bromanalogon 4 syn-
thetisieren. Dieses wird von den
marinen Bakterien Pseudoalte-
romonas luteoviolacea und
P. phenolica produziert, die an-
dererseits das Chloranalogon
nicht synthetisieren kçnnen. Aus
Fîtterungsstudien ist bekannt,
dass sich der Pyrrolring von 4,
wie im Fall von Pyoluteorin, von
Prolin ableitet[44, 50] und der Phe-
nolring îber p-Hydroxybenzoe-
s�ure aus dem Shikimatweg
stammt.[51] Dagegen wird der
Phenolring von Pentachlor-
pseudilin îber eine Polyketid-
synthese gebildet.[52] Im Verlauf
ihrer Arbeiten zur Biosynthese
von 4 klonierten und charakteri-
sierten Agarwal et al. das Bio-
synthese-Gencluster von 4.[47]

Das Cluster enth�lt das Gen fîr
die Flavin-abh�ngige Halogenase Bmp2, deren Aminos�u-
resequenz �hnlich zu denen von PltA und PltM aus der
Pyoluteorinbiosynthese ist (Abbildung 1).[44] Fîr Bmp2
konnte gezeigt werden, dass es die Einfach-, Zweifach- und
Dreifachbromierung, aber nicht die Chlorierung von Pyrro-
lyl-S-Bmp1 katalysiert (Schema 7).

2.1.3. Metaboliten mit halogeniertem Phenolring

Das Gen der zweiten Flavin-abh�ngigen Halogenase aus
der Pentabrompseudilinbiosynthese, bmp5, war nicht leicht
zu finden, da seine Sequenzhomologie zu bekannten Flavin-
abh�ngigen Halogenasen relativ gering ist (Abbildung 1).
Bmp5 enth�lt die Nukleotidbindestelle, und der katalytisch
aktive Lysinrest ist wie bei PrnC[9] und anderen Flavin-ab-
h�ngigen Phenylpyrrol-Halogenasen etwa 12 Aminos�ure-
reste in Richtung des C-Terminus verschoben. Bmp5 kataly-
siert die Einfachbromierung von p-Hydroxybenzoes�ure, und
nach Decarboxylierung des 3-Brom-4-hydroxybenzoes�ure-
Zwischenprodukts wird ein zweites Bromatom eingebaut,
wodurch der 2,4-Dibromphenolrest von 4 entsteht
(Schema 7). Die Produktbildung von Bmp5 war hoch genug,
um mittels HPLC analysiert zu werden. Die Zugabe einer
Flavinreduktase war nicht notwendig, da Bmp5 auch gleich-
zeitig als Flavinreduktase fungiert. Dies spiegelt sich in der

Schema 7. Halogenierung von PCP-gebundenen Substraten durch Flavin-abh�ngige Halogenasen.
Oben: PCP-gebundene Pyrrol-2-carbons�ure wird im Verlauf der Biosynthesen von Pyoluteorin und Pen-
tabrompseudilin (4) durch PltA bzw. Bmp2 halogeniert.[45, 47] Mitte: Die Bildung von 2,4-Dibromphenol
aus p-Hydroxybenzoes�ure wird w�hrend der Biosynthese von 4 durch Bmp5 katalysiert.[47] Unten: (S)-b-
Tyrosyl-PCP wird durch SgcC3 w�hrend der Biosynthese des Endiin-Antibiotikums C-1027 chloriert.[53]
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Sequenzhomologie von Bmp5 zu
den Flavin-abh�ngigen Einkom-
ponenten-Oxygenasen und der
Gegenwart einer NADPH-Bin-
destelle (GLGESSAD) wider.
Bmp5 ist die erste entdeckte
Flavin-abh�ngige Einkomponen-
ten-Halogenase mit zus�tzlicher
Decarboxylase-Aktivit�t. Wie
Bmp2 katalysiert auch Bmp5
keine Chlorierungsreaktion.[47]

Die regioselektive Chlorie-
rung von (S)-b-Tyrosyl-PCP
gelang mit der Flavin-abh�ngigen
Halogenase SgcC3 aus der Bio-
synthese des Endiin-Antitumor-
Antibiotikums C-1027
(Schema 7). Wie im Fall der
Chlorierung von PCP-gebunde-
ner Pyrrol-2-carbons�ure durch
PltA wurde das Substrat enzy-
matisch synthetisiert. Die erhal-
tene Aktivit�t war gegenîber der
von Pyrrolyl-S-PCP-Halogena-
sen relativ hoch, wodurch es
mçglich war, das Enzym kine-
tisch zu charakterisieren. Der kcat-Wert fîr die Chlorie-
rungsreaktion war sehr viel niedriger als die Werte, die fîr die
Tryptophan-Halogenasen gefunden wurden (1.1 h¢1 gegen-
îber 1–7 min¢1). Interessanterweise war die bromierende
Aktivit�t etwa um die H�lfte geringer, was gut mit den fîr die
Tryptophan-Halogenasen erhaltenen Daten îberein-
stimmt.[53]

Die Glykopeptide Vancomycin, Balhimycin und Chlore-
remomycin enthalten alle einen chlorierten b-Hydroxytyro-
sinrest. Da die Fîtterung von 3-Chlor-b-hydroxytyrosin nicht
zur Bildung von Balhimycin fîhrte, konnte ausgeschlossen
werden, dass das Vorstufenmolekîl b-Hydroxytyrosin vor
seinem Einbau in das Peptidrîckgrat von Balhimycin chlo-
riert wird.[54] Die Analyse des Balhimycinbiosynthese-Gen-
clusters ergab das Vorhandensein von zwei potentiellen ha-
logenierenden Enzymen: Bhp und BhaA. Bhp, eine „Cofak-
tor-freie Haloperoxidase“/Perhydrolase konnte als das
Enzym identifiziert werden, das die Hydrolyse des b-Hydro-
xytyrosin-S-PCP katalysiert.[55, 56] BhaA wurde durch Zerstç-
rung des Gens als die an der Balhimycinbiosynthese beteiligte
Flavin-abh�ngige Halogenase identifiziert.[54] Es wurde an-
genommen, dass BhaA den Einbau der Chloratome in beide
b-Hydroxytyrosinreste von Balhimycin katalysiert. Es dau-
erte weitere vier Jahre, bis Schmartz et al. zeigen konnten,
dass VhaA, die analoge Halogenase aus der Vancomycin-
biosynthese, die Bis-Chlorierung des Hexapeptid-PCP-Kon-
jugat-Zwischenprodukts katalysiert (Schema 8).[57] Demnach
findet die regioselektive Chlorierung beider b-Hydroxytyro-
sinreste direkt nach dem Einbau des zweiten b-Hydroxyty-
rosinrests in die wachsende Peptidkette und vor dem Einbau
des letzten Aminos�urerests statt. VhaA zeigt eine hohe
Substratspezifit�t und akzeptiert das Dipeptid, das ebenfalls
einen C-terminalen b-Hydroxytyrosinrest tr�gt, nicht als

Substrat. Offensichtlich wird ein grçßerer Teil des Peptids von
VhaA erkannt und fîr die Bindung des Substrats bençtigt.

Fîtterungsstudien zur Aufkl�rung der 7-Chlortetracyc-
linbiosynthese haben ergeben, dass das chlorierende Enzym,
das an der 7-Chlortetracyclinbiosynthese beteiligt ist, eine
hohe Substratspezifit�t und Regioselektivit�t aufweist. Es
konnte gezeigt werden, dass 4-Ketoanhydrotetracyclin das
Substrat fîr das halogenierende Enzym sein muss und dass
nach der Transaminierung zu 4-Aminoanhydrotetracyclin
keine Chlorierung mehr mçglich ist (Schema 9).[58] Daher war
es eine große �berraschung, als Zhu et al. verçffentlichten,
dass CtcP, frîher als Chl oder Cts4 bezeichnet, die Chlorie-
rung von Tetracyclin als letzten Schritt der Biosynthese von 7-
Chlortetracyclin katalysiert (Schema 9).[8, 59] Dieser Befund
steht in absolutem Widerspruch zur Isolierung von 7-Chlor-
5a(11a)-dehydrotetracyclin, 6-Demethylchlortetracyclin und
insbesondere 4-Oxoanhydrochlortetracyclin (Schema 9).[60–62]

Wenn die Chlorierung der letzte Schritt in der Biosynthese
von 7-Chlortetracyclin ist, ist die Existenz dieser Verbindun-
gen nicht zu erkl�ren.

Neumann et al. zeigten die chlorierende Aktivit�t von
ChlA, einer Flavin-abh�ngigen Halogenase aus der sozialen
Amçbe Dictiostelium discoideum.[38] ChlA katalysiert in vivo
beide Chlorierungen in der Biosynthese des Differenzie-
rungsfaktors 1. Fîr In-vitro-Untersuchungen wurde (2,4,6-
Trihydroxyphenyl)-1-hexan-1-on (THPH) als Substrat ver-
wendet (Schema 10). Die gefundene chlorierende Aktivit�t
war sehr gering, insbesondere fîr den Einbau des zweiten
Chloratoms. THPH wird durch eine Polyketidsynthese ge-
bildet, und es sollte in Betracht gezogen werden, dass das
natîrliche Substrat ein noch an das Acyl-Carrier-Protein StlB
gebundenes Zwischenprodukt sein kçnnte.

Schema 8. Chlorierung der Peptidyl-Carrier-Protein-gebundenen Hexapeptid-Vorstufe durch die Flavin-
abh�ngige Halogenase VhaA w�hrend der Biosynthese von Vancomycin.[57]
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Radicicol ist ein chlorhaltiges Polyketid, das von dem Pilz
Pochonia chlamydospora gebildet wird. Das Biosynthese-
Gencluster enth�lt das Gen einer Flavin-abh�ngigen Halo-
genase (rdc2).[36, 63] Zeng und Zhan analysierten die haloge-
nierende Aktivit�t von Rdc2 in vitro mit Monocillin I, dem
unhalogenierten Analogon von Radicicol, als Substrat.[37]

Allerdings waren im HPLC-Chromatogramm viele Peaks
sichtbar. Daher wurde ein Substrat mit weniger Doppelbin-

dungen, wie Monocillin IV, eingesetzt, wobei Einfach- und
Zweifachchlorierungen und Bromierungen am Phenolring
erhalten wurden (Schema 10). Die Bildung der dichlorierten
Produkte war îberraschend, da dichloriertes Monocillin I
noch nie in der Natur gefunden wurde. Monocillin IV ist sehr
wahrscheinlich nicht das natîrliche Substrat von Rdc2. In
Experimenten mit 6-Hydroxyisochinolin als Substrat fîr
Rdc2 wurden wiederum mono- und dichlorierte Produkte
erhalten.[64]

2.1.4. An aliphatischen Resten oder an nicht-aromatischen
Ringen halogenierte Metaboliten

In Biosynthesewegen, in denen die zu halogenierende
Verbindung kein Teil einer nicht-ribosomalen Peptidsynthese
oder einer Polyketidsynthese ist, wie in den Biosynthesen von
1, Rebeccamycin, Thienodolin, Pyrroindomycin B
(Schema 2) oder Kutznerid 2 (Schema 6), erfolgt die Halo-
genierung an einem freien Substrat.[10, 16, 18, 40,42, 45] Wenn die
Halogenase innerhalb einer nicht-ribosomalen Peptidsyn-
these oder einer Polyketidsynthese arbeitet, ist es sehr un-
wahrscheinlich, dass das Substrat ein freies Molekîl ist. Dies
w�re nur dann der Fall, wenn die Halogenierung der erste
Schritt vor einer Aktivierung der Aminos�ure fîr eine Pep-
tidsynthese oder als Startereinheit fîr eine Polyketidsynthese
w�re. Daher ist es nicht îberraschend, dass in einem Bio-
syntheseweg, in dem weder Peptidyl- noch Acyl-Carrier-
Proteine verwendet werden,[65] wie im Fall von Welwitindo-
linon, die Halogenierung an einem freien Substrat erfolgt. 12-
epi-Fischerindol U (Schema 11) und 12-epi-Hapalindol C
werden von der Nicht-H�m-Eisen-Halogenase WelO5 chlo-
riert.[66]

Die Umwandlung von Zwischenprodukten der Snyde-
rolbiosynthese in bromierte Produkte durch eine Vanadium-
abh�ngige Haloperoxidase ergab eine Reihe von Nebenpro-
dukten und nur einen sehr geringen Anteil des bromierten
Biosynthesezwischenprodukts.[67] Bisher gibt es noch keine
molekulargenetischen Daten fîr die Beteiligung der ver-
wendeten Vanadium-Haloperoxidase an der Snyderolbio-
synthese.

Kaysser et al. klonierten 2012 das Gencluster fîr die
Merochlorinbiosynthese aus dem marinen Bakterium Strep-
tomyces sp. CNH-189, in dem sie zwei Gene fîr Vanadium-
abh�ngige Haloperoxidasen entdeckten. Sie exprimierten
zwei verschiedene Fosmid-Klone, die sich im Vorhandensein

Schema 9. Chlorierung von Tetracyclin zu 7-Chlortetracyclin durch die
Flavin-abh�ngige Halogenase CtcP (auch als Cts4 und Chl bezeichnet)
und einige 7-Chlortetracyclin-Derivate, deren Existenz nicht erkl�rbar
ist, wenn die Chlorierung der letzte Schritt in der Biosynthese von 7-
Chlortetracyclin ist.[8, 58–62]

Schema 10. Chlorierung von (vermutlich) nicht-natírlichen Substraten
durch verschiedene Flavin-abh�ngige Halogenasen.[37, 38]

Schema 11. Chlorierung von freiem 12-epi-Fischerindol U durch die
Nicht-H�m-Eisen-, a-KG- und O2-abh�ngige Halogenase WelO5 aus
der Biosynthese von Welwitindolinon.[65, 66]
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und Fehlen des Gens mcl40, das fîr eine der
beiden Vanadium-abh�ngigen Haloperoxidasen
kodiert, unterschieden. Der Klon, dem mcl40
fehlte, konnte kein Merochlorin C mehr produ-
zieren, was darauf hinwies, dass Mcl40 am ab-
schließenden Chlorierungs- und Cyclisierungs-
schritt beteiligt ist.[68] Sp�ter wurde jedoch fest-
gestellt, dass es in Wirklichkeit Mcl24 und nicht
Mcl40 ist, das die regioselektive Chlorierung des
Naphtholrests von Pr�merochlorin katalysiert.
Mcl24 initiiert zus�tzlich auch noch eine Reihe
von Cyclisierungsreaktionen, die zu den Des-
aromatisierungen und Terpencyclisierungen
fîhren, die fîr den Aufbau des komplexen
Kohlenstoffgerîsts von Merochlorin A und B
bençtigt werden. Mcl24 kann Monochlordime-
don, das Standardsubstrat fîr Haloperoxidasen,
nicht chlorieren, sondern nur bromieren
(Schema 12).[69, 70]

Die Analyse des Biosynthese-Genclusters
fîr Napyradiomycin (Schema 12) aus Strepto-
myces sp. CNQ-525 ergab das Vorhandensein
eines Gens fîr eine Vanadium-abh�ngige
Chlorperoxidase, napH1. Gereinigte NapH1
katalysiert die stereospezifische Chlorierung
und Bromierung eines Zwischenprodukts
(SF2415B1) zu SF2415B3 in der Biosynthese des
trichlorierten Meroterpenoids A80915
(Schema 12). Die NapH1-katalysierte Haloge-
nierung fîhrt, zus�tzlich zum Einbau eines
Chloratoms, noch zu einer Cyclisierung. Aller-
dings katalysiert NapH1 in Gegenwart von
Bromid die unspezifische Bromierung des Sub-
strats, was zur Bildung von zwei neuen bro-
mierten Produkten fîhrt. Es wird angenommen,
dass NapH1 stark mit dem Substrat wechselwirkt
und in Gegenwart von Chlorid hoch substrat-
spezifisch ist. Wenn das nichtnatîrliche Substrat
Monochlordimedon verwendet wird, kataly-
siert NapH1 nur die Bromierung, nicht aber
die Chlorierung von Monochlordimedon
(Schema 12), wie es auch bereits fîr Mcl24
aus der Merochlorinbiosynthese beobachtet
wurde.[69, 70] Offensichtlich verhalten sich NapH1
und Mcl24 in Gegenwart von Bromid wie un-
spezifische Bromperoxidasen und bilden hypobromige S�ure,
die vom aktiven Zentrum freigesetzt wird und anschließend
zur unspezifischen Bromierung des nichtnatîrlichen Sub-
strats Monochlordimedon fîhrt.

2.1.5. Halogenasen mit bekannter dreidimensionaler Struktur,
aber keinem bekannten Substrat

Fîr einige Halogenasen sind die dreidimensionalen
Strukturen bekannt, aber der Nachweis der In-vitro-Aktivit�t
fehlt. Eine dieser Halogenasen ist CndH, eine Flavin-abh�n-
gige Halogenase, fîr die eine Beteiligung an der Biosynthese
von Chondrochloren A (Abbildung 2) nachgewiesen werden
konnte.[71] Es wird angenommen, dass CndH die regioselek-

tive Monochlorierung eines PCP-gebundenen Tyrosins in der
3-Position katalysiert. Es konnte zwar noch keine In-vitro-
Aktivit�t nachgewiesen werden, Buedenbender et al. gelang
allerdings die Aufkl�rung der dreidimensionale Struktur des
Enzyms, dessen aktives Zentrum strukturell sehr �hnlich zu
jenem von PrnA ist.[72] Der katalytisch aktive Lysinrest war
vorhanden,[72] allerdings fehlte der Glutamatrest, der fîr die
Aktivit�t von PrnA bençtigt wird.[73] Der Glutamatrest
scheint nur in Halogenasen bençtigt zu werden, die die Ha-
logenierung von weniger reaktiven Substraten wie Trypto-
phan katalysieren. Im Fall reaktiverer Substrate, z. B. Phenol-
oder Pyrrol-Derivate, scheint der Glutamatrest nicht bençtigt
zu werden.[48, 72] Buedenbender et al. verglichen die Amino-
s�uresequenzen Flavin-abh�ngiger Halogenasen, die ein

Schema 12. Oben: Chlorierung von Pr�merochlorin durch die Vanadium-abh�ngige
Chlorperoxidase Mcl24 und des Zwischenprodukts SF2415B1 der Biosynthese des Me-
roterpenoids A80915C durch die Vanadium-abh�ngige Chlorperoxidase NapH1. Mitte:
Die chemische Struktur von Napyradiomycin B1. Unten: Beide Chlorperoxidasen,
Mcl24 und NapH1, katalysieren die Bromierung von Monochlordimedon, aber nicht
seine Chlorierung.[69, 70]
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freies Substrat verwenden, mit denen, die Carrier-gebundene
Substrate halogenieren. Sie fanden dabei, dass diese in zwei
Aminos�uresequenz-Varianten unterteilt werden kçnnen.
Allerdings verwendeten Buedenbender et al. fîr ihre Ver-
gleiche nur vier Halogenasen: die beiden Tryptophan-7-Ha-
logenasen PrnA und RebH sowie die beiden Tyrosin-Halo-
genasen CndH und SgcC3.[72] Dieses Vorgehen ist recht pro-
blematisch, da Tryptophan-Halogenasen eine relativ hohe
Sequenzhomologie zueinander haben und daher immer eine
Clusterung aufweisen, aber andererseits eine sehr geringe
Sequenzhomologie zu anderen Halogenasen haben (Abbil-
dung 1). Andererseits ist es richtig, dass sich einige Haloge-
nasen, die ein Carrier-Protein-gebundenes Substrat akzep-
tieren, von den Halogenasen unterscheiden lassen, die ein
freies Substrat verwenden. Die Pyrrolyl-S-Carrier-Protein-
halogenierenden Enzyme sind um etwa 70 Aminos�uren
kîrzer als Halogenasen, die andere PCP-gebundene oder
freie Substrate umsetzen. Im phylogenetischen Stammbaum
in Abbildung 1 ist gut zu erkennen, dass die Mono-
dechloraminopyrrolnitrin-3-Halogenase PrnC gut von den
Pyrrol-Halogenasen, die gebundene Substrate halogenieren,
getrennt ist; PrnC verwendet freies Monodechlor-
aminopyrrolnitrin, das sie regioselektiv an der 3-Position des
Pyrrolrings halogeniert (Schema 2).[10]

Ein zweites Beispiel fîr eine Halogenase mit bekannter
dreidimensionaler Struktur, aber bisher noch fehlender In-
vitro-Aktivit�t ist die Flavin-abh�ngige Halogenase CmlS aus
der Biosynthese von Chloramphenicol (Abbildung 2).[74] Fîr
CmlS konnte bisher keine In-vitro-Aktivit�t gezeigt werden,
da das natîrliche Substrat nicht bekannt ist. Dies passt zu den
Befunden aus Fîtterungsversuchen, mit deren Hilfe es
ebenfalls nicht gelungen ist, das R�tsel um den Chlorie-
rungsschritt in der Chloramphenicolbiosynthese zu lçsen.[75]

Es wurde vorgeschlagen, dass das Halogenasesubstrat ein
CoA-Derivat sein kçnnte. CmlS ist besonders ungewçhnlich,
da die Aufkl�rung seiner dreidimensionalen Struktur ergab,
dass es FAD enth�lt, das îber einen Aspartatrest kovalent an
das Protein gebunden ist.[76] Interessanterweise wird die
Struktur von CmlS recht h�ufig fîr die Modellierung von
Halogenase-Strukturen verwendet.[64]

2.2. Die Anwendung von Halogenasen
2.2.1. In-vivo-Anwendungen

Da die Verwendung Flavin-abh�ngiger Halogenasen bei
In-vitro-Reaktionen durch die fehlende Kenntnis und/oder
die fehlende Verfîgbarkeit der Substrate sehr stark behindert

wurde, wurden Versuche zur Anwendung der Enzyme in vivo
unternommen. In diesen Untersuchungen wurden die Gene
von Tryptophan-Halogenasen mit unterschiedlichen Regio-
selektivit�ten in Bakterien eingeschleust, die ursprînglich
bereits halogenierte Metaboliten produzierten. Dadurch
konnten Varianten der ursprînglich gebildeten halogenierten
Metaboliten erhalten werden. In einigen F�llen brach die
Biosynthese ab oder wurde umgelenkt, da ein nachfolgendes
Enzym das an einer anderen Stelle halogenierte Zwischen-
produkt nicht als Substrat akzeptierte.[52, 77]

Roy et al. brachten das Tryptophan-7-Halogenasegen
prnA aus der Biosynthese von 1 in Streptomyces coeruleoru-
bidus, den Produzenten von Pacidamycin, ein und erhielten
Pacidamycin mit einem an der 7-Position chlorierten Tryp-
tophanrest (Schema 13). Dieses Chloratom konnte nachfol-
gend chemisch gegen andere Substituenten ausgetauscht
werden, wodurch die Einfîhrung anderer funktioneller
Gruppen ermçglicht wurde.[78]

Runguphan et al. brachten das Tryptophan-7-Halogena-
segen rebH aus der Rebeccamycinbiosynthese[78] sowie das
Tryptophan-5-Halogenasegen pyrH aus der Pyrroindomy-
cinbiosynthese[18] zusammen mit dem Flavinreduktasegen
rebF aus dem Rebeccamycin-Produzenten Lechevalieria
aerocolonigenes[16] in die medizinisch angewendete Pflanze
Catharanthus roseus ein.[77] Die Expression der Halogenase-
gene und des Flavinreduktasegens fîhrte zur Bildung chlo-
rierter und, in Gegenwart von Bromidionen, zur Bildung
bromierter Tryptophan-abgeleiteter Alkaloide. Bei einigen
davon handelte es sich um die halogenierten Analoga der
normalerweise von C. roseus gebildeten Alkaloide, aber auf-
grund der Substratspezifit�ten der Enzyme in der Pflanze
wurden auch neue Tryptophan-abgeleitete halogenierte Al-
kaloide gebildet (5–7; Schema 13).[77] Einige der halogenier-
ten Produkte konnten auch chemisch îber Suzuki-Miyaura-
Kreuzkupplung derivatisiert werden.[79]

Eust�quio et al. schleusten das Fluorinasegen flA aus
S. cattleya in den Salinosporamid-Produzenten Salinispora
tropica ein.[80] Da S. tropica ein Chlorinasegen (salL) enth�lt,
wurde dieses Gen zerstçrt und flA in das Genom von S. tro-
pica integriert. Allerdings war die Produktion von Fluorsali-
nosporamid nicht einfach. Um das Problem der Giftigkeit von
Fluorid zu umgehen, wurde Fluorid erst nach Erreichen der
frîhen oder mittleren exponentiellen Wachstumsphase zu-
gegeben. Dadurch war der S.-tropica-Klon, der das Fluori-
nasegen enthielt, in der Lage, Fluorsalinosporamid zu pro-
duzieren (Schema 13). Zus�tzlich wurden noch weitere flu-
orierte Verbindungen unbekannter Struktur gebildet. Hier-
mit konnte gezeigt werden, dass auch die Fluorinase in vivo
fîr die Produktion neuer Fluormetaboliten genutzt werden
kann.

2.2.2. Produktion halogenierter Verbindungen in vitro

Halogenasen sind sehr interessant fîr die Anwendung in
der „grînen Chemie“. Sie katalysieren hochselektive und
spezifische Halogenierungen ohne die Bildung von Neben-
produkten außer Wasser und im Fall der Flavin-abh�ngigen
Halogenasen Wasserstoffperoxid, das durch die Reaktion von
FADH2 mit Sauerstoff gebildet wird. Wasserstoffperoxid

Abbildung 2. Halogenierte Metaboliten, fír deren Biosynthese potenti-
elle Halogenasen identifiziert und die dreidimensionalen Strukturen
der Enzyme aufgekl�rt wurden, aber noch keine In-vitro-Aktivit�t nach-
gewiesen werden konnte.[71, 74]
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kann aber problemlos in situ durch Katalase in Sauerstoff und
Wasser gespalten werden. Die Fluorinase hat eine �ußerst
hohe Substratspezifit�t: Bisher ist S-Adenosyl-l-methionin
das einzig bekannte Substrat fîr dieses Enzym und fîr die
verwandte Chlorinase. Fluorinase kann allerdings zur Pro-
duktion von 18F-markierten Molekîlen fîr den Einsatz in der
Diagnostik verwendet werden.[81, 82] Die Nicht-H�m-Eisen-
Halogenasen mîssen unter anaeroben Bedingungen gereinigt
werden und sind sehr sauerstoffempfindlich. Flavin-abh�ngi-
ge Halogenasen sind prinzipiell sehr stabil und kçnnen in
Gegenwart von Sauerstoff fîr Monate gelagert werden.
Leider zeigen Flavin-abh�ngige Halogenasen nur eine sehr
geringe Aktivit�t (kcat = 1–7 min¢1). Bezîglich der Stabilit�t
unter Reaktionsbedingungen gab es einige Verwirrung, aber
inzwischen ist man sich einig, dass sie bereits nach etwa zwei
Stunden Inkubation unter Reaktionsbedingungen inaktiv
sind.[73, 83–86]

Lang et al. zeigten 2011, dass
die Regioselektivit�t von Haloge-
nasen durch ortsspezifische Mu-
tagenese modifiziert werden kann.
Durch Austausch eines großen
Phenylalaninrests in Nachbar-
schaft zum Substrat Tryptophan in
der Tryptophan-7-Halogenase
PrnA gegen einen kleinen Ala-
ninrest wurde die Regioselektivi-
t�t von PrnA beeinflusst, und die
PrnA-Variante zeigte zus�tzlich
Tryptophan-5-Halogenase-Aktivi-
t�t.[87] Runguphan et al. hatten
beobachtet, dass die Bildung von
Indolalkaloiden ausgehend von 7-
Chlortryptophan durch die Akti-
vit�t der Tryptamin-bildenden
Decarboxylase der Pflanze
C. roseus limitiert wurde.[77] Sie
entschlossen sich daher, die Ak-
zeptanz der Tryptophan-7-Halo-
genase RebH fîr Tryptamin als
Substrat zu erhçhen. Aufbauend
auf rationalem Design wurde ein
Tyrosinrest in dem Bereich, in
dem die S�uregruppe des Sub-
strats Tryptophan mit dem Enzym
wechselwirkt, gegen einen grçße-
ren Tryptophanrest ausgetauscht.
Diese Mutation fîhrte zu einer
bevorzugten Halogenierung von
Tryptamin gegenîber 2. Dies
zeigt, dass auch die ønderung der
Substratspezifit�t Flavin-abh�ngi-
ger Halogenasen durch ortsspezi-
fische Mutagenese mçglich ist.[88]

Nach der ersten Publikation
îber die Substratspezifit�t der
Flavin-abh�ngigen Tryptophan-7-
Halogenase PrnA im Jahr 2001[89]

wurden in den folgenden
12 Jahren keine weiteren Untersuchungsergebnisse zur Sub-
stratspezifit�t Flavin-abh�ngiger Halogenasen verçffentlicht.
Payne et al. gelang mit der Tryptophan-7-Halogenase RebH
die Chlorierung und Bromierung von Indol, einiger substi-
tuierter Tryptophan-Derivate, Tryptolin und 2-Aminonaph-
thalin (Abbildung 3).[83] Frese et al. zeigten, dass RebH auch
substituierte Tryptophan-Derivate wie 5-Fluor-, 5-Hydroxy-,
5-Methyl-, 5-Amino- und 6-Fluortryptophan akzeptiert (Ab-
bildung 3).[85] Shepherd et al. erweiterten den biokatalyti-
schen Bereich von PrnA und PyrH noch weiter, indem sie
nicht nur substituierte Tryptophane, sondern auch Anilin-
Derivate wie Anthranils�ure und Kynurenin einsetzten (Ab-
bildung 3). Dies zeigt, dass die Substratspezifit�t der Trypto-
phan-Halogenasen offensichtlich nicht so hoch ist, wie ur-
sprînglich angenommen, und dass ihr Substratbereich nicht
auf Indol-Derivate beschr�nkt ist.[90]

Schema 13. Manipulation von Biosynthesewegen zur Bildung von neuen halogenierten Metaboliten
íber die Einschleusung von Halogenasegenen. Oben: In-vivo-Bildung von chloriertem Pacidamycin
íber die Chlorierung von Tryptophan (2) zu 7-Chlortryptophan durch die Flavin-abh�ngige Tryptophan-
Halogenase PrnA vor dem Einbau in die Pacidamycinbiosynthese. Mitte: Die Transformation der medi-
zinisch genutzten Pflanze Catharanthus roseus mit den Genen fír Tryptophan-Halogenasen fíhrt zur
Bildung halogenierter Alkaloide wie 5–7. Unten: Das Einbringen des Fluorinasegens aus Streptomyces
cattleya in den Salinosporamid-Produzenten Salinispora tropica fíhrt zur Bildung von Fluorsalinospor-
amid.[77, 78, 80]
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Flavin-abh�ngige Halogenasen bençtigen keine spezifi-
sche Flavinreduktase, sondern freies FADH2.

[13] Daher kann
in vitro eine Reihe verschiedener Flavinreduktasen verwen-
det oder FADH2 kann in situ mithilfe eines Metallkatalysa-
tors gebildet werden. Allerdings ist in einem solchen System
die Halogenaseaktivit�t stark verringert.[13] Wenn FADH2

enzymatisch gebildet werden soll, muss eine Regenerierung
von NADH erfolgen. Zur Lçsung des Problems der NADH-
Regenerierung setzten Payne et al. und Shepherd et al. Glu-
cosedehydrogenase ein (Schema 14).[83, 90] RebH und RebF
wurden nach Reinigung aus E.-coli-Extrakten mittels Affi-
nit�tschromatographie verwendet. Frese et al. nutzten ein
�hnliches System, ersetzten aber die Glucosedehydrogenase
durch eine Alkoholdehydrogenase aus Rhodococcus sp. Die
Alkoholdehydrogenase war in E. coli produziert worden und
wurde mit 2-Propanol als Substrat eingesetzt. RebH und die
Flavinreduktase PrnF[93] wurden als gereinigte Enzyme ver-
wendet, w�hrend die Alkoholdehydrogenase nach einem

Hitzef�llungsschritt eingesetzt wurde. Die
Einfîhrung eines NADH-Regenerierungs-
systems in die Reaktion der Tryptophan-
Halogenasen ist ein wichtiger Schritt hin zur
Produktion halogenierter Verbindungen in
großem Maßstab. Frese und Sewald[86] gelang
die enzymatische Halogenierung von 2 im
Gramm-Maßstab durch die Herstellung von
„cross-linked enzyme aggregates“ (CLEAs)
aus E.-coli-Rohextrakten. Die Flavinreduk-
tase PrnF und die Alkoholdehydrogenase
wurden zum E.-coli-Rohextrakt gegeben,
und die kovalente Verknîpfung der Proteine
erfolgte mit Glutaraldehyd nach einer Am-
moniumsulfatf�llung. Dabei wurde festge-
stellt, dass die Bildung von CLEAs die Le-
bensdauer von RebH unter Reaktionsbe-
dingungen deutlich verl�ngerte und dass die
CLEAs mindestens zehnmal wiederverwen-
det werden kçnnen.[86] Allerdings wurden E.-
coli-Rohextrakte verwendet, und die Sub-
strate der Halogenase – Tryptophan und
Tryptophan-Derivate – sind ebenfalls Sub-
strate fîr die Tryptophanase, die in diesen E.-
coli-Extrakten vorhanden ist. Dadurch wird
eine Mischung aus Produkten erhalten, wo-
durch die Effektivit�t der Reaktion verrin-
gert wird und ebenfalls zus�tzliche Reini-
gungsschritte notwendig werden. Dies
kçnnte vermieden werden, wenn Tryptopha-
nase-freie Wirte wie Pseudomonaden ver-
wendet wîrden, die sehr gut fîr die Expres-
sion von Halogenasegenen aus verschiede-
nen Quellen geeignet sind.[11,17, 18]

Die thermische Stabilit�t und die kataly-
tische Lebensdauer von RebH konnten
durch gerichtete Evolution verbessert
werden. Poor et al. erhielten eine RebH-
Mutante mit acht Aminos�ureaustauschen,
die bei erhçhter Temperatur eine verl�ngerte
Lebensdauer unter Reaktionsbedingungen

gegenîber jener des Wildtypenzyms, aber auch eine deutlich
verringerte Wechselzahl aufweist.[84]

Die Konstruktion von verbesserten Halogenasen mit hç-
heren Aktivit�ten, verringerter Substratspezifit�t und l�nge-
rer katalytischer Lebensdauer wird durch ein schwieriges
Screening stark behindert. Bisher mussten Klonbanken in
sehr aufwendigen Prozeduren mit der Anzucht der Klone,
Zelllyse, gefolgt von der Inkubation mit Substraten und
HPLC-Analyse, durchmustert werden. Daher w�re ein Test,
der auf einer einfachen Nachweismethode beruht, sehr will-
kommen und hilfreich bei der Konstruktion verbesserter
Halogenase-Varianten. Hosford et al. entwickelten einen
Hochdurchsatz-Test fîr die Halogenierung von Arylaminen.
Dieser Test basiert auf der Meerrettichperoxidase(HRP)-
vermittelten Chinon-Amin-Kupplung (Schema 15), die fîr
die spektrophotometrische Analyse enzymatischer Haloge-
nierungen geeignet ist, da die Absorptionsmaxima der halo-
genierten Kupplungsprodukte gegenîber denen der unhalo-

Abbildung 3. Von den Tryptophan-Halogenasen akzeptierte Substrate.[83, 85, 89, 90]
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genierten Produkte verschoben sind.[91] Allerdings ist der Test
wegen der Notwendigkeit einer Arylamin-Funktion auf eine
relativ kleine Gruppe von Halogenasesubstraten beschr�nkt.

3. Ausblick

In den letzten Jahren wurden vielversprechende Fort-
schritte auf dem Gebiet der biologischen Halogenierung er-
zielt. Nach der Entdeckung der Flavin-abh�ngigen Haloge-
nasen und der Nicht-H�m-Eisen-Halogenasen sowie der
Aufkl�rung der grundlegenden Reaktionsmechanismen hat
sich der Schwerpunkt der Untersuchungen hin zu In-vivo-

und In-vitro-Anwendungen der Halogenasen fîr die Ne-
benprodukt-freie Produktion halogenierter Verbindungen
verschoben. Erste Erfolge bei der Verbesserung der En-
zymstabilit�t, Erhçhung der Lebensdauer der Enzyme
unter Reaktionsbedingungen, Modifikation der Substrat-
spezifit�t und der Regioselektivit�t durch fehleranf�llige
oder ortsspezifische Mutagenese wurden beschrieben. Es
konnte auch gezeigt werden, dass die Substratspezifit�t –
zumindest im Fall der Tryptophan-Halogenasen – nicht so
hoch ist, wie ursprînglich angenommen. An der Ent-
wicklung von Hochdurchsatz-Tests wird gearbeitet. Dies
wird es ermçglichen, Mutanten-Bibliotheken einfacher zu
durchmustern. Ein großes Problem ist aber die geringe
Aktivit�t der Halogenasen, die bisher noch nicht in dem
fîr industrielle In-vitro-Anwendungen notwendigen Maß
verbessert werden konnte. Mit der Entwicklung von
neuen, einfacheren und schneller durchfîhrbaren Aktivi-
t�tstests besteht die Hoffnung, dass dies in der nahen
Zukunft erreicht werden kann. Dies wîrde den Weg fîr
einen intensiven Einsatz von halogenierenden Enzymen
in der industriellen Produktion ebnen. Die Verwendung
von In-vivo-Systemen ermçglicht bereits eine verbesserte
Produktion von wichtigen halogenierten Verbindungen,
wie Vancomycin und 7-Chlortetracyclin, indem man den
Halogenasegehalt in den produzierenden Organismen
erhçht.
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