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Zusammenfassung 

Pilze, Bakterien und Pflanzen stellen zahlreiche Sekundärmetabolite her. Ihr Nutzen in dem 

Produzenten selbst ist oft noch nicht geklärt, dennoch haben viele Sekundärmetabolite eine 

außerordentliche Bedeutung für die Menschheit. Penicillin hat die Medizin bis heute geprägt, 

aber auch Lovastatin ist ein Bespiel dafür, welches Potenzial in den Sekundärmetaboliten von 

Pilzen steckt. Eine interessante Gruppe der Sekundärmetaboliten sind die prenylierten 

Indolalkaloide. Im Vergleich zur jeweils unprenylierten Substanz kann die Einführung einer 

Prenylgruppe und die damit verbundene Erhöhung der Lipophilie die biologische Aktivität 

verbessern. Indolalkaloide können aus tryptophanhaltigen cyclischen Dipeptiden aufgebaut 

sein. Das Diketopiperazin-Grundgerüst der cyclischen Dipeptide liefert durch die Heteroatome 

und der Vielseitigkeit in den Seitenketten der Aminosäuren eine ideale Voraussetzung für 

weitere Modifikationen wie z. B. Acetylierungen, Methylierungen, Cyclisierungen oder 

Oxidationen. Die hierdurch eingeführten Modifikationen und funktionellen Gruppen führen zu 

einer Vielfalt an einfachen sowie komplexen Naturstoffen mit interessanten biologischen 

Aktivitäten. 

Der Naturstoffgruppe der Ardeemine aus Aspergillus fischeri liegt eine Fumiquinazoline (FQ) 

Tripeptidgrundstruktur aus Antranilsäure, D-Ala und L-Trp zugrunde. Ein sehr effizienter 

Biosyntheseweg bestehend aus der NRPS ArdA und der Prenyltransferase ArdB führt zu einem 

hexacyclischem System (Ardeemin) und die Acetyltransferase ArdC bildet anschließend 

5-N-Acetylardeemin. Beide Strukturen, Ardeemin und 5-N-Acetylardeemin, weisen eine 

biologische Aktivität als Multi-Drug-Resistance Exportpumpeninhibitor auf. Aufgrund der 

pharmazeutisch relevanten und vielversprechenden Aktivitäten als Chemotherapeutika sind 

Fumiquinazoline sowie verwandte Strukturen seit Jahren Teil der Forschung. Durch den 

Einsatz der Prenyltransferasen für cyclische Dipeptide FtmPT1, BrePT, CdpNPT, CdpC3PT 

und AnaPT gelang es im Rahmen der vorliegenden Arbeit 14 verschiedene Ardeemin FQ und 

ent-Ardeemin FQ Derivate zu identifizieren und diese mittels LC-MS sowie NMR-Analyse zu 

charakterisieren. Die Enzyme katalysierten den Transfer der Prenyleinheit an insgesamt sechs 

unterschiedlichen Positionen N1, C2, C3, C5, C6 und C7. Ardeemin FQ wurde mit Umsätzen 

von bis zu 77% sehr viel besser akzeptiert als das Enantiomer ent-Ardeemin FQ mit 

Gesamtumsätzen von maximal 22%, die sich meist auch auf mehreren Produkten verteilen.  

In einem weiteren Projekt wurde durch die zielgerichtete Mutagenese 5-DMATS und FgaPT2 

Mutanten hergestellt, die zur Substratherstellung von C5-prenyliertem cyclo-L-Trp-L-Pro 

eingesetzt werden sollten. Trotz der erfolgreich hergestellten Mutanten 5-DMATS_R243L, 
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5-DMATS_R243L_L327G sowie FgaPT2_R244L_Y398F konnte entweder kaum Aktivität 

oder nur wenig von dem gewünschten Produkt detektiert werden. Parallel zu diesen Mutanten 

wurde das mehrfachprenylierende Enzym EchPT2 mutiert mit dem Ziel die 

Mehrfachprenylierungen zu steuern und die Akzeptanz gegenüber dem Donor GPP zu 

erweitern. Die erfolgreich hergestellten Mutanten EchPT2_A404W, EchPT2_A404F, 

EchPT2_A404Y und EchPT2_A404L zeigten keinerlei Aktivität gegenüber revers 

C2-prenyliertes cyclo-L-Trp-L-Pro, revers C2-prenyliertes cyclo-L-Trp-L-Ala oder 

Tryprostatin B, allerdings konnte bei EchPT2_A404Y mit dem unprenyliertem Substrat 

cyclo-L-Trp-L-Pro zwei Produktpeaks detektiert werden. Die Mutante EchPT2_L334G 

katalysiert den Transfer von GPP auf revers C2-prenyliertes cyclo-L-Trp-L-Pro mit moderatem 

Gesamtumsatz von 14% verteilt auf mindestens drei Produkten. 

Für das Projekt der heterologen Expression der Cytochrom P450 (CYP) Gene ftmP450-1 bzw. 

ftmP450-2 aus Neosartorya fischeri in Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae) zur 

Untersuchung der Substratspezifität der CYP Enzyme, wurden u. a. prenylierte 

cyclo-L-Trp-L-Pro Derivate für die Zufütterung benötigt. Die prenylierten Substanzen wurden 

entweder als Co-Expression der Prenyltransferase zusammen mit den jeweiligen CYP Gene in 

S. cerevisiae oder chemo-enzymatisch mit rekombiniertem Protein produziert und anschließend 

zugefüttert. Es wurden die folgenden heterologen Expressionssysteme erfolgreich in 

S. cerevisiae KO3 etabliert: die Monoexpression von ftmP450-1, ftmP450-2, ftmPT1 und brePT 

sowie die Co-Expression von ftmPT1 mit ftmP450-1, brePT mit ftmP450-1und ftmPT1 mit 

ftmP450-2. Für die heterologen Expressionssysteme mit einer Prenyltransferase in S. cerevisiae 

wurden unprenylierte cyclische Dipeptide zugefüttert, die insgesamt gut umgesetzt wurden. Für 

die Systeme mit ftmP450-1 bzw. ftmP450-2, allerdings ohne Prenyltransferase, wurden die 

regulär C2-prenylierten cyclischen Dipeptide wie cyclo-L-Trp-L-Pro (Tryprostatin B), 

cyclo-D-Trp-D-Pro, cyclo-L-Trp-D-Pro, cyclo-D-Trp-L-Pro, cyclo-L-Trp-L-Leu und 

cyclo-L-Trp-L-Ala getestet. Dabei zeigte sich ftmP450-2 toleranter gegenüber diesen Substraten 

als ftmP450-1. Mit ftmP450-1 konnten zusätzlich Substrate getestet werden, die Modifikationen 

in der Prenyleinheit enthielten, da diese nicht unmittelbar an der Oxidationsreaktion beteiligt 

ist. Aus diesem Grund war es möglich cyclo-L-Trp-L-Pro Substrate zu testen, die an C4 – C7, 

C2 revers prenyliert oder an C2 regulär geranyliert waren. Die Verschiebung der Prenylgruppe 

zu den Positionen C4 – C7 führten zu keiner Umsetzung durch ftmP450-1, allerdings wurden 

die Substrate, die an C2 eine modifizierte Prenyleinheit trugen, gut umgesetzt und zeigt die 

Wichtigkeit einer Prenylierung an C2. Diese Produkte von ftmP450-1 wurden mittels LC-MS 

und NMR-Analyse charakterisiert.   
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Summary 

Fungi, bacteria and plants produce a large number of secondary metabolites. Their advantage 

in the organism itself is often not yet clear, nevertheless numerous secondary metabolites have 

an extraordinary significance for humanity. Penicillin has shaped medicine to this day, but 

lovastatin is also a good example of the potential of secondary metabolites in fungi. Among 

others the prenylated indole alkaloids are also an interesting group of secondary metabolites. 

Compared to the respective unprenylated substance, the introduction of a prenyl moiety and the 

associated increase in lipophilicity can improve biological activity. Indole alkaloids can be 

composed of tryptophan-containing cyclic dipeptides. Due to the heteroatoms and the 

versatility in the side chains of the amino acids, the diketopiperazine scaffold of the cyclic 

dipeptides provides an ideal prerequisite for further modifications such as acetylations, 

methylations, cyclizations or oxidations. The resulting modifications and functional groups lead 

to a variety of simple and complex natural products with interesting biological activities. 

The natural product group of ardeemines from Aspergillus fischeri is a fumiquinazoline (FQ) 

tripeptide framework of anthranilic acid, D-Ala and L-Trp. A very efficient biosynthetic 

pathway consisting of the NRPS ArdA and the prenyltransferase ArdB leads to a hexacyclic 

system (ardeemin) and the acetyltransferase ArdC subsequently forms 5-N-acetylardeemine. 

Both structures, ardeemin and 5-N-acetylardeemin, exhibit interesting biological activity as a 

multi-drug resistance export pump inhibitor. Due to the pharmaceutically relevant and 

promising activities as chemotherapy drugs, fumiquinazolins and related structures have been 

part of research for years. Through the use of the cyclic dipeptide prenyltransferases FtmPT1, 

BrePT, CdpNPT, CdpC3PT and AnaPT in this work, 14 different ardeemin FQ and 

ent-Ardeemin FQ derivatives were identified and characterized by LC-MS and NMR analyses. 

These enzymes catalyzed the prenyl transfer to all the six different positions N1, C2, C3, C5, 

C6 and C7 of the indole ring. Ardeemin FQ was much better accepted with conversions of up 

to 77% than its enantiomer ent-Ardeemin FQ with total conversions of maximum 22%, which 

were usually spread over several products.  

In a second project, 5-DMATS and FgaPT2 mutants were generated by site-directed 

mutagenesis to enable the production of C5-prenylated cyclo-L-Trp-L-Pro. Despite the 

successfully produced mutants 5-DMATS_R243L, 5-DMATS_R243L_L327G and 

FgaPT2_R244L_Y398F, they hardly showed any activity or only little of the desired product 

was detected. Parallel to these mutants, the multiple prenylating enzyme EchPT2 was mutated 

with the aim of controlling the multiprenylations and expanding the acceptance of the donor 
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GPP. The successfully obtained mutants EchPT2_A404W, EchPT2_A404F, EchPT2_A404Y 

and EchPT2_A404L showed no activity towards C2-reverse prenylated cyclo-L-Trp-L-Pro, 

C2-reverse prenylated cyclo-L-Trp-L-Ala or Tryprostatin B. The mutant EchPT2_A404Y, 

however, accepted the unprenylated substrate cyclo-L-Trp-L-Pro leading to two product peaks. 

The mutant EchPT2_L334G catalyzed the transfer of GPP to C2-revers prenylated 

cyclo-L-Trp-L-Pro substrate with a moderate conversion of 14% spread over at least three 

products. 

In the third project the substrate specificity of cytochrome P450 (CYP) enzymes were 

investigated by heterologous expression of the CYP genes ftmP450-1 and ftmP450-2 from 

Neosartorya fischeri in Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae) and subsequent feeding of 

prenylated substrates such as mainly cyclo-L-Trp-L-Pro derivatives. The prenylated substrates 

were either produced by co-expression of a prenyltransferase together with the respective CYP 

genes in S. cerevisiae or chemo-enzymatically with recombined proteins and then fed. The 

following heterologous expression systems were successfully established in S. cerevisiae KO3: 

for monoexpression of ftmP450-1, ftmP450-2, ftmPT1 and brePT as well as for co-expression 

of ftmPT1 with ftmP450-1, brePT with ftmP450-1 and ftmPT1 with ftmP450-2.  

For the heterologous expression systems in S. cerevisiae containing a prenyltransferase, 

unprenylated cyclic dipeptides were fed. Overall these cyclic dipeptides were well accepted and 

converted to the prenylated products. For the heterologous expression systems with ftmP450-1 

or ftmP450-2, but without a prenyltransferase, the regular C2-prenylated cyclic dipeptides 

cyclo-L-Trp-L-Pro (tryprostatin B), cyclo-D-Trp-D-Pro, Cyclo-L-Trp-D-Pro, cyclo-D-Trp-L-Pro, 

cyclo-L-Trp-L-Leu and cyclo-L-Trp-L-Ala were tested. In comparison ftmP450-2 showed to be 

more tolerant towards these substrates than ftmP450-1, which mostly showed no conversion. 

Nevertheless, ftmP450-1 could also be used to test substrates that contained modifications in 

the prenyl moiety, as it is not directly involved in the oxidation reaction. For this reason, it was 

possible to feed cyclo-L-Trp-L-Pro derivatives with reverse prenylation at C2, regular 

prenylation at C4 – C7 or regular geranylation at C2. The shift of the prenyl group to the 

positions C4 - C7 did not lead to any conversion with ftmP450-1, however, the substrates that 

carried a modified prenyl unit at C2 were also well accepted, showing the necessity of the 

prenylation at C2. The products of ftmP450-1 were characterized by LC-MS and NMR analysis. 
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1 Einleitung 

1.1 Ascomycota – die größte Abteilung im Reich der Pilze 

Pilze stellen neben den Tieren und den Pflanzen das dritte große Reich eukaryotischer 

Lebewesen dar (Whittaker 1969). Dikarya ist das Unterreich der Pilze welches aus den zwei 

Abteilungen Ascomycota (Schlauchpilze) und Basidiomycota (Ständerpilze) besteht. (Hibbett 

et al. 2007; James et al. 2006) Die Strukturen der Ascomycota setzten sich durch Hyphen 

zusammen und vermehren sich entweder mittels Ascosporen, die in den sogenannten Ascus 

(Schlauch) gebildet werden oder ungeschlechtlich durch Konidiosporen (James et al. 2006). 

Pilze der Abteilung Ascomycota sind nicht nur terrestrisch weit verbreitet sondern können auch 

gelegentlich im Süß- und oder Salzwasser gefunden werden (Manohar and Raghukumar 2013). 

Die Abteilung der Ascomycota besteht aus den drei Unterabteilungen Taphrinomycotina, 

Saccharomycotina und Pezizomycotina (Echte Schlauchpilze) (Choi and Kim 2017). Die 

Unterabteilung Saccharomycotina besteht einzig und allein aus der Klasse Saccharomycetes 

mit der einzigen Ordnung Saccharomycetales (Spatafora et al. 2017), die sich durch Knospung 

vermehren.  

Die Unterabteilung Pezizomycota umfasst in 13 Klassen mit 67 Ordnungen über 63 000 Arten 

und ist damit größer als die beiden anderen Unterabteilungen zusammen. Neben u. A. 

Arthoniomycetes, Dothideomycetes, Lecanoromycetes umfasst sie auch die Klasse der 

Eurotiomycetes mit Gattungen wie z.B. Aspergillus und Penicillium. Viele Arten der 

Eurotiomycetes sind saprotroph oder können auch das Tierreich als Pathogen befallen. Einige 

Arten wie z. B. Aspergillus fumigatus (A. fumigatus) sind sowohl saprotroph als auch 

opportunistisch pathogen (James et al. 2006). 

Lange wurde davon ausgegangen, dass sich die verschiedenen Aspergillus und Penicillium 

Arten überwiegend asexuell reproduzieren (Geiser et al. 2007). Trotz dessen, dass A. fumigatus 

lange bekannt und ausgiebig erforscht wurde, ist man davon ausgegangen, dass die Art als reine 

asexuelle Form existiert. Doch O’Gorman et al. publizierten ihre Ergebnisse zur neuendeckten 

sexuellen Form der Art mit den Namen Neosartorya fumigata (O'Gorman et al. 2009). 

Neosartorya Arten stellen in der Regel den Teleomorph der entsprechenden Art aus der 

anamorphen Gattung Aspergillus dar (Dyer and O'Gorman 2011; Samson et al. 2007). Dyer 

und O’Gorman publizierten die neu erlangten Erkenntnisse, dass viele Aspergillus und 

Penicillium Arten durchaus in der Lage waren sich auch sexuell zu reproduzieren (Dyer and 

O'Gorman 2011). 
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Die Aspergillus Gattung ist, aufgrund der weiten Verbreitung, der vergleichsweise einfachen 

Handhabung bei der Kultivierung unter Laborbedingungen sowie der Bedeutung in 

verschiedenen wirtschaftlichen Bereichen, einer der bekanntesten und am besten erforschten 

Gattung innerhalb der Reich der Pilze (Bennett 2010). Bis heute haben verschiedene 

Aspergillus und Penicillium Arten eine große industrielle und medizinische Bedeutung 

(Spatafora et al. 2017).  

1.1.1 Verschiedene Arten der Gattung Aspergillus  

Der Gießkannenschimmel Aspergillus erhielt 1729 seinen Namen von Micheli. Die Form der 

Konidienausbildung erinnerte ihn an den Aspergill zum Besprengen von Weihwasser (Bennett 

2010). Pilze dieser Gattung sind ubiquitär und meist auf abgestorbenem organischen Material 

wie Laub, faulem Heu oder kontaminierter Ernte zu finden (Bennett 2010; Cotty et al. 1994). 

Die positiven Eigenschaften der Schimmelpilze, darunter auch Aspergillus-Arten, werden 

schon lange z. B. für die Herstellung von Lebensmitteln verwendet. So wird seit Jahrhunderten 

Aspergillus oryzae zur Herstellung von Reiswein oder Aspergillus soyae für die Gärung bei der 

Herstellung von Sojasauce verwendet. Hierbei werden die stärke- und eiweißreichen 

Sojabohnen und der Reis durch die Amylasen und Proteasen der Schimmelpilze aufgeschlossen 

und dienen so der Vorbereitung für die nachfolgende alkoholische und Milchsäuregärung (Ito 

et al. 2013; Takamine 1914). Eine weitere wichtige industrielle Verwendung liefert Aspergillus 

niger (A. niger) bei der Produktion von Zitronensäure (Abbildung 1-1). Die besondere 

Stoffwechselaktivität von A. niger wurde 1917 von Currie erstmals veröffentlicht. Wenige 

Jahre später nahm Pfizer Inc. die erste Großproduktion von Zitronensäure auf (Currie 1917; 

Papagianni 2007). Zitronensäure wird in Reinigungsmitteln zur Entkalkung, in der 

Lebensmittelindustrie als Konservierungsstoff und in der Medizin zur Konservierung von 

Blutspenden verwendet (Berovic and Legisa 2007; Loutit and Mollison 1943). Die Gewinnung 

von Enzymen wie Amylasen, Pektinasen oder Amyloglucosidasen werden aus verschiedenen 

Aspergillus Arten gewonnen und in der Lebensmittelindustrie z. B. bei der Herstellung von 

Säften oder Babynahrung eingesetzt (Singh 2015). Neben der Lebensmittelindustrie nutzt die 

pharmazeutische Industrie Pilze für die Arzneimittelherstellung. Aus Aspergillus terreus wird 

der Naturstoff Lovastatin gewonnen (Abbildung 1-1), der als Wirkstoff zur Behandlung von 

Hypercholesterinämie dient (Boruta and Bizukojc 2017).  

Leider sind die Schimmelpilze nicht nur für ihren Nutzen und ihre positiven Eigenschaften 

bekannt. Gerade Aspergillus flavus (A. flavus) wurde durch die großflächige Schädigung von 
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Getreideernten sowie die gesundheitlichen Folgen für Tier und Mensch, nach dem Verzehr der 

giftigen Mykotoxine bekannt. Das wohl geläufigste Mykotoxin, Aflatoxin (Abbildung 1-1), hat 

seinen Namen dem Produzenten A. flavus des Mykotoxins zu verdanken (Cotty et al. 1994). 

Aflatoxine werden hauptsächlich von den Arten A. flavus, Aspergillus parasiticus und 

Aspergillus nomius produziert. Die Aflatoxine entstehen durch den pilzlichen Befall von z. B. 

Nüssen, Getreide oder Reis und können in der Leber durch Sauerstoffeinbau des Cytochom 

P450 Enzymsystems zu Giftstoffen aktiviert werden, welche dann Leberkrebs hervorrufen 

können (Cotty et al. 1994; Kew 2013). Darüber hinaus können Aflatoxine über das Einatmen 

der Konidien in den Stäuben von kontaminierter Ernte oder während deren weiteren 

Verarbeitung aufgenommen werden und schlussendlich zu Lungenkrebs führen (Dvorackova 

1976; Guengerich et al. 1996; He et al. 2006). 

Eine weitere bis heute noch ernstzunehmende Erkrankung, die Aspergillose, tritt meist in der 

Lunge bei Tieren aber auch bei Menschen auf. Besonders anfällig sind immunsupprimierte 

Menschen wie z. B. nach einer Transplantation, bei AIDS oder durch Chemotherapie. Die 

Erkrankung wird nicht ausschließlich, aber hauptsächlich durch A. fumigatus hervorgerufen 

(Bennett 2010; Latgé and Chamilos 2019; Pitt 1994).  

1.1.2 Verschiedene Arten der Gattung Penicillium 

Penicillium stammt von dem lateinischen Wort „Pinselchen“ und verweist auf die Form der 

Sporenträger und wir daher auch oft als Pinselschimmel bezeichnet (Houbraken and Samson 

2011). Die meisten Penicillium Arten sind Saprophyten und auf organischen, abbaubaren 

Substanzen zu finden. Die Arten der Gattungen Penicillium sowie Aspergillus gehören zu den 

wichtigsten Lebensmittelverderbern (Pitt 1994). 

Penicillium prägt bis heute die Lebensmittelindustrie durch die Herstellung und Reifung von 

bestimmten Käsesorten auf positive Art und Weise. Penicillium camemberti (P. camemberti) 

wird bei der Herstellung von Camembert, Brie und teilweise auch bei der Herstellung von 

Rohwürstchen eingesetzt (Bruna et al. 2003; Ropars et al. 2020), wohingegen Penicillium 

roqueforti (P. roqueforti) durch die Verwendung zur Herstellung von Blauschimmelkäse 

bekannt wurde (Law and Tamime 2010). Bereits Anfang des 20. Jahrhunderts haben Conn und 

Thom die Herstellung der Weichkäsesorten intensiv erforscht und die genauen Bedingungen 

der Käseherstellung publiziert (Conn et al. 1905; Thom 1906). Diese Schimmelpilze zur 

Käseherstellung sind bis heute ein interessantes Forschungsgebiet (Dumas et al. 2020; Ropars 

et al. 2020).  
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Eine für die Menschheit noch viel bedeutsamere Errungenschaft ist das heute noch eingesetzte 

Antibiotikum Penicillin G (Abbildung 1-1). Die erste Entdeckung der antibakteriellen Wirkung 

des Schimmelpilzes Penicillium wird Billroth noch im 19. Jahrhundert zugeschrieben (Kardos 

and Demain 2011; Majno and Joris 1979) und lag somit lange vor der von Flemings oft zitierte 

Publikation von 1929 bei der Fleming die antibakterielle Wirkung zufällig entdeckte (Fleming 

2001). Trotz genauer Analyse und Beschreibung der Effektivität gegen verschiedenen 

grammpositiven Bakterienstämmen gelang Fleming damals den Transfer nicht das Penicillin 

als Medikament einzusetzen. Den Weg dafür ebnete erst viele Jahre später die Gruppe um 

Florey, als sie systematisch Wirkstoffe aus Pilzen aufarbeiteten (Abraham et al. 1992; Chain et 

al. 1993). Unter anderem durch ihre Publikationen sowie intensiver Forschung verschiedener 

Gruppen gelang der Durchbruch während dem zweiten Weltkrieg, welches auch den Beginn 

der industriellen Produktion darstellte (Johnson 1947; Raper et al. 1944). Fleming isolierte das 

Penicillin aus Penicillium notatum ein Synonym für Penicillium chrysogenum. Aufgrund von 

phylogenetischen Analysen und Genomesequenzen stellte man erst vor einigen Jahren 

eindeutig fest, dass es sich bei dem Penicillium, aus dem Fleming erstmals das Penicillin 

isolierte, tatsächlich um Penicillium rubens handelte (Houbraken et al. 2011). 

 

Abbildung 1-1. Substanzen mit pharmazeutischer oder industrieller Relevanz sowie Mykotoxine, die 

von einigen Aspergillus bzw. Penicillium Arten produziert werden. 
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Auch verschiedene Arten der Gattung Penicillium stellen Produzenten von Mykotoxinen dar 

(Abbildung 1-1). Das Mykotoxin Ochratoxin A wird z. B. von Penicillium verrucosum 

produziert (Cairns-Fuller et al. 2005) und die zuvor beschriebenen Arten P. camemberti und 

P. roqueforti bilden u. a. Cyclopiazonsäure, Roquefortin C und PR Toxin (Le Bars 1979; 

Ohmomo et al. 1977; Wei et al. 1975). Die Mykotoxine Roquefortin C und PR Toxin können 

auch in Blauschimmelkäse nachgewiesen werden, jedoch ist der Verzehr aufgrund des geringen 

Gehalts unbedenklich (Finoli et al. 2001; Scott and Kennedy 1976). 

1.1.3 Verschiedene Arten der Gattung Saccharomyces 

Ebenfalls zur Abteilung der Ascomycota gehört die Unterabteilung Saccharomycotina, die sich 

durch Knospung vermehren. Zu der Gattung Saccharomyces gehören u. a. die Arten 

Saccharomyces uvarum, Saccharomyces pastorianus und Saccharomyces bayanus, die für das 

Brauen von Getränken bekannt sind (Almeida et al. 2014; Nguyen and Gaillardin 2005).  

Aufgrund der Bedeutung in der Forschung und Wirtschaft stellt Saccharomyces cerevisiae 

(S. cerevisiae) die wichtigste Art der Hefen dar und wird seit Jahrtausenden zur Herstellung 

von Brot, Bier und Wein verwendet (Cavalieri et al. 2003; Fay and Benavides 2005; McGovern 

et al. 2004). Neben E. coli als Modelorganismus unter den Bakterien, ist S. cerevisiae das 

eukaryotische Modellorganismus, das am intensivsten erforscht wurde (Pourmir and Johannes 

2012). Weshalb es auch naheliegend ist, dass S. cerevisiae das erste sequenzierte eukaryotische 

Genom ist. Diese Sequenzierung stellte den Anfang eines neuen Abschnitts in der Welt der 

Pilze dar (Goffeau et al. 1996). Durch die großen Fortschritte auf dem Gebiet der 

Sequenzierungstechniken und der Bioinformatik wurden seither viele weitere Genome 

sequenziert (Spatafora et al. 2017). S. cerevisiae dient in der Forschung als Modellorganismus, 

um nicht nur Rückschlüsse auf andere eukaryotische Organismen zu ziehen (Michels 2002; 

Rönicke et al. 1997), sondern auch für die heterologe Expression von Genen aus anderen 

Organsimen (Huang et al. 2008; Khosla and Keasling 2003; Levisson et al. 2019; Li and 

Borodina 2015; Rönicke et al. 1997). Wesentliche Eigenschaften für die Etablierung als 

Modellorganismus ist die Effektivität bei der Transformation, die schnelle Wachstumsrate, 

etablierte Manipulationsmethoden sowie die Fähigkeit aufgenommene Plasmide zu halten 

(Pourmir and Johannes 2012). Durch die heterologe Expression können z. B. chemisch schwer 

synthetisierbare Naturstoffe leichter zugänglich gemacht werden. Die gezielte Manipulation 

ermöglicht die Modifikation von Sekundärmetaboliten und teilweise die Herstellung neuer 

Verbindungen (Huang et al. 2008; Khosla and Keasling 2003). 
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1.2 Biosynthese von prenylierten Indolalkaloiden in verschiedenen 

Aspergillus Arten 

Naturstoffe dienen bereits sehr lange als Quelle für pharmazeutisch relevante Substanzen u. a. 

zur antibakteriellen und antiviralen Anwendung sowie als Zytostatika (Newman and Cragg 

2020). Neben Pflanzen und Bakterien sind auch Pilze in der Lage ein Reservoir an 

verschiedenen Naturstoffen herzustellen, darunter auch Sekundärmetabolite. Diese weisen 

ebenfalls oftmals biologische Aktivitäten auf, die z. B. im Fall von Penicillin oder Lovastatin 

(Abbildung 1-1), pharmazeutisch von größter Bedeutung sein können (Alberti et al. 2017; 

Keller et al. 2005; Li 2010; Oya et al. 2015; Ruiz-Sanchis et al. 2011; Youssef and Simal-

Gandara 2021). Eine interessante Gruppe der Sekundärmetabolite sind die prenylierten 

Indolalkaloide. Im Vergleich zur jeweils unprenylierten Substanz kann die Einführung einer 

Prenylgruppe und die damit verbundene Erhöhung der Lipophilie die biologische Aktivität 

verbessern (Botta et al. 2005; Wollinsky et al. 2012a). Die Übertragung einer Prenylgruppe 

wird durch Prenyltransferasen katalysiert und setzt eine aktivierte Isopreneinheit, wie 

Dimethylallydiphosphat (DMAPP) voraus. Prenyltransferasen die u. a. der 

Dimethylallyltryptophansynthase (DMATS) Superfamilie angehören, sind häufig in den Pilzen 

der Ascomycota anzutreffen (Winkelblech et al. 2015a; Yu and Li 2012). Dabei kann die 

Prenylgruppe durch diese Enzymgruppe an verschieden Positionen des Indolringes (Abbildung 

1-2a) sowie in der regulären oder reversen Orientierung eingeführt werden (Abbildung 1-2b) 

(Li 2010; Winkelblech et al. 2015a). 

 

Abbildung 1-2. a Typische Prenylierungspositionen der Enzyme aus der Dimethylallyltryptophan-

synthase Gruppe. b Prenyltransferasen können die Prenyleinheit in regulärer oder reverser Orientierung 

katalysieren. Die dargestellte Nummerierung wird typischerweise zur Beschreibung der 

Kohlenstoffatomen bzw. Protonen nach Prenylierung verwendet. 

1.2.1 Prenylierung von L-Tryptophan und Tryptophan-Derivaten 

Die essenzielle Aminosäure L-Tryptophan ist hydrophil und besteht aus einer Indoleinheit in 

der Seitenkette. Sie ist eine wichtige Vorstufe für die Bildung von z. B. Serotonin, Niacin und 
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Kynurenin im Körper (Le et al. 2011) sowie für viele Naturstoffe, die u. a. von Pilzen 

synthetisiert werden. Innerhalb dieser Naturstoffe findet sich die Gruppe von prenylierten 

Indolalkaloide wieder, die zum Teil eine ausgeprägte biologische Aktivität aufweisen (Li 2010; 

Oya et al. 2015). Diese können zusätzlich durch Oxidation, Cyclisierung oder Acetylierung 

modifiziert werden (Haynes et al. 2013; Kato et al. 2009; Li 2010; Williams et al. 2000). Neben 

der chemischen Synthese zur Einführung einer Prenylgruppe (Schkeryantz et al. 1999; 

Yamakawa et al. 2010) stellt die Biokatalyse mittels Enzyme, wie Prenyltransferasen, in 

Anwesenheit von DMAPP eine interessante Alternative dar. Durch chemo-enzymatische 

Reaktionen können Prenylgruppen unter milden Bedingungen regio- und stereospezifisch 

katalysiert werden (Alcantara et al. 2014; Fan et al. 2015a; Gröger and Hummel 2014). Die 

Positionen N1, C4, C5, C6 und C7 des Indols in L-Tryptophan (vgl. Abbildung 1-2a) konnten 

durch die Prenyltransferasen CymD aus Salinispora arenicola, FgaPT2 aus A. fumigatus, 

5-DMATS aus Aspergillus clavatus, 6-DMATSSa von Streptomyces ambofaciens und 

7-DMATS aus A. fumigatus regiospezifisch prenyliert werden (Kremer et al. 2007; Schultz et 

al. 2010; Steffan et al. 2007; Winkelblech and Li 2014; Yu et al. 2012). Viele weitere 

Tryptophan-Prenyltransferasen sind bereits charakterisiert und diverse Tryptophan-Derivate 

prenyliert worden (Fan et al. 2015a; Winkelblech et al. 2015a). Liebhold et al. konnten zeigen, 

dass neben verschiedenen Tryptophan-Derivaten als Substrate auch DMAPP-Analoga, wie 

Monomethylallyl-, 2-Pentenyl- und Benzyldiphosphat von den Tryptophan-Prenyltransferasen 

akzeptiert werden. Für die Erhaltung der katalytischen Aktivität gegenüber den DMAPP-

Analoga ist die Doppelbindung an der β-Position essenziell (Liebhold et al. 2012; Liebhold et 

al. 2013). Des Weiteren kann auch der Transfer einer Geranyleinheit von einigen 

Prenyltransferasen auf Tryptophan-Derivate katalysiert werden (Chen et al. 2017; Pockrandt 

and Li 2013). 

1.2.2 Prenylierung von tryptophanhaltigen cyclischen Dipeptiden  

Das Indol-Diketopiperazin-Gerüst, wie es bei tryptophanhaltigen CDPs zu finden ist, wird in 

der Regel durch die Kondensation von L-Trp und einer weiteren Aminosäure gebildet. Diese 

Grundstruktur ist häufig bei Naturstoffen mit signifikanten biologischen Aktivitäten zu finden 

(Li 2010; Netz and Opatz 2015; Zhang et al. 2016). In diesem Abschnitt werden im 

Allgemeinen verschiedene tryptophanhaltige cyclische Dipeptide betrachtet, jedoch wird 

aufgrund des Bezugs zu dieser Arbeit besonders auf das cyclische Dipeptid (CDP) 

cyclo-L-Trp-L-Pro (cWP) eingegangen.  
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In der Natur katalysieren solche Prenyltransferasen die regioselektive Prenylierung am Indol 

von tryptophanhaltigen CDPs. Abhängig vom Enzym wird die Prenylgruppe in der regulären 

oder reversen Orientierung eingeführt (Li 2010; Winkelblech et al. 2015a). Die folgenden 

Prenyltransferasen repräsentieren die Enzymgruppe der Prenyltransferasen für cyclische 

Dipeptide: FtmPT1 aus A. fumigatus katalysiert die reguläre C2-Prenylierung von 

Brevianamid F zu Tryprostatin B (Grundmann and Li 2005), BrePT aus Aspergillus versicolor 

(A. versicolor) hingegen katalysiert die reverse C2-Prenylierung von Brevianamid F (Yin et al. 

2013), CdpC3PT aus Neosartorya fischeri (N. fischeri) und CdpNPT aus A. fumigatus 

katalysieren die C3-Prenylierung von tryptophanhaltigen CDPs (Yin et al. 2009a; Yin et al. 

2010). Prenylierte CDPs dienen oft als Vorläuferverbindungen für Naturstoffe mit biologischen 

Aktivitäten. Tryprostatin A und Tryprostatin B sind Derivate von regulär C2-prenyliertem 

Brevianamid F und weisen antitumoröse Eigenschaften auf (Cui et al. 1996; Jain et al. 2008; 

Wang et al. 2012). Bei den vier Notoamiden A-D, die aus revers C2-prenyliertem 

Brevianamid F aufgebaut sind, konnten cytotoxische Aktivitäten nachgewiesen werden (Kato 

et al. 2007).  

Neben den Positionen C2 und C3 des Indols in tryptophanhaltigen CDPs könnten auch die 

anderen Positionen C4 – C7 prenyliert werden. Durch die breite Substratspezifität von manchen 

Tryptophan-Prenyltransferasen können sie auch die Prenylierung von CDPs katalysieren. Die 

Prenylierung an C4 von cyclischen Dipeptiden mit FgaPT2 wurde erstmals von Steffan und Li 

publiziert (Steffan et al. 2007; Steffan and Li 2009). Durch die Einführung von Mutationen 

konnte die Substratspezifizierung von dem natürlichen Substrat L-Tryptophan zu verschiedenen 

CDPs gezielt beeinflusst werden (Fan and Li 2016). Die C7-Prenylierung von CDPs konnten 

durch die Katalyse mit den Prenyltransferasen CdpC7PT und 7-DMATS erreicht werden (Liu 

et al. 2020; Wunsch et al. 2015). In einer Publikation von Yu et al., in der es hauptsächlich um 

die C5-Prenylierung von Tryptophan-Derivaten ging, konnte auch eine chemo-enzymatische 

C5-Prenylierung von tryptophanhaltigen CDPs mittels HPLC-Analyse beobachtet werden (Yu 

et al. 2012). Eine chemo-enzymatische Prenylierung an der Position C6 von tryptophanhaltigen 

CDPs wurde noch nicht berichtet. Jedoch die Isolierung von C5- bzw. C6-prenyliertem 

cyclo-L-Trp-L-Leu aus dem endophytischen Pilz Rhinocladiella wurde bereits publiziert (Zhang 

et al. 2014).   
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1.2.3 Mono- und Mehrfachprenylierungen der Echinulin-Serie 

In der Biosynthese von Echinulin und Analoga stellt das Indol-Diketopiperazin-Gerüst 

bestehend aus L-Trp und L-Ala die Ausgangsstruktur dar (Abbildung 1-3a). Üblicherweise wird 

diese Kondensationsreaktion durch eine nichtribosomale Peptidsynthetase (NRPS) katalysiert 

(Xu et al. 2014). Durch Prenylierungen werden weitere Naturstoffe aus der Gruppe der 

prenylierten Indolalkaloide mit biologischer Aktivität erhalten. So weisen Echinulin sowie 

Analoga z. B. antivirale und Antitumor-Aktivitäten auf (Chen et al. 2015; Wijesekara et al. 

2013). Nach vielseitigen Modifikationen durch weitere Enzyme können die daraus gebildeten 

Derivate in die Echinulin, Neoechinulin A oder Neoechinulin B Gruppe eingeteilt werden 

(Abbildung 1-3b – d). Ausschlaggebend für die Zuordnung der einzelnen Gruppen ist die 

Anzahl der vorhandenen Doppelbindungen an dem Diketopiperazinring (Ma et al. 2016; Wang 

et al. 2007). 

 

Abbildung 1-3. Das cyclische Dipeptid cyclo-L-Tryptophan-L-Alanin (a) ist das Grundgerüst für alle 

Substanzen der Echinulin (b), Neoechinulin A (c) und Neoechinulin B (d) Serie. 

Wohlgemuth et al. zeigten, dass die Prenyltransferasen EchPT1 und EchPT2 aus Aspergillus 

ruber (A. ruber) für die Einführung der verschiedenen Prenylgruppen verantwortlich sind 

(Wohlgemuth et al. 2017). Das CDP cyclo-L-Trp-L-Ala (cWA) wird von der Prenyltransferase 

EchPT1 revers an C2 prenyliert um Preechinulin zu bilden. Die Echinulin-Derivate weisen 

jedoch in der Regel Mehrfachprenylierungen an den Positionen C4, C5 bzw. C7 auf, die von 

der Prenyltransferase EchPT2 katalysiert werden können. Tri- und sogar tetra-prenylierte 

Produkte wurden chemo-enzymatisch hergestellt, isoliert und charakterisiert (Wohlgemuth et 

al. 2017; Wohlgemuth et al. 2018). Prenyltransferasen werden häufig eine breite Toleranz 

gegenüber den Substraten zugesprochen (Fan et al. 2015a; Winkelblech et al. 2015a; Yu and Li 

2012). Dies gilt ebenfalls für die Prenyltransferasen EchPT1 und EchPT2, die als weitere 

Substrate die Stereoisomere von cWA und sowie die Stereoisomere von cWP akzeptierten 

(Wohlgemuth et al. 2018).  
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Erst kürzlich publizierten Nies et al. weitere Erkenntnisse zur Biosynthese der Echinulin-

Derivate. Es wurde experimentell nachgewiesen, dass Preechinulin nicht nur als Substrat für 

EchPT2 dient und zu den Produkten aus der Echinulin-Gruppe führt, sondern auch als Substrat 

für das Cytochrom P450 Enzym EchP450. Nach Einführung einer Doppelbindung durch 

EchP450 katalysiert EchPT2 die Prenylierung zur Bildung der Neoechinulin A Serie 

(vgl. Abbildung 1-3c). Noch ungeklärt ist, welches Enzym die zweite Doppelbindung 

katalysiert und damit zur Neoechinulin B Serie führt (Nies and Li 2021). 

1.2.4 Prenylierung eines Tripeptid-Derivats in der Biosynthese von 5-N-Acetylardeemin 

führt zu einem hexacyclischem System 

Einer der größten Herausforderungen bei einer Chemotherapie stellt die im Verlauf der 

Behandlung entstehende Arzneimittelresistenz (multidrug resistance; MDR) dar (Karwowski 

et al. 1993; Saraswathy and Gong 2013; Ye et al. 2019). Auf der Suche nach weiteren 

potentiellen Strukturen, die in der Lage sind diese Arzneimittelresistenz umzukehren, wurde 

die Naturstofffamilie der Ardeemine aus A. fischeri entdeckt (Hochlowski et al. 1993; 

Karwowski et al. 1993). Den Ardeeminen liegt eine Fumiquinazoline Tripeptidgrundstruktur 

aus Antranilsäure, D-Ala und L-Trp zugrunde. Ein sehr effizienter Biosyntheseweg bestehend 

aus der NRPS ArdA und der Prenyltransferase ArdB führt zu einem hexacyclischem System 

(Ardeemin) und die Acetyltransferase ArdC bildet anschließend 5-N-Acetylardeemin 

(Abbildung 1-4). Die NRPS ArdA wandelt die freie Aminosäure L-Ala durch Isomerisierung 

in das für die Synthese von Ardeemin FQ benötigte D-Ala um (Haynes et al. 2013). Beide 

Strukturen, Ardeemin und 5-N-Acetylardeemin, weisen eine interessante biologische Aktivität 

als MDR Exportpumpeninhibitor auf (Chou et al. 1998; Karwowski et al. 1993). Aufgrund der 

pharmazeutisch relevanten und vielversprechenden Aktivitäten als Chemotherapeutika sind 

Fumiquinazoline sowie verwandte Strukturen seit Jahren Teil der Forschung (Resende et al. 

2019). 

 

Abbildung 1-4. Biosyntheseweg von 5-N-Acetylardeemin in A. fischeri. 
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Durch den chemo-enzymatischen Einsatz von verschiedenen Prenyltransferasen der DMATS-

Superfamilie gelang es weitere Ardeemin-Derivate herzustellen. Neben Ardeemin FQ wurden 

auch die Stereoisomere ent-Ardeemin FQ, dia-Ardeemin FQ und dia,ent-Ardeemin FQ als 

Substrate eingesetzt. Die Tryptophan-Prenyltransferasen FgaPT2, 5-DMATS, 6-DMATSSc, 

6-DMATSSa, und 7-DMATS akzeptierten die Tripeptidstrukturen und prenylierten die 

Substrate an den Positionen C4, C5, C6 oder C7 der Indoleinheit (Mai et al. 2016).  

1.3 Beeinflussung der katalytischen Aktivität verschiedener 

Prenyltransferasen durch ortsspezifischer Mutagenese 

Die ortspezifische Mutagenes (engl.: site-directed mutagenesis) ist eine Methode innerhalb der 

Molekularbiologie, um gezielt eine DNA-Sequenz zu ändern. Hierbei kann es sich um eine 

Mutation, einer Deletion oder einer Insertion handeln. Sie wird u. a. im Bereich des Protein-

Engineerings oder bei der Erforschung von Biosynthesewegen genutzt und kann in einer 

einzigen PCR-Reaktion eingeführt werden (Liu and Naismith 2008; Zheng et al. 2004). 

Bereits 2009 vermutete Heide eine Erweiterung der Substratspezifität von aromatischen 

Prenyltransferasen durch die Verwendung der Site-Directed-Mutagenesis (Heide 2009). Die 

letzten Jahre haben gezeigt, dass er Recht behalten sollten. So wurden neben der Aufklärung 

der Strukturen von verschiedenen Prenyltransferasen auch eine Reihe an Mutanten hergestellt, 

die ihr katalytische Aktivität gegenüber dem Substrat bzw. dem Prenyldonor erweiterten. Eine 

Verschiebung der Regioselektivität konnte durch die Herstellung neuer Mutanten ebenfalls 

erzielt werden (Mori 2020). 

1.3.1 Beeinflussung der Substratspezifität durch Site-Directed Mutagenesis 

Die Struktur der C4-prenylierende Tryptophan-Prenyltransferase FgaPT2 aus A. fumigatus 

wurde im Jahr 2009 aufgeklärt und legte damit den Grundstein für ein besseres Verständnis der 

katalytischen Aktivität des Enzyms (Luk and Tanner 2009; Metzger et al. 2009; Tanner 2015). 

Eine Verschiebung der Substratspezifität von L-Tryptophan zu L-Tyrosin berichteten Fan et al. 

nach molekularem Modelling und Site-Directed-Mutagenesis. Zusätzlich wies die Mutante 

FgaPT2_K174F sogar eine um ein Vielfaches höhere katalytische Aktivität gegenüber 

L-Tyrosin im Vergleich zu dem natürlichem Substrat L-Tryptophan auf (Fan et al. 2015b). 

FgaPT2 ist auch in der Lage tryptophanhaltige cyclische Dipeptide an C4 des Indolrings zu 

prenylieren, jedoch leidet die katalytische Effizienz beim Einsatz dieser Substrate (Steffan et 
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al. 2007). Durch Mutation an der Position R244 in FgaPT2 wurden 13 neue Mutanten 

hergestellt, die im Vergleich zum Wildtyp eine bis zu 76-fach besseren Umsatz von sieben 

CDPs (cyclo-L-Trp-L-Tyr, cyclo-L-Trp-L-Pro, cyclo-L-Trp-D-Pro, cyclo-L-Trp-L-Leu, 

cyclo-L-Trp-Gly, cyclo-L-Trp-L-Trp, cyclo-L-Trp-L-Phe) zeigten. Darunter die Mutante 

FagPT2_R244L, die gegenüber sechs CDPs (außer cyclo-L-Trp-L-Phe) den besten oder mit dem 

besten Umsatze aufwies (Fan and Li 2016). 

1.3.2 Beeinflussung der Prenylierungsposition durch Site-Directed Mutagenesis 

Die Prenyltransferase FtmPT1 aus A. fumigatus katalysiert den Transfer einer Prenylgruppe in 

Anwesenheit des Prenyldonors DMAPP auf die Position C2 in Brevianamid F (Grundmann and 

Li 2005). Die Struktur dieser Prenyltransferase aus der DMATS Familie wurde 2010 aufgeklärt 

und ermöglichte damit den Zugang zu mechanistischem Verständnis des Enzyms (Jost et al. 

2010). Durch Sättigungsmutagenese an der Position Y205 in FtmPT1, die das Substrat in der 

Aktiventasche am Diketopiperazinring stabilisiert, wurden 19 Mutanten hergestellt. Sie wiesen 

fast alle eine Verschiebung der Prenylierungsposition von regulär C2 zu regulär C3 auf, 

vereinzelte Mutanten katalysierten sogar eine reverse C3-Prenylierung (Zhou et al. 2016). 

In dem vorangegangenen Abschnitt 1.3.1 wurde bereits auf die Beeinflussung der 

Substratspezifität von FgaPT2 durch Site-Directed-Mutagenesis an der Position K174 bzw. 

R244 eingegangen. Die Mutante FgaPT2_K174F führte aber auch zur Verschiebung der 

Regiospezifität und katalysierte die C3-Prenylierung von L-Tyrosin. Wohingegen die 

verschiedenen FgaPT_R244X Mutanten keine Verschiebung der Regiospezifität aufwiesen und 

weiterhin tryptophanhaltigen CDPs an der Position C4 prenylierten (Fan et al. 2015b; Fan and 

Li 2016). Die Kombination dieser beiden Mutanten zur Di-Mutante FgaPT2_K174F_R244X 

(X=L, N, Q, Y) beeinflusste nicht nur die Substratspezifität, sondern auch die Regiospezifität. 

Die Inkubationen mit diesen Doppelmutanten führten zu revers C3-prenylierten CDPs (Zheng 

et al. 2018). 

Nach wie vor ist das molekulare Modelling und die zielgerichtete Mutagenese in 

Prenyltransferasen Teil der aktuellen Forschung. Erst kürzlich wurden die Strukturen von 

bakteriellem 5-DMATS aus Streptomyces coelicolor und 6-DMATS aus Micromonospora 

olivasterospora durch Ostertag et al. publiziert. Durch den Vergleich der Strukturen war es 

möglich Schlüsselpositionen zu identifizieren und die Regioselektivität der bakteriellen 

6-DMATS fast komplett zur Prenylierung an C5 in L-Tryptophan zu verschieben (Ostertag et 

al. 2021). 
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1.3.3 Beeinflussung der Akzeptanz verschiedener Prenyldonor durch Site-Directed 

Mutagenesis 

Bei der Beeinflussung der Akzeptanz gegenüber des Prenyldonors war das Ziel in der Regel 

die Katalyse von Donoren mit längeren Ketten (n × C5) wie z.B. C10 (Geranyl) bzw. C15 

(Farnesyl) zu aktivieren. Die bakteriellen Indolactam Prenyltransferasen TleC aus Streptomyces 

blastmyceticus und MpnD aus Marinactinospora thermotolerans katalysieren eine reverse 

C7-Prenylierung am Indolring. Die Enzyme TleC katalysieren den Transfer von GPP und 

MpnD von DMAPP. Mori et. al ist es gelungen durch Mutagenese die katalytische Aktivität 

der Enzyme gegenüber dem bevorzugten Donor zu tauschen, sodass die TleC-Mutante DMAPP 

und die MpnD-Mutante nun GPP als bevorzugten Donor akzeptieren (Mori et al. 2016). Die 

bakterielle Prenyltransferase 6-DMATS aus Micromonospora olivasterospora, die den 

Transfer von DMAPP auf L-Tryptophan katalysiert, erreichte durch gezielte Mutagenese eine 

vollständige Umsetzung mit GPP (Ostertag et al. 2021). 

Durch molekulares Modelling und strukturbasiertes Protein-Engineering ist es Mai et al. 

gelungen in FgaPT2 aus A. fumigatus die „Gatekeeping“ Position (M328) für den Prenyldonor 

in der Aktiventasche zu identifizieren und mittels Site-direted Mutagenesis experimentell zu 

verifizieren. Hierfür wurde verschiedene FgaPT2_M328X Mutanten hergestellt und sowohl mit 

DMAPP als auch GPP und FPP inkubiert. Die Mutante FgaPT2_M328A wies sehr gute 

Umsätze mit GPP und im Vergleich sehr niedrige mit DMAPP auf. Auch der Transfer von FPP 

auf L-Tryptophan konnte beobachtet werden (Mai et al. 2018). Ausgehend von diesen 

Ergebnissen wurde durch Sequenzvergleiche in weiteren Prenyltransferasen die analogen 

„Gatekeeping“ Positionen identifiziert und die Enzyme an dieser Position durch die kleine 

Aminosäure Glycin ersetzt. Er wurden die folgenden Mutanten FtmPT1_M364G, 

BrePT_I337G, CdpC2PT_T351G, CdpNPT_M349G und CdpC3PT_F335G hergestellt und mit 

verschiedenen cyclischen Dipeptiden in Anwesenheit von GPP inkubiert. Es wurden insgesamt 

42 geranylierte Derivate von 15 CDPs erhalten. In diesem Zusammenhang ist es, u. a. mit den 

Mutanten, gelungen eine Geranyleinheit an alle Positionen von N1 und C2 - C7 von 

cyclo-L-Trp-L-Trp zu katalysieren (Liao et al. 2018). 
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1.4 Substratvielfalt bei pilzlichen Naturstoffen durch Oxidationen mit 

Cytochrom P450 Enzymen 

In den vorangegangenen Abschnitten wurde zusammengefasst inwiefern pilzliche Naturstoffe 

durch Alkylierungen mit Prenyltransferasen weiter modifiziert werden und zum Teil in sehr 

wenigen Schritten komplexe Strukturen erhalten werden können (Ardeemin) (Haynes et al. 

2013; Winkelblech et al. 2015a). Bereits durch die Prenylierungen kann die biologische 

Aktivität gegenüber der unprenylierten Struktur gesteigert werden (Schardl et al. 2006; Sings 

and Singh 2003; Williams et al. 2000). Doch ein Diketopiperazin-Grundgerüst liefert durch die 

Heteroatome und der Vielseitigkeit in den Seitenketten der Aminosäuren eine ideale 

Voraussetzung für weitere Modifikationen (Giessen and Marahiel 2015). Häufig sind diese 

Strukturen an weiteren Biosyntheseschritten wie z. B. Acetylierungen, Cyclisierungen oder 

Oxidationen beteiligt (Haynes et al. 2013; Kato et al. 2009; Nies and Li 2021; Ran et al. 2018; 

Winkelblech et al. 2015a). In diesem Abschnitt wird auf die Modifizierung durch Oxidation 

mittels Cytochrom P450 Enzymen eingegangen.  

1.4.1 Oxidationen durch Cytochrom P450 Monooxygenasen 

Die erste Entdeckung, der heute als Cytochrom P450 (CYP) bekannten Enzyme, machte 1955 

Klingenberg als er das „Carbon monoxide-binding pigment“ entdeckte. Dieses Enzymkomplex 

mit Kohlenstoffmonoxid wies einen charakteristischen Absorptionspeak bei 450 nm auf, 

welches dieser Enzymgruppe zu ihrem Namen verhalf (Klingenberg 1958). Es dauerte noch 

mehr als 20 Jahre bis die erste vollständige Sequenz eines Cytochrom P450 Enzyms, die aus 

der Leber einer Ratte, publiziert wurde (Fujii-Kuriyama et al. 1982). Doch seitdem wurden 

bereits von mehr als 300 000 Cytochrom P450 Sequenzen berichtet, wovon ein Großteil (über 

85 000) in Pilzen entdeckt wurden (Nelson 2018).  

Pilze sind Produzenten von verschiedenen Primär- und Sekundärmetaboliten, die dann an 

weiteren Umsetzungen beteiligt sind. Ausgehend von molekularem Sauerstoff wird die regio- 

und stereospezifische Hydroxylierung von u. A. (cyclo-)aliphatischen und aromatischen 

Strukturen häufig durch Monooxygenase katalysiert, die der Cytochrom P450 Superfamilie 

angehören (Cheng et al. 2010; Crešnar and Petric 2011; van den Brink et al. 1998). Darüber 

hinaus sind die Häm-Enzyme in der Lage Geschwindigkeitsbestimmende und irreversible 

Reaktionen zu katalysieren sowie nahezu inerte Kohlenwasserstoffverbindungen zu oxidieren, 

die chemisch nur schwer zugänglich sind (Durairaj et al. 2016). 
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Ausgehend von molekularem Sauerstoff bringen die Monooxygenasen durch Oxidation des 

Kohlenstoffes einen Sauerstoffatom in eine Kohlenwasserstoffverbindung ein, während das 

andere Sauerstoffatom zu Wasser reduziert wird. Als Reduktionsmittel kann u. a. 

NADH/NADPH dienen (Durairaj et al. 2016; Urlacher et al. 2004). Diese katalytische 

Biotransformation kann folgendermaßen zusammengefasst werden: 

RH + NAD(P)H + H+ + O2 → ROH + NAD(P)+ + H2O 

Die für diese Oxidation benötigten Elektronen werden durch ein weiteres System, meist einer 

sogenannten Cytochrom P450 Reduktase, zur Verfügung gestellt (van den Brink et al. 1998). 

Über die typische Hydroxylierung hinaus sind noch eine Reihe von anderen 

Oxidationsreaktionen bekannt, die durch die Häm-Enzyme katalysiert werden können, darunter 

z. B. die Epoxidierung, Cyclisierung, oder Dehydrierung (Guengerich and Munro 2013). 

Abhängig vom katalytischen Prozess werden Cytochrom P450 Systeme in zehn verschiedene 

Klassen eingeteilt, wobei die pilzlichen CYP Enzyme der Klasse II, VIII oder IX angehören 

(Abbildung 1-5). Die Klasse II enthält zwei membrangebundene Enzyme, zum einen das 

Cytochrom P450 Enzym und zum anderen die Cytochrom P450 Reduktase, die die 

prothetischen Kofaktoren FAD und FMN besitzt. Diese transportieren die Elektronen von 

NAD(P)H zur Häm-Einheit. In der Klasse VIII ist die N-terminale Häm-Domäne über einen 

kleinen Linke mit dem C-Terminus des Diflavin Reduktasepartners fusioniert. Das 

Redoxsystem der Klasse IX hingegen enthält nur das P450nor Enzym, welches die Elektronen 

direkt von NAD(P)H zur Cytochrom P450 transportiert (Crešnar and Petric 2011; Durairaj et 

al. 2016; Hannemann et al. 2007). 

 

Abbildung 1-5. Cytochrom P450 Enzym Klassen, in denen die pilzlichen Cytochrom P450 Enzyme zu 

finden sind. Klasse II: membrangebundene Cytochrom P450 Reduktase (CPR) und Cytochrom P450 

Enzym; Klasse VIII: pilzliches (aber auch bakterielles) Fusionssystem; Klasse IX: eukaryotisches 

lösliches P450nor System; nor: nitric oxide reductase (modifiziert aus Hannemann et al. 2007).  
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1.4.2 Fumitremorgin Biosyntheseweg - Von Brevianamid F zu Fumitremorgin A 

mithilfe von Tailoring Enzymen 

Der Biosyntheseweg von Fumitremorgin A umfasst Tryprostatine, Cyclotryprostatine 

Spirotryprostatine, Fumitremorgine und Verruculogen. Es handelt sich hierbei um Strukturen 

aus der Gruppe der Indolalkaloide, die ausgehend von Brevianamid F durch Tailoring Enzyme 

wie z. B. Prenyltransferasen oder Cytochrom P450 (CYP) Enzymen gebildet werden. Diese 

Strukturen wurden bisher hauptsächlich aus Aspergillus und Penicillium isoliert (Li 2011). 

Fumitremorgin A und B wurden erstmalig im Jahr 1971 aus dem Pilz A. fumigatus und kurz 

darauf Verruculogen aus P. verruculosum isoliert (Cole et al. 1972; Yamazaki et al. 1971). 

Allerdings sind auch einige N. fischeri Stämme in der Lage Fumitremorgine und Verruculogen 

zu produzieren (Nielsen et al. 1988). N. fischeri ist der Teleomorph von dem anamorphen Pilz 

A. fischerianus und für die hitzebeständigen Ascosporen bekannt (Beuchat 1986; Nielsen et al. 

1988; Patterson et al. 1981; Wortman et al. 2006) sowie am engsten mit A. fumigatus verwandt 

(Pertile et al. 2020; Wortman et al. 2006). 

Durch Deletion von einzelnen Genen in A. fumigatus BM939 und den Vergleich der drei 

Genomsequenzen von A fumigatus Af293, A1163 und N. fischeri NRRL181 konnte ein 

Gencluster identifiziert werden, welches für die Biosynthese der Fumitremorgin A und B 

(Abbildung 1-6) verantwortlich ist (Kato et al. 2009; Li 2011; Mundt et al. 2012). Nach 

Kondensation der zwei Aminosäuren L-Tryptophan und L-Prolin wird das cyclische Dipeptid 

Brevianamid F von FtmPT1 an C2 regulär zu Tryprostatin B prenyliert. Tryprostatin B dient 

dann als Substrat für die zwei CYP Enzyme FtmP450-1 und FtmP450-2. Die Monooxygenase 

FtmP450-1 führt an C6 des Indolrings eine OH-Gruppe ein und bildet 6-Hydroxytryprostatin B, 

auch als Desmethyltryprostatin A bekannt. FtmP450-2 hingegen oxidiert Tryprostatin B zu 

Demethoxyfumitremorgin C durch einen Ringschluss zwischen der Prenylgruppe (C1՚) und 

dem Diketopiperazinring (N12). Allerdings katalysiert FtmP450-2 in dem Biosyntheseweg 

eigentlich den Cyclisierungsschritt von Tryprostatin A, welches durch Methylierung aus 

6-Hydroxytryprostatin  entsteht, zu Fumitremorgin C. Nach weiteren Prenylierungen und 

Oxidationen werden 12, 13-Dihydroxyfumitremorgin C, Fumitremorgin B, Verruculogen und 

schließlich das Endprodukt Fumitremorgin A gebildet. 

Die Strukturen auf dem biosynthetischen Weg zum Endprodukt Fumitremorgin A werden nicht 

nur chemisch anspruchsvoller, einige weisen auch biologische Aktivitäten auf. Tryprostatin A 

und Fumitremorgin C sind Beispiele für potenzielle Inhibitoren des BCRP (breast cancer 

resistance protein) (Kato et al. 2009; Li 2010; Williams et al. 2000). 
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Abbildung 1-6. Fumitremorgin Biosyntheseweg in N. fischeri bzw. A. fumigatus (modifiziert aus Li 

2010; Mundt et al. 2012; Tsunematsu et al. 2013). 

Außerdem wurde für Tryprostatin A und B cytotoxische Eigenschaften gegenüber einigen 

Krebszelllinien nachgewiesen (Kondoh et al. 1998; Zhao et al. 2002). 

Demethoxyfumitremorgin C und Derivate davon wurden eine potenzielle Wirkung in der 

Krebstherapie zugesagt (Cui et al. 1996; Wang et al. 2000). Es wurde festgestellt, dass 

Fumitremorgin C neurotoxische Nebenwirkungen aufwies, was den Einsatz als Kandidat in der 

Krebstherapie infrage stellt. Daher wurden nach weiteren Derivaten von Fumitremorgin C 

gesucht, die eine weniger neurotoxische Wirkung zur Folge hatten (Szolomajer-Csikos et al. 

2013; Wu et al. 2007). Der Einsatz von BCRP Inhibitoren in der Krebstherapie, um MDR zu 

behandeln ist nach wie vor von Interesse (Kaur and Bhandari 2020). 

1.4.3 Heterologe Expressionssysteme für pilzliche Cytochrom P450 Enzyme 

insbesondere FtmP450-1 und FtmP450-2  

Die Verwendung von Systemen zur heterologen Expressionen von pilzlichen CYP Enzymen 

trägt maßgeblich zur Erforschung der enzymatischen, strukturellen Eigenschaften sowie der 

Funktion dieser Enzyme bei (Durairaj et al. 2016). Grundsätzlich kommen als heterologe 

Expressionssysteme u. a. E. coli, S. cerevisiae oder andere Pilze wie z. B. A. nidulans infrage, 

wobei diese Organismen unterschiedliche Vor- und Nachteile aufweisen. Aufgrund der 
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diversen Vorteile, wie hohe Wachstumsraten, der kostengünstigen Kultivierung, hohe 

Zelldichte sowie der leichten genetischen Manipulation, wird E. coli bevorzug als heterologes 

Expressionssystem genutzt (Waegeman et al. 2013). Für die heterologe Expression von 

bakteriellen CYPs kann E. coli das ideale System sein, da die gewünschten Gene leicht 

überexprimiert und anschließend die Proteine aufgereinigt werden können. Allerdings trifft dies 

oft nicht auf die membran-gebundenen CYPs aus Pilzen zu. Diese werden häufig nicht 

exprimiert, die Proteinfaltung ist fehlerhaft oder das Protein wird in unlöslichen 

Proteinaggregate (engl. inclusion bodies) angesammelt (Durairaj et al. 2015; Durairaj et al. 

2016; Podobnik et al. 2008; Zelasko et al. 2013). Bis heute stellt diese Kombination der 

heterologen Expression von pilzlichen CYPs in E. coli einer Herausforderung dar (Ichinose et 

al. 2015; Zhang et al. 2021).  

Eine naheliegende Alternative ist deshalb S. cerevisiae für die Expression von eukaryotischen 

pilzlichen CYPs, da es ebenfalls als eukaryotischer Organismus in der Lage ist 

membrangebundene Proteine zu produzieren. Außerdem kann in manchen Fällen die 

S. cerevisiae eigene Cytochrom P450 Reduktase (CPR) als Elektronentransfersystem für das 

heterologe CYP Enzym dienen. Weitere Vorteile von S. cerevisiae sind ebenfalls schnelle 

Wachstumsraten, es kann leicht genetische modifiziert werden und ist sehr gut erforscht 

(Durairaj et al. 2016; Zhang et al. 2021). Dennoch gibt es immer wieder viele CYPs, die nicht 

in S. cerevisiae exprimiert werden konnten (Hirosue et al. 2011; Zhang et al. 2021), weshalb es 

sinnvoll ist auch Systeme wie A. nidulans als Wirt für die heterologe Expression in Betracht zu 

ziehen. Die genetische Manipulation dieser höheren Pilze ist zwar anspruchsvoller, dennoch 

haben sie den Vorteil der evolutionären Nähe zum Ursprung der pilzlichen CYPs, wodurch sie 

in der Lage sind den Prozess bis zur reifen mRNA (RNA-Spleißen) abzubilden (Durairaj et al. 

2016; Nevalainen and Peterson 2014). Unabhängig vom verwendeten Expressionssystem spielt 

auch das Zusammenspiel mit der CPR eine essenzielle Rolle. Obwohl heterologe CPRs zu einer 

katalytischen Aktivität bei CYPs führen können (Hirosue et al. 2011; Ide et al. 2012; Nazir et 

al. 2011), weisen homologe CPR und CYP Systeme oftmals eine deutliche besser Aktivität auf 

(Braun et al. 2012; Durairaj et al. 2015; Durairaj et al. 2016; Jennewein et al. 2005).  

Kato et al. haben sich diese Expressionssysteme zu Nutze gemacht, um die Funktion 

verschiedene Enzyme aus dem Fumitremorgin Gencluster in A. fumigatus nachzuweisen. 

Durch Inaktivierung (Knock-out) im Ursprungsstamm wurden zunächst den einzelnen Genen 

die entsprechenden Reaktionen zugeordnet. Anschließend haben sie die enzymatischen 

Aktivitäten einzelner Enzyme durch heterologe Expression in S. cerevisiae bzw. A. nidulans 



 EINLEITUNG  23 

 

 

nachgewiesen. Bei der heterologen Expression der Cytochrom P450 Gene in S. cerevisiae 

wurde auch das Reduktase Gen aus A. fumigatus (AFUA_2g07940) co-experimiert (Kato et al. 

2009). Shah et al. konnten die ersten vier Schritte des Biosyntheseweges von Fumitremorgin in 

E. coli BL21(DE3) nachstellen (Shah et al. 2015).  



 ZIELSETZUNG DER ARBEIT  24 

 

 

2 Zielsetzung der Arbeit 

2.1 Projekt 1: Prenylierung von Ardeemin FQ und dem Enantiomer 

ent-Ardeemin FQ mit Prenyltransferasen für cyclische Dipeptide 

Die Prenylierung der Positionen C4 bis C7 des Indolringes von Ardeemin FQ und dem 

Enantiomer ent-Ardeemin FQ konnte bereits durch die Katalyse mit den Prenyltransferasen 

FgaPT2, 5-DMATS, 5-DMATSSc, 6-DMATSSa und 7-DMATS erreicht werden.  

Motiviert durch diese Ergebnisse sollte in diesem Projekt die verbleibende Lücke der Positionen 

C2 und C3 der Indoleinheit von Ardeemin FQ bzw. ent-Ardeemin FQ prenyliert werden. Es 

wurden zwei C2-Prenyltransferasen FtmPT1 und BrePT, sowie die drei C3-Prenyltransferasen 

CdpNPT, CdpC3PT und AnaPT ausgewählt. Das Projekt wurde von Dr. Peter Mai angefangen 

und in der vorliegenden Arbeit weitergeführt. Hierfür wurden folgende Schritte durchgeführt: 

• Überproduktion und Aufreinigung der benötigten Prenyltransferasen 

• Reproduktion der Inkubationen der Substrate Ardeemin FQ und ent-Ardeemin FQ mit 

den jeweiligen Enzymen 

• Analyse der Produktbildung mittels LC-MS 

• Charakterisierung der entstandenen Produkte durch Auswertung der NMR-Spektren 
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2.2 Projekt 2: Beeinflussung des Prenylierungsverhaltens verschiedener 

Prenyltransferasen durch Site-Directed-Mutagenesis 

Trotz der Identifizierung und Isolierung diverser Prenyltransferasen und Einführung 

verschiedener Mutationen, blieb die Prenylierung an der Position C5 des Indolrings von 

tryptophanhaltigen cyclischen Dipeptiden eine Herausforderung. Daher war das Ziel in diesem 

Projekt eine C5-Prenylierung von tryptophanhaltigen cyclischen Dipeptiden zu erreichen. 

Hierfür sollten Mutanten der bekannten Prenyltransferasen, wie 5-DMATS und FgaPT2, durch 

ortspezifische Mutagenese hergestellt werden. Von besonderem Interesse war die 

C5-Prenylierung von cyclo-L-Trp-L-Pro, da dies in einem weiteren Projekt als Substrat 

eingesetzt werden sollte.  

EchPT2 ist eine weitere Prenyltransferase, die in diesem Projekt untersucht wurde. Sie ist zum 

einen in der Lage bereits prenylierte CDPs umzusetzen und zum anderen werden diese auch 

mehrfach prenyliert. Di-, tri- oder tetraprenylierte Produkte ausgehend von regulär 

C2-prenyliertem cyclo-L-Trp-L-Ala bzw. cyclo-L-Trp-L-Pro sind bekannt. Ziel hierbei war es 

diese außergewöhnliche katalytische Aktivität durch Einführung von Mutationen gezielt zu 

steuern, um neue Produkte herzustellen oder gezielt, sonst schwer zu prenylierende Positionen, 

zu erreichen. 

Daher wurden in diesem Projekt die folgenden Schritte geplant: 

• Identifizierung geeigneter Mutationspositionen durch Gensequenzvergleich mit 

anderen Prenyltransferasen 

• Einführung der entsprechenden Mutationen durch Site-Directed-Mutagenesis 

• Überproduktion und Aufreinigung der hergestellten Mutanten 

• Testen der Mutanten auf neue katalytische Aktivität in Enzymreaktionen mit 

tryptophanhaltigen cyclischen Dipeptiden 

• Isolierung und Strukturaufklärung enzymatischer Produkte   
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2.3 Projekt 3: Heterologe Expression von Prenyltransferasen und 

Cytochrom P450 Genen in S. cerevisiae und Zufütterung verschiedener 

Substrate 

Nachdem die biochemische Charakterisierung der beiden FtmP450 Enzyme aus A. fumigatus 

literaturbekannt ist, war das Ziel in diesem Projekt die beiden analogen Cytochrom P450 Gene 

aus N. fischeri in S. cerevisiae zu transformieren und exprimieren. Hierfür wurden die Plasmide 

mit ftmP450-1 (NFIA_093700) bzw. ftmP450-2 (NFIA_093730) jeweils zusammen mit der 

homologen Reduktase Red1 (NFIA_056730) aus N. fischeri NRRL 181 im Hefevektor pESC-

URA Vektor von Viola Wohlgemuth zur Verfügung gestellt.  

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte eine heterologes Expressionssystem in S. cerevisiae 

etabliert werden. Anschließend sollte durch Zufütterung verschiedener prenylierter Substrate 

die Substratspezifität der beiden Enzyme FtmP450-1 und FtmP450-2 getestet und neue 

enzymatische Produkte hergestellt werden. Um die Prenylierung der Substrate in vivo zu 

ermöglichen, sollte die Co-Expression der Prenyltransferase ftmPT1 bzw. brePT mit einem 

CYP Gen und Zufütterung verschiedener tryptophanhaltiger cyclischer Dipeptide getestet 

werden. Für dieses Projekt wurden demnach folgende Schritte geplant: 

• Transformation von ftmP450-1 bzw. ftmP450-2 jeweils mit red1 in S. cerevisiae und 

Etablierung eines heterologen Expressionssystems für die Zufütterungsexperimente 

• Herstellung geeigneter Substrate durch Enzymassays mit verschiedenen 

Prenyltransferasen 

• Biotransformationen der hergestellten prenylierten Substrate durch FtmP450-1 bzw. 

FtmP450-2 jeweils mit Red1 in S. cerevisiae  

• Co-Transformation und Co-Expression von ftmP450-1 bzw. ftmP450-2 jeweils mit red1 

und ftmPT1 oder brePT in S. cerevisiae und Zufütterung verschiedener 

tryptophanhaltiger cyclischer Dipeptide 

• Analyse der Biotransformationen mittels LC-MS 

• Isolierung der Produkte der Biotransformation und Strukturaufklärung mittels NMR 
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3 Material und Methoden 

3.1 Allgemeine Verbrauchsmaterialien, Chemikalien und Geräte 

Sofern nicht anders erwähnt wurden die Chemikalien von Merck, Carl Roth, VWR, Acros oder 

Fluka ohne weitere Aufreinigung verwendet. DMAPP wurde in der Arbeitsgruppe (u. A. von 

Lena Ludwig-Radtke und Rixa Kraut) analog zu der in der Literatur beschrieben Synthese von 

GPP (Woodside et al. 1988) hergestellt. Die vier Stereoisomere von cyclo-Trp-Pro sowie 

cyclo-L-Trp-L-Ala wurden ebenfalls in der Arbeitsgruppe nach literaturbekannten Methoden 

synthetisiert (Barrow and Sun 1994; Yin et al. 2013). Auch die Substrate (R)-BDZD und 

(S)-BDZD wurden in der Arbeitsgruppe analog zu den in der Literatur beschriebenen Methode 

von Yu et al. hergestellt (Yu et al. 2012). Die anderen cyclischen Dipeptide cyclo-L-Trp-L-Leu 

und cyclo-L-Trp-Gly wurde von Bachem (Bubendorf, Schweiz) erworben. 

Ardeemin und das Enantiomer ent-Ardeemin wurden nach der literaturbekannten Methode von 

Haynes et al. (Haynes et al. 2013), in der Arbeitsgruppe von Lena Ludwig-Radtke synthetisiert. 

Anschließend wurde das Rohextrakt über eine präparative Kieselgel Säule fraktioniert und über 

eine HPLC mithilfe einer chiralen Säule isoliert. 

Tryprostatin B wurde durch Aufreinigung eines A. nidulans PSM-An (355)-8 Rohextrakts 

gewonnen (Maiya et al. 2009), weitere Details können in Abschnitt 3.8.4.1 nachgelesen werden. 

3.1.1 Chemikalien und Verbrauchsmaterialien 

Tabelle 3-1. Zusammenstellung verwendeter Chemikalien und Verbrauchsmaterialien. 

Bezeichnung  Hersteller 

Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA) Macherey Nagel (Düren) 

Sephadex G-25 PD-10, NAP5 (Fertigsäule) GE Healthcare (Freiburg) 

Coomassie Brilliant Blau R-250 Serva (Heidelberg) 

Sybr® Safe DNA Gel Strain Invitrogen (Karlsruhe) 

GeneRuler™ DNA Ladder Mix  

(100 bp – 10000 bp)  

Thermo Fischer Scientific (Waltham, USA) 

Isopropyl-β-thiogalactosid (IPTG) Carl Roth (Karlsruhe) 

CSM-His-Leu-Ura  MP Biomedicals (California, USA) 

Rotiphorese® Gel 30  

(30 % Acrylamid, 0,8 % Bisacrylamid) 

Carl Roth (Karlsruhe) 
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N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin 

(TEMED) 

Carl Roth (Karlsruhe) 

Natriumdodecylsulfat (SDS) Carl Roth (Karlsruhe) 

1,4-Dithiothreitol (DTT) Carl Roth (Karlsruhe) 

2-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich (Taufkirchen) 

3.1.2 NMR-Spektrometer 

Alle NMR-Spektren wurden an einem JOEL ECA Spektrometer Firma JOEL (Germany) 

GmbH, München mit 500 MHz aufgenommen. Als Lösungsmittel wurde CDCl3 und das Signal 

bei 7,26 ppm als interner Standard verwendet. Anschließend wurden die Spektren mit 

MestReNova Version 6.0.2-5475 ausgewertet.  

3.1.3 HPLC-Geräte 

Zur Reaktionskontrolle und Berechnung von Produktausbeuten durch Integration von 

Peakflächen, sowie für die semi-präparativen Isolierung von Produkten wurden HPLC Geräte 

der Serie 1200 oder 1260 Infinity der Firma Agilent mit Diodenarraydetektor verwendet. Als 

analytische Reversed Phase Säule wurde eine Eclipse XDB-C18 (150 × 4,6 mm; 5 µm) von 

Agilent eingesetzt. Für die semi-präparative Isolierung von Produkten wurde eine ZORBAX 

Eclipse XDB-C18 Säule (250 × 9,4 mm; 5 µm) von Agilent verwendet. Als mobile Phasen 

kamen Acetonitril und Wasser zum Einsatz. Genaue Methoden mit entsprechenden Gradienten 

können unter dem Abschnitt 3.8.7 nachgelesen werden. 

3.1.4 LC-MS-Gerät 

Hochauflösende LC-MS Messungen wurden mithilfe eines Agilent HPLC der Serie 1260 mit 

Diodenarraydetektor gekoppelt an einem ESI-micrOTOF-Q III Massenspektrometer des 

Herstellers Bruker Daltonics gemessen. Als mobile Phasen wurden Acetonitril und Wasser mit 

jeweils 0,1 % Ameisensäure verwendet. Genaue Methoden mit entsprechenden Gradienten 

können unter dem Abschnitt 3.8.7 nachgelesen werden. Die Daten wurden anschließend mit 

der Software von Bruker Compass DataAnalysis version 4.2 (Build 383.1) ausgewertet. 
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3.1.5 Präparative Säulenchromatographie 

Für die Flüssigchromatographie wurde Kieselgel 60 der Firma Roth (0,04 – 0,063 mm; 

230 – 400 mesh) eingesetzt. Die Überwachung der einzelnen Fraktionen wurden mit der 

Dünnschichtchromatographie realisiert. Hierfür wurden DC-Platten der Firma Merck (TLC 

Silica Gel 60, F254, Aluminiumsheets 20x20) verwendet. 

3.2 Oligonukleotide, Plasmide, Enzyme, Kits und Mikroorganismen 

3.2.1 Primer 

Tabelle 3-2. Verwendete Oligonukleotide für die Site-Directed-Mutagenesis. 

Primer Sequenz Plasmid 

5DMATS_R243L_for 
TCCACGCTGCTGATCTCCTGCGAC 

CTGGTCGAT 
pLC01, pLC02 

5DMATS_R243L_rev 
GATCAGCAGCGTGGACAGCGTCTT 

ATTCCTGTGAG 

EchPT2_A404W_for 
CAGGAGTGGATTTCGTTTTCATTCC 

GGAAAGGCAAG 
pLC03 

EchPT2_A404W_rev 
CGAAATCCACTCCTGAACATGGCG 

GGACTGTGT 

EchPT2_A404L_for 
CAGGAGCTGATTTCGTTTTCATTCC 

GGAAAGGCAAG 
pLC044 

EchPT2_A404L_rev 
CGAAATCAGCTCCTGAACATGGCG 

GGACTGTGT 

EchPT2_A404Y_for 
TCAGGAGTATATTTCGTTTTCATTC 

CGGAAAGGCAAG 
pLC05 

EchPT2_A404Y_rev 
ACGAAATATACTCCTGAACATGGC 

GGGACTGTGT 

EchPT2_A404F_for 
TCAGGAGTTTATTTCGTTTTCATTC 

CGGAAAGGCAAG 
pLC06 

EchPT2_A404F_rev 
ACGAAATAAACTCCTGAACATGGC 

GGGACTGTGT 

EchPT2_A404G_for 
CTACCGGTGTCAACTGGACGTTGC 

TGCCAGGCCACT 
pLC07 

EchPT2_A404G_rev 
CCAGTTGACACCGGTAGGCAACAT 

GTACTCGGGCGGTTG 

FgaPT2_Y398F_f 

(Mai et al. 2016) 

CCACGCCTTTATATCCTTCTCCTAC 

AGGGACCGTACC 
pLC08 

FgaPT2_Y398F_r 

(Mai et al. 2016) 

AAGGATATAAAGGCGTGGAGGTAG 

TTAAGTTTGTCATGATCCG 
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3.2.2 Plasmide 

Tabelle 3-3. Im Rahmen dieser Arbeit verwendete Plasmide und Vektoren. 

Plasmid Beschreibung Referenz 

pYL09 
5-DMATS aus A. clavatus NRRL1 in 

pQE70 
(Yu et al. 2012) 

pPM78 5-DMATS_L327G in pQE70 Dr. Peter Mai  

pVW90 echPT1 aus A. ruber in pQE9 (Wohlgemuth et al. 2017) 

pVW83 echPT2 aus A. ruber in pQE9 (Wohlgemuth et al. 2017) 

pAG012 ftmPT1 aus A. fumigatus in pQE70 (Grundmann and Li 2005) 

pIU18 fgaPT2 aus A. fumigatus in pHis8 (Unsöld and Li 2005)  

pALF49 fgaPT2_R244L in pHis8 (Fan and Li 2016) 

pPM37 fgaPT2_Y398F in pHis8 (Mai et al. 2016) 

pJW12 
SAML0654 S. ambofaciens in pQE60 

(6-DMATSSa) 
(Winkelblech and Li 2014) 

pLW40 
Afu3g12930 aus A. fumigatus in 

pQE60 (7-DMATS) 
(Kremer et al. 2007) 

pVW74 
ftmP450-1 (MCS1) und red1 (MCS2) 

aus N. fischeri in pESC-URA 
Viola Wohlgemuth 

pVW86 
ftmP450-2 (MCS1) und red1 (MCS2) 

aus N. fischeri in pESC-URA 
Viola Wohlgemuth 

pAF16 
brePT aus A. versicolor in pESC-HIS 

in MCS2 
Alexander Frehse 

pAF17 
ftmPT1 aus A. fumigatus in pESC-HIS 

in MCS2 
Alexander Frehse 

pESC-URA 

Expressionsvektor für S. cerevisiae, 

AmpR, GAL1-Promotor, HIS3, 

Sequenz für C-terminalen FLAG-Tag 

(MCS1) bzw. myc-Tag (MCS2) 

Agilent 

(Santa Clara, USA) 

pESC-HIS 

Expressionsvektor für S. cerevisiae, 

AmpR, GAL1-Promotor, URA3, 

Sequenz für C-terminalen FLAG-Tag 

(MCS1) bzw. myc-Tag (MCS2) 

Agilent 

(Santa Clara, USA) 
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Tabelle 3-4. In dieser Arbeit verwendete und durch Site-Directed-Mutagenesis hergestellte Mutanten. 

Plasmid Mutation Template Primer 

pLC01 
5-DMATS_R243L 

 

pYL09  

(5-DMATS in pQE70) 

5DMATS_R243L_for 

5DMATS_R243L_rev 

pLC02 

5-DMATS_ 

L327G_R243L 

 

pPM78 

(5-DMATS_L327G in 

pQE70) 

5DMATS_R243L_for 

5DMATS_R243L_rev 

pLC03 EchPT2_A404W 
pVW83  

(EchPT2 in qQE9) 

EchPT2_A404W_for 

EchPT2_A404W_rev 

pLC04 EchPT2_A404L 
pVW83  

(EchPT2 in qQE9) 

EchPT2_A404L_for 

EchPT2_A404L_rev 

pLC05 EchPT2_A404Y 
pVW83  

(EchPT2 in qQE9) 

EchPT2_A404Y_for 

EchPT2_A404Y_rev 

pLC06 EchPT2_A404F 
pVW83  

(EchPT2 in qQE9) 

EchPT2_A404F_for 

EchPT2_A404F_rev 

pLC07 EchPT2_L334G 
pVW83  

(EchPT2 in qQE9) 

EchPT2_L334G_for 

EchPT2_L334G_rev 

pLC08 
FgaPT2_ 

R244L_Y398F 

pALF49  

(FgaPT2_R244L in pHis8) 

FgaPT2_Y398F_f 

FgaPT2_Y398F_r 

 

3.2.3 Enzyme und Kits 

Tabelle 3-5. Zusammenstellung verwendeter Enzyme und Kits. 

Bezeichnung Hersteller 

DNA MB Grade from fish sperm (Carrier DNA) Roche (Mannheim) 

DNAse I AppliChem (Darmstadt) 

Expand™ High Fidelity PCR System Roche (Mannheim) 

Expand™ Long Template PCR System Roche (Mannheim) 

HiYield PCR Clean-up and Gel-Extraction Kit SLG Südlaborbedarf (Gauting) 

Lysozym Merck (Darmstadt) 

Precision Plus Protein™ All Blue Standard Bio-Rad (Hercules, USA) 

LMW Calibration Kit for SDS Electrophoresis GE Healthcare (Freiburg) 

Restriktionsendonukleasen 

Jena Bioscience (Jena), 

New England Biolabs (Frankfurt am 

Main) 

RNase A 
Thermo Fisher Scientific (Waltham, 

USA) 
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3.2.4 Mikroorganismen 

Tabelle 3-6. In dieser Arbeit verwendete E. coli Stämme. 

Bakterienstamm Genotyp Anbieter 

M15 [pREP4] 
NalS strS rifS thi- lac- ara+ gal+ mtl- F- recA+ 

uvr+ lon+ 
Qiagen (Hilden) 

BL21(DE3)pLysS 
F- ompT hsdSB (rB

-
 mB

-) gal dcm 

(DE3)pLysS (CamR
 ) 

Invitrogen (Karlsruhe) 

XL1-Blue MRF´ 

∆(mcrA)183 ∆(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 

recA1 endA1gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 

relA1 lac[F’ proAB lacI
q

 Z∆M15 Tn10 

(Tet
r
)] 

Agilent (Santa Clara, 

USA) 

 

Tabelle 3-7. Für die heterologe Expression in Saccharomyces cerevisiae verwendeter Stamm. 

Hefestamm Genotyp Referenz 

KO3 MATa ura3-52 his3Δ1 leu2-3,112 TRP2-1 

GAL1p-HMG1t PEP4::TDH3p-NpgA-

ACT1t-loxP PRB1::loxP 

(Hühner et al. 2019) 

 

3.3 Antibiotika und Nährmedien 

In diesem Abschnitt sind alle verwendeten Medien, Puffer und Antibiotikalösungen aufgeführt. 

Sofern notwendig wurden pH-Werte mit NaOH oder HCl eingestellt. Falls nicht anders 

erwähnt, wurden alle Medien und Lösungen im Dunkeln bei Raumtemperatur gelagert. Für 

Festmedium wurde vor dem Autoklavieren 1,5% Agar (w/v) zugegeben. Nach der Herstellung 

wurden Medien und Puffer bei 121 °C für 20 min und 2 bar autoklaviert. 
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3.3.1 Antibiotika 

Tabelle 3-8. Übersicht der verwendeten Antibiotika und ihre Zusammensetzung. 

Antibiotikum Konzentration der 

Stammlösung 

Arbeitskonzentration Lösungsmittel 

Carbenicillin 50 mg/mL 50 µg/mL (1:1000) bidest. Wasser 

Tetracyclin 12,5 mg/mL 12,5 µg/mL (1:1000) Ethanol absolut 

Kanamycin 50 mg/mL 25 µg/mL (1:2000) bidest. Wasser 

Chloramphenicol 50 mg/mL 12,5 µg/mL (1:4000) bidest. Wasser 

Alle Antibiotika wurden aliquotiert und bei -20 °C gelagert. In bidest. Wasser angesetzten 

Antibiotika wurden vor dem Aliquotieren sterilfiltriert. 

3.3.2 Nährmedien und Puffer für die Kultivierung von E. coli 

Tabelle 3-9. Medien und Puffer für E. coli 

LB -Medium NaCl 10 g/L 

 Trypton/Pepton 10 g/L 

 Hefeextrakt   5 g/L 

Die Bestandteile wurden in VE-Wasser gelöst und autoklaviert. 

TB-Medium Hefeextrakt 24 g/L 

 Trypton/Pepton 12 g/L 

 Glycerin (≥ 99,5%)   4 mL 

Für 1 L Medium wurden die Bestandteile in 900 mL VE-Wasser gelöst und autoklaviert. 

Nach dem Abkühlen wurden 100 mL Kaliumphosphatpuffer (steril) hinzugegeben. 

Kaliumphosphatpuffer KH2PO4 23,14 g/L 

 K2HPO4 125,41 g/L 

Die Bestandteile wurden in VE-Wasser gelöst und autoklaviert. 
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3.3.3 Nährmedien für S. cerevisiae  

Tabelle 3-10. Medien und Lösungen für die Hefekultivierung. 

YPD-Vollmedium Hefeextrakt 10 g/L 

 Pepton 20 g/L 

 Glucose 20 g/L 

Die Bestandteile wurden in VE-Wasser gelöst und autoklaviert. 

YPGal-Vollmedium Hefeextrakt 10 g/L 

 Pepton 20 g/L 

 Galaktose 20 g/L 

Die Bestandteile wurden in VE-Wasser gelöst und autoklaviert. 

SC-X-Minimalmedium Yeast Nitrogen Base   6,5 g/L 

 CSM-His-Leu-Ura 0,65 g/L 

 L-Leucin* 60 mg/L 

 L-Histidin*  20 mg/L 

 L-Uracil* 100 mg/L 

*Je nach Selektion wurde die entsprechende Aminosäure weggelassen. 

Für 1 L Medium wurden die Bestandteile in 900 mL VE-Wasser gelöst, der pH-Wert auf 

6,2 – 6,3 eingestellt und autoklaviert. Vor Verwendung wurden 100 mL eine 20-%igen 

Galaktose- oder Glukoselösung (steril) hinzugegeben.  

20-%ige Galaktose Lösung Galaktose 200 g/L 

Galaktose wurden in VE-Wasser gelöst und autoklaviert. 

20-%ige Glucose Lösung Glucose 200 g/L 

Glucose wurden in VE-Wasser gelöst und autoklaviert. 

 

3.4 Puffer und Lösungen 

Die Puffer und Lösungen wurden, falls nicht anders beschrieben, mit bidest. Wasser angesetzt 

und nach dem Autoklavieren bei Raumtemperatur gelagert. Die pH-Werte wurden vor dem 

Autoklavieren mit der angegebenen Säure oder Base eingestellt. 
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3.4.1 Puffer und Lösungen zur Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli 

Tabelle 3-11. Lösungen für die Isolierung von Plasmid DNA aus E. coli Zellen. 

Puffer Bestandteile Konzentration 

MP-Lösung I Tris-Base 50 mM 

(Resuspensionspuffer) EDTA 10 mM 

Mit HCl auf pH 8,0 einstellen und autoklavieren. Jeweils RNase A in einer 

Endkonzentration von 100 µg/mL frisch zugeben. 

MP Lösung II NaOH 200 mM 

(Lysepuffer) SDS 1% (w/v) 

MP Lösung III Kaliumacetat 3 M 

(Neutralisierungspuffer)  

Mit AcOH auf pH 5,2 einstellen, autoklavieren und kaltstellen. 

 

3.4.2 Puffer und Lösungen für die Agarose-Gelelektrophorese  

Tabelle 3-12. Puffer und Lösungen für die Agarose-Gelelektrophorese. 

Puffer Bestandteile Konzentration 

50 x TAE-Puffer Tris-Base 2 M 

 Essigsäure (96%) 6% (v/v) 

 EDTA 50 mM 

Auf pH 8,0 einstellen und autoklavieren.  

6 x Ladepuffer Glycerin 30% (w/v) 

 Bromphenolblau 0,25% (w/v) 
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3.4.3 Puffer für die Proteinaufreinigung aus E. coli über den His-Tag 

Tabelle 3-13. Puffer für die Proteinaufreinigung aus E. coli. 

Puffer Bestandteile Konzentration 

Lysepuffer NaH2PO4 100 mM 

 NaCl 500 mM 

 Imidazol   10 mM 

 MgCl2     5 mM 

 Glycerin 10% (w/v) 

Alle Bestandteile wurden in VE-Wasser gelöst, mit NaOH auf pH 8 eingestellt, autoklaviert 

und bei 4 °C gelagert. 

Waschpuffer NaH2PO4   50 mM 

 NaCl 750 mM 

 Imidazol   20 mM 

Alle Bestandteile wurden in VE-Wasser gelöst, mit NaOH auf pH 8 eingestellt, autoklaviert 

und bei 4 °C gelagert. 

Elutionspuffer NaH2PO4   50 mM 

 NaCl 750 mM 

 Imidazol 250 mM 

Alle Bestandteile wurden in VE-Wasser gelöst, mit NaOH auf pH 8 eingestellt, autoklaviert 

und bei 4 °C gelagert. 

Lagerungspuffer Tris-HCl (pH 7,5 bei 37 °C)   50 mM 

 Glycerin 15% (w/v) 

Alle Bestandteile wurden in bidest. Wasser gelöst, autoklaviert und bei 4 °C gelagert. 

 

  



 MATERIAL UND METHODEN  37 

 

 

3.4.4 Puffer und Lösungen für die SDS-PAGE 

Tabelle 3-14. Puffer und Lösungen für die SDS-PAGE. 

Lösung Zusammensetzung  

Trenngel 12 % (4 Gele) bidest. Wasser 6,8 mL 

 1,5 M Tris-HCl (pH 8,8)    5 mL 

 10% (w/v) SDS 200 µL 

 Rotiphorese® Gel 30 8,0 mL 

 10% /w/v) APS 300 µL 

 TEMED   10 µL 

Sammelgel 4 % (4 Gele) bidest. Wasser 3,05 mL 

 0,5 M Tris-HCl (pH 6,8) 1,25 mL 

 10% (w/v) SDS    50 µL 

 Rotiphorese® Gel 30  650 µL 

 10% /w/v) APS  150 µL 

 TEMED    10 µL 

10 × SDS-Puffer Tris-Base 250 mM 

 Glycin 1,92 M 

 SDS 1% (w/v) 

 bidest. Wasser ad 500 mL 

5 × Protein-

Probenpuffer 

Tris-Base 250 mM 

DTT 500 mM 

(Lagerung: -20 °C) SDS 10% (w/v) 

 Bromphenolblau 0,5% (w/v) 

 Glycerin 50% (v/v) 

 bidest. Wasser ad 10 mL 

Färbelösung Coomassie Coomassie Brilliant Blau G-2500 1% (w/v) 

 Essigsäure 10% (v/v) 

 Methanol 50% (v/v) 

 bidest. Wasser ad 1000 mL 

Entfärbelösung 

Coomassie 

Essigsäure 10% (v/v) 

Ethanol 20% (v/v) 

 bidest. Wasser ad 500 mL 
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3.5 Methoden der Mikrobiologie 

3.5.1 Kultivierung von E. coli 

E. coli Zellen wurden unter Selektionsdruck in LB-Medium bei 37 °C, 230 rpm und für 16 h 

kultiviert. Für bessere Expressionsbedingungen wurde teilweise TB-Medium und andere 

Temperaturen verwendeten. Hauptkulturen wurden mit Übernachtkulturen auf eine A600 von 

0,01 inokuliert, dies entspricht ca. 1–2% (v/v) der Übernachtkultur. Für die Kultivierung auf 

Festmedium wurden LB-Agarplatten (ggf. mit Antibiotika) vorbereitet, mit den E. coli Zellen 

ausgestrichen und bei 37 °C für 16 h inkubiert. Für das Anlegen von E. coli Dauerkulturen 

(Gly-Stocks) wurden die Zellen von 1,5 mL einer Übernachtkultur geerntet und in 500 µL 

Medium resuspendiert. Der Suspension wurden 250 µL 80-%igen Glycerinlösung 

hinzugegeben und bei -80 °C gelagert. 

3.5.2 Kultivierung von S. cerevisiae 

Die Kultivierung von S. cerevisiae erfolgte bei 30 °C und 230 rpm in YPD-Vollmedium oder 

SC-X-Mangelmedium zur Selektion. Kulturen zur Inokulation wurden 16 h geschüttelt und 

Agarplatten wurden zwischen 48 h und 72 h bei 30 °C inkubiert. Inkubationszeiten und 

Kultivierungsbedingungen für die Transformation von Plasmid-DNA oder der 

Proteinexpression können von den oben beschriebenen abweichen. Diese sind in den 

entsprechenden Abschnitten genau beschrieben. Zum Anlegen eine Glycerinkultur wurden 

300 µL Übernachtkultur mit 100 µL sterilem Glycerin versetzt und 1 h bei Raumtemperatur, 

unter gelegentlichem invertieren, inkubiert. Anschließend bei -80 °C gelagert. 

3.6 Methoden der Molekularbiologie 

3.6.1 Site-Directed-Mutagenesis 

Angelehnt an den literaturbekannten Methoden für die verbesserte Site-Directed_Mutagenesis 

wurden die gewünschten Mutanten hergestellt (Liu and Naismith 2008; Zheng et al. 2004). Die 

PCR-Reaktionen wurden in einem MyCycler Thermal Cycler (Bio-Rad, München) 

durchgeführt. Die verwendeten Oligonukleotid-Primer wurden von der Firma Microsynth AG 

(Balgach, Schweiz) hergestellt und sind in Abschnitt 3.2.1 Tabelle 3-2 zusammen gestellt. Die 

Reaktionen wurden nach dem in Tabelle 3-15 aufgeführten Protokoll angesetzt.   
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Tabelle 3-15. Pipettierschema eines 50 µL PCR-Ansatzes mit dem Expand™ Long Template PCR 

System. 

Lösung Menge 

Plasmid (Template) 1 µL 

Puffer 1 (10x) 17,5 mM MgCl2 5 µL 

dNTP Mix (je 10 mM) 1,75 µL, 

Primer forward (10 pmol/µL) 5 µL 

Primer revers (10 pmol/µL) 5 µL 

Expand Long Template Enzyme Mix 0,75 µL 

Bidest. Wasser Ad 50 µL 

 

Für die Site-Directed-Mutagenesis PCR-Reaktion wurde ein Standard PCR-Programm zur 

Herstellung aller Konstrukte verwendet. Es wurde eine Annealing Temperatur für alle 

Reaktionen gewählt, wodurch mehrere Reaktionen mit verschiedenen Primern gleichzeitig 

ermöglicht wurden. Lediglich die Elongationszeit wurde an die Länge des Konstrukts 

angepasst. Zur Einführung der Mutationen in 5-DMATS (pQE70) und EchPT2 (pQE9) wurde 

eine Elongationszeit von 4 min und in FgaPT2 (pHIS8) eine Elongationszeit von 8 min gewählt. 

Das genaue PCR-Programm kann Tabelle 3-16 entnommen werden. 

Tabelle 3-16. Standard PCR Programm für die Site-Directed-Mutagenesis unter Verwendung des 

Expand™ Long Template PCR Systems. 

Schritt Temperatur Dauer Zyklen 

Heißstart 94 °C 2 min 1 

Denaturierung 94 °C 10 s 

10 Annealing 62 °C 30 s 

Elongation 68 °C 4 min bzw. 8 min 

Denaturierung 94 °C 15 s 

15 
Annealing 62 °C 30 s 

Elongation 68 °C 4 min bzw. 8 min  

(+ 20 s pro Zyklus) 

Finale Elongation 68 °C 7 min 1 

Kühlung 4 °C ∞  
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Nach der PCR wurde die DNA mittels eines HiYield PCR Clean-up and Gel-Extraction Kit 

(Tabelle 3-5) aufgereinigt und direkt in E. coli transformiert (Abschnitt 3.6.5). Die neuen 

Plasmide wurden mittels Plasmidpräparation (Mini-Präp) vervielfältigt und gewonnen 

(Anschnitt 3.6.6). Die Einführung der gewünschten Mutation wurde durch Sequenzierung der 

Firma SeqLab (Göttingen) bestätigt. 

3.6.2 Agarose-Gelelektrophorese 

Für die Agarosegel-Elektrophorese verwendeten Lösungen und Puffer sind in Tabelle 3-12 

aufgeführt. Die Trennung von DNA-Fragmenten nach ihrer Größe erfolgte durch horizontale 

Elektrophorese. Hierfür wurden Agarosegele mit einer Konzentration von 1,0% Agarose in 

1 x TAE-Puffer verwendet. Die Agarose wurde durch Aufkochen des Puffers gelöst. Zur 

Detektion der DNA mittels UV-Licht wurden 100 ml Gellösung mit 6 μl SYBR® Safe DNA-

Farbstoff versetzt, hierfür hatte die Lösung nicht mehr als 60 °C. Zum Aushärten wurde die 

Lösung in einen Schlitten gegossen und zur Formung der Probentaschen einen passenden 

Kamm verwendet. Die DNA-Proben wurden nach dem Mischen mit 6 × DNA-Ladepuffer im 

Verhältnis 6:1 auf das Agarosegel aufgetragen. Als Laufmittel diente ebenfalls 1 × TAE-Puffer 

und die Trennung erfolgte bei einer Spannung von 90 V (Compact-Mini Kammer MBT 20 EL) 

bzw. 120 V (Compact-Midi Kammer MBT 30 EL). Als Größenstandard diente der 

GeneRuler™ DNA Ladder Mix (100 bp – 10000 bp) Firma Thermo Scientific™. 

3.6.3 Restriktion von DNA durch Endonukleasen 

Zum Ansetzen einer Restriktionsreaktion wurde in einem Gefäß auf Eis (ad 10 µL) bidest. 

Wasser vorgelegt und anschließend 1 µL 10 x Puffer, 50 – 250 ng Plasmid (≈ 1 µL) und 2,5 U 

(≈ 0,5 µL) Enzym dazu gegeben. Nachdem das Gemisch vorsichtig durchmischt wurde, wurde 

es für 1 h bei 37 °C (falls die Reaktionsbedingungen des Enzymes es nicht anders gefordert 

haben). Anschließend wurde die Reaktion mittels Agarosegel-Elektrophorese (Abschnitt 3.6.2) 

ausgewertet. 

3.6.4 Herstellung chemokompetenter E. coli Zellen 

Mit der Vorkultur des gewünschten E. coli Stammes wurden 100 mL Hauptkultur auf eine A600 

von 0,1 (≈ 1 mL) inokuliert. Diese Kultur wurde anschließend bei 37 °C bis zu einer A600 von 

0,4 – 0,6 inkubiert. Die Zellen wurden durch Zentrifugation bei 4000 rpm und 4 °C für 10 min 
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geerntet. Der Überstand wurde verworfen und die Zellen in 30 mL einer 100 mM CaCl2-Lösung 

resuspendiert. Die Zellen wurden 10 min auf Eis inkubiert und anschließend wieder 

zentrifugiert (4000 rpm, 4 °C, 10 min). Der Überstand wurde verworfen und das Zellpellet in 

20 mL einer 100 mM CaCl2-Lösung resuspendiert. Die Zellen wurden für 30 min auf Eis 

inkubiert, bevor sie wieder durch Zentrifugation (4000 rpm, 4 °C, 10 min) geerntet wurden. 

Dieses Mal wurde der Zellpellet vorsichtig in 3 – 5 mL einer 100 mM CaCl2-Lösung, welche 

15% Glycerin enthält, resuspendiert. Die Zellsuspension wurden in Eppendorfgefäße auf Eis 

aliquotiert, in flüssigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C gelagert. 

3.6.5 Hitzeschocktransformation chemokompetenter E. coli Zellen mit Plasmiden 

Das gewünschte Plasmid (≈ 0,5 µL) wurden auf die gefrorenen chemokompetente E. coli Zellen 

geben und auf Eis 30 min inkubiert. Anschließend das Gefäß bei 42 °C für 45 – 90 sec einem 

Hitzeschock aussetzen und 2 min auf Eis abkühlen. Anschließend wurde 800 µL LB-Medium 

dazugeben und für 1 h bei 37 °C und 800 rpm geschüttelt. Das Gemisch wurde bei 8000 rpm 

für 1 min zentrifugiert und den Überstand grob abdekantiert. Im restlichen Medium wurde das 

Zellpellet resuspendiert und auf Selektionsplatten ausgestrichen. Die Platte wurden dann bei 

37 °C für 16 h inkubiert. 

3.6.6 Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli Zellen 

Um die Plasmid-DNA zu vervielfältigen und anschließen zu isolieren wurden 5 mL LB 

Medium mit Antibiotika (falls erforderlich) mit eine E. coli Kolonie inokuliert, die das 

entsprechende Plasmid enthielt. Die Kultur wurde bei 37 °C und 230 rpm 16 h inkubiert. 

In ein 2 mL Eppendorf-Gefäß wunden 2 mL dieser E. coli Kultur überführt und pelletiert 

(13000 rpm, 2 min, 4 °C). Der Überstand wurde möglichst komplett entfernt und verworfen, 

bevor das Pellet mit 250 µL MP I-Lösung (Tabelle 3-11) resuspendiert wurde. Anschließend 

wurden 250 µL der MP II-Lösung (Tabelle 3-11) hinzugefügt und vorsichtig vermischt. Die 

Lösung wurde dann 5 min bei Raumtemperatur inkubiert, bevor sie mit 250 µL kalter MP III-

Lösung (Tabelle 3-11) versetzt wurde. Alles wurde gründlich durchmischt und 10 min auf Eis 

inkubiert. Dann wurde das Gemisch abzentrifugiert (13000 rpm, 10 min, 4 °C) und der 

Überstand in ein neues Eppendorf-Gefäß überführt. Die DNA wurde durch die Zugabe von 

700 µL eiskaltem Isopropanol gefällt und erneut abzentrifugiert (13000 rpm, 30 min, 4 °C). Der 

Überstand wurde verworfen, das Pellet mit 400 µL 70-%igem Ethanol gewaschen. Die DNA 
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wurde pelletiert (13000 rpm, 5 min, 4 °C), der Überstand verworfen und das Pellet getrocknet. 

Das Pellet wurde in bidest. Wasser resuspendiert und bei -20 °C gelagert. 

Die Konzentration der Plasmid-DNA wurde photometrisch mithilfe des Nanodrop® 2000c 

ermittelt und in der Regel mit der abgeschätzten Konzentration auf dem Agarosegel 

abgeglichen. 

3.6.7 Transformation von S. cerevisiae mit Plasmiden nach der Li-Acetat Methode 

Die Transformation von S. cerevisiae mit Plasmiden wurden in Anlehnung der 

literaturbekannten Methode durchgeführt (Gietz and Woods 2002). Hierfür wurden 5 mL YPD-

Vollmedium (Vorkultur) mit einer Kolonie des S. cerevisiae KO3-Hefestamms inokuliert und 

16 h bei 30 °C und 230 rpm inkubiert. Diese Vorkultur wurde dann verwendet, um die 50 mL 

YPD- Hauptkultur auf eine A600 von 0,5 zu inokulieren. Anschließend wurde die Hauptkultur 

bis zu einer A600 von 1,3 – 1,5 bei 30 °C und 230 rpm inkubiert. Die Hefezellen wurden durch 

Zentrifugation bei 3000 rpm und RT für 3 min geerntet. Das Zellpellet wurde zweimal mit 

25 mL VE-Wasser gewaschen, indem das Pellet resuspendiert und wieder zentrifugiert 

(3000 rpm, RT, 3 min) wurde. Der Überstand wurde jeweils verworfen. Anschließend wurden 

die Hefezellen in 1 mL 100 mM Lithiumacetatlösung resuspendiert und vollständig in ein 

1,5 mL Eppendorfgefäß transferiert. Wieder wurden die Zellen abzentrifugiert (3000 rpm, RT, 

3 min), der Überstand entfernt und das Pellet in 400 μL 100 mM Lithiumacetatlösung erneut 

resuspendiert. Die Suspension wurde in 50 µL Portionen aliquotiert, erneut zentrifugiert 

(3000 rpm, RT, 3 min) und der Überstand möglichst vollständig entfernt. Das Pellet wurde 

anschließend mit 240 μL 50% (w/v) PEG 4000, 36 μL 1 M Lithiumacetatlösung und 5 μL 

Heringssperma als DNA-Carrier überschichtet. Nun wurden 3 µL (oder 5 µL bei zwei 

Plasmiden) Plasmid-DNA hinzugefügt und die gesamte Mischung resuspendiert. Die Mischung 

wurde erst bei 30 °C für 30 Minuten inkubiert und daraufhin einem Hitzeschock von 42 °C für 

20 min ausgesetzt. Anschließend wurden die Hefezellen bei 3000 rpm für 3 min zentrifugiert, 

der Überstand abgenommen, mit 20 μL VE-Wasser resuspendiert und auf Selektionsmedien 

(SC-X) ausgestrichen. Die Platten wurden bei 30 °C für 3 Tage inkubiert. 
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3.7 Methoden der Biochemie 

3.7.1 Überproduktion von Proteinen in E. coli und Aufreinigung löslicher Proteine über 

den His-Tag 

Nach erfolgreicher Transformation (Abschnitt 3.6.5) des gewünschten Plasmids in den 

Zielstamm, wurde ausgehend von einer Kolonie der Transformationsplatte eine Vorkultur in 

LB oder TB inokuliert. Für die Vorkultur wurde (falls möglich) auf den E. coli Stamm und das 

Plasmid selektiert. Diese Vorkultur wurde bei 37 °C, 16 h und 230 rpm inkubiert. Für die 

Hauptkultur wurde LB oder TB (z.B. 500 mL in einem 2 L Kolben) verwendet und nur noch 

auf das Plasmid mit dem entsprechenden Antibiotikum selektiert. Diese Hauptkultur wurde mit 

der Vorkultur auf eine A600 von 0,01 inokuliert und bei 37 °C und 230 rpm kultiviert bis eine 

A600 von 0,6 – 0,7 erreicht wurde. Anschließend wurde die Kultur mit IPTG induziert und 

abhängig vom Protein 20 °C oder 37 °C für 6 h oder 16 h kultiviert. Anschließend wurden die 

Zellen durch Zentrifugation bei 4500 rpm,4 °C und 20 min geerntet. Der Überstand wurde 

verworfen und das Zellpellet in Lysepuffer (ca. 10 mL) resuspendieren. Die Suspension kann 

in flüssigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C bis zur Aufreinigung gelagert werden. 

Zur Aufreinigung nimmt man entweder die aufgetauten Zellen oder arbeitet mit den frischen 

Zellen weiter. Hierfür gibt man ca. 1 mg/mL Lysozym, DNase1 (5 µg/mL) und RNase A 

(10 µg/mL) in die Zellsuspension und inkubiert 30 min auf Eis. Anschließend wurden die 

Zellen bei 4 °C mittels Ultraschalles (6 Zyklen mit jeweils 10 s bei 200 – 300 W und 10 s auf 

Eis kühlen) aufgeschlossen. Die Zelltrümmer wurden durch Zentrifugation bei 13 000 rpm, 

4 °C und 30 min getrennt.  

Der Überstand (Gesamtproteinextrakt) wurde vom Pellet getrennt und unter leichtem Rühren, 

bei 4 °C für 60 min mit Ni-NTA Agarose (ca. 250 µL, vor Anwendung mit Lysepuffer 

äquilibriert) versetzt. Die Suspension wurde auf eine Reinigungssäule mit Fritte gegeben und 

der Durchfluss verworfen. Der Rückstand wurde zweimal mit je 8 mL Waschpuffer gewaschen. 

Abhängig davon ob eine große oder kleine Sephadex G-25-Säule verwendet wurde, wurden 

unterschiedliche Mengen Puffer eingesetzt und die folgenden Schritte wurden nach 

Möglichkeit auf Eis durchgeführt. Zum Eluieren des Proteins wurde die Säule unten 

verschlossen, Elutionspuffer (0,5 mL oder 2,5 mL) auf die Fritte gegeben, 5 – 10 min inkubiert 

und anschließend das eluierte Protein in ein Gefäß aufgefangen. Diese Eluat wurde auf die 

zuvor mit Lagerungspuffer äquilibrierte Sephadex G-25-Säule gegeben und gewartet bis das 

Eluat eingesunken ist. Anschließend wurde das Protein mit Lagerungspuffer (1 mL oder 
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3,5 mL) von der Sephadex G-25-Säule eluiert. Das Eluat wurde (ggf. aliquotiert) in flüssigem 

Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C gelagert. 

3.7.2 Zufütterungsexperimente und Biotransformation in S. cerevisiae 

Nach erfolgreicher Transformation der gewünschten Konstrukte (vgl. Abschnitt 3.6.7) wurde 

eine Vorkultur (SC-X Medium mit 2% Glucose) mit einer Kolonie inokuliert und 16 h bei 30 °C 

und 230 rpm inkubiert. Ausgehend von dieser Vorkultur wurden so viele Hauptkulturen, wie 

geplante Zufütterungsexperimente, auf eine A600 von 0,1 inokuliert. Um die 

Proteinüberproduktion zu aktivieren wurde SC-X mit 2% Galaktose (50 mL in 250 mL Kolben) 

verwendet und Hauptkultur wurde 24 h bei 30°C und 230 rpm (A600 von 0,4 – 0,5) inkubiert. 

Zur Erhöhung der Zelldichte in den Zufütterungskulturen wurden die 50 mL Hauptkulturen bei 

RT und 3000 rpm für 3 min zentrifugiert und die Zellen in 5 mL YPGal Medium wieder 

resuspendiert. In diese Zufütterungskulturen wurden die Substrate (50 mM DMSO Stock) in 

eine Endkonzentration von 0,04 mM hinzugefügt und weitere 24 h bei 30 °C und 230 rpm 

inkubiert. Um den Umsatz der Substrate zu beobachten wurden Kulturen teilweise bis zu 72 h 

inkubiert und Proben zu verschieden Zeitpunkten gezogen. 

3.7.3 Denaturierende Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) 

Die SDS-PAGE erfolgte mithilfe des Mini-Protean®-Systems von Bio-Rad. Hierfür wurde das 

SDS-Gel in die Elektrophoresekammer eingesetzt, die anschließend mit 1 x SDS-Laufpuffer 

befüllt wurde. Die mit SDS-Protein-Probenpuffer versetzten Proben wurden 10 min bei 95 °C 

denaturiert und dann 5 min bei 13 000 rpm zentrifugiert, bevor sie auf das SDS-Gel geladen 

wurden. Zur Abschätzung der Proteingröße wurde als Marker das LMW Calibration Kit for 

SDS Elektrophoresis genutzt. Die Elektrophorese wurde für das Sammelgel bei 90 V und dann 

für das Trenngel bei 110 V durchgeführt. Nach der Elektrophorese wurden die Gele zunächst 

mit Coomassie-Färbelösung gefärbt und anschließend mit Entfärberlösung entfärbt, bevor sie 

ausgewertet wurden. 
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3.7.4 Enzymassays zu Aktivitätsprüfung der Enzyme 

3.7.4.1 Enzymassays für das Ardeemin FQ und ent-Ardeemin FQ Projekt 

Um die Aktivität der Enzyme und die Substratakzeptanz zu überprüfen wurden 

Reaktionsgemische mit einem Gesamtvolumen von 50 µL angesetzt. Diese enthielten 0,5 mM 

CDPs, Ardeemin FQ oder ent-Ardeemin FQ, 1 mM DMAPP, 10 mM CaCl2, 0,5 – 1,5% (v/v) 

Glycerin, 5% (v/v) DMSO, 50 mM Tris-HCl (pH 7,5) und 10 µg aufgereinigtes rekombinantes 

Enzym. Nach einer Inkubationszeit von 4 h bei 37 °C wurden die Reaktionsgemische dreimal 

mit je 50 µL Ethylacetat extrahiert und bis zur Trockene eingeengt. Der Rückstand wurde in 

100 µL MeOH zurückgelöst und anschließend zentrifugiert und mittels LC-MS analysiert. 

3.7.4.2 Enzymassays für das Site-Directed-Mutagenesis Projekt 

Nach Einführung der gewünschten Mutation in 5-DMTAS und FgaPT2 wurde die Aktivität des 

Enzyms in Reaktionsgemische mit einem Gesamtvolumen von 50 µL getestet. Diese enthielten 

1 mM des entsprechenden Substrates, 1,2 mM DMAPP, 5 mM CaCl2, 0,5 – 10% (v/v) 

Glycerin, 5% (v/v) DMSO, 50 mM Tris-HCl (pH 7,5) und 5 µg aufgereinigtes rekombinantes 

Enzym. Nach einer Inkubationszeit von 90 min bei 37 °C wurden die Reaktionsgemische mit 

50 µL Methanol gequenched, anschließend zentrifugiert (13 000 rpm, 15 min, 4 °C) und mittels 

HPLC analysiert. 

Nach Einführung der gewünschten Mutation in EchPT2 wurde die Aktivität des Enzyms in 

Reaktionsgemische mit einem Gesamtvolumen von 50 µL getestet. Diese enthielten 0,5 mM 

des entsprechenden Substrates, 4 mM DMAPP, 5 mM CaCl2, 0,5 – 7% (v/v) Glycerin, 

2, % (v/v) DMSO, 50 mM Tris-HCl (pH 7,5) und 5 µg aufgereinigtes rekombinantes Enzym. 

Nach einer Inkubationszeit von 90 min bei 37 °C wurden die Reaktionsgemische mit 50 µL 

Methanol gequenched und anschließend zentrifugiert (13 000 rpm, 15 min, 4 °C) und mittels 

HPLC analysiert. 

3.7.4.3 Enzymassays für die Substratherstellung für die CYP450 Enzyme 

Um die Aktivität der Enzyme und die Substratakzeptanz zu überprüfen, wurden 

Reaktionsgemische mit einem Gesamtvolumen von 500 µL angesetzt. Diese enthielten 0,5 mM 

des entsprechenden Substrates, 1,5 mM DMAPP bzw. GPP, 10 mM CaCl2, 0,2 – 5% (v/v) 

Glycerin, 2% (v/v) DMSO, 50 mM Tris-HCl (pH 7,5) und 50 - 400 µg aufgereinigtes 

rekombinantes Enzym. Nach einer Inkubationszeit von 2 h bei 37 °C wurde noch einmal Enzym 

dazugegeben und für weitere 14 h inkubiert. Für die HPLC-Analyse wurde eine kleine Probe 
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der Gesamtreaktion genommen (10 µL) und in gleicher Menge Methanol gegeben. 

Anschließend wurde das restliche Reaktionsgemisch dreimal mit je 500 µL Ethylacetat 

extrahiert und bis zur Trockene eingeengt. Der Rückstand wurde mit Hilfe von Tryprostatin B 

als Vergleich mit DMSO auf eine Konzentration von 25 mM eingestellt. Diese wunden dann 

ohne weitere Aufreinigung in den Zufütterungsexperimenten eingesetzt. 

3.7.5 Enzymassays zur Isolierung prenylierter Produkte 

3.7.5.1 Isolierungsassays für die Substratherstellung für die CYP450 Enzyme 

Für die Substratherstellung und Isolierung wurden Reaktionsgemische von insgesamt 13 mL 

bzw. 14,0 mL angesetzt. Diese enthielten 1 mM cyclo-L-Trp-L-Pro oder cyclo-D-Trp-D-Pro, 

1,5 mM DMAPP bzw. GPP, 5 mM CaCl2, 0,5 – 1 % (v/v) Glycerin, 0,5% (v/v) DMSO, 50 mM 

Tris-HCl (pH 7,5) und 4,0 mg bis 6,7 mg aufgereinigtes rekombiniertes Enzym. In der Regel 

wurden die Reaktionsgemische 2 h bei 37 °C inkubiert, bevor frisches Enzym nochmal 

dazugegeben wurde. Anschließend wurden die Reaktionen weitere 14 h bei 37 °C inkubiert. 

Dann wurden sie dreimal mit gleichen Volumen Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten 

organischen Phasen wurden bis zur Trockene eingeengt, in MeOH rückgelöst und mittels semi-

präparativer HPLC isoliert. 

3.7.6 Enzym-Assays zur Bestimmung der kinetischen Parameter 

Um die kinetischen Parameter von BrePT, FtmPT1 und CdpNPT gegenüber Ardeemin FQ zu 

bestimmen, wurden Enzymassays als Doppelbestimmung angesetzt. Die Reaktionsgemische 

enthielten Ardeemin FQ in Konzentrationen bis zu 1 mM, sowie 2 mM DMAPP, 10 mM CaCl2, 

0,3 – 0,6% (v/v) Glycerin, 5,0% (v/v) DMSO, 50 mM Tris-HCl (pH 7,5) und unterschiedliche 

Proteinmengen (3,0 µg BrePT, 5,0 µg FtmPT1 und 0,5 µg CdpNPT). Diese wurden für 5 min 

bei 37 °C inkubiert und anschließend mit 50 µL MeOH gequencht. Nach einem 

Zentrifugationsschritt bei 13 000 rpm für 15 min wurden 50 µL mittels HPLC analysiert. 
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3.8 Methoden der Chemie und der instrumentellen Analytik 

3.8.1 Extraktion von Enzymassays 

Nach der Inkubation der Enzymassays (i.d.R. 100 µL Ansätze) wurden sie jeweils dreimal mit 

gleichem Volumen Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden bis zur 

Trockene unter Vakuum und bei 30 °C in einer Speed-Vac zentrifugiert. Der Rückstand wurde 

anschließend in Methanol rückgelöst und für mind. 4 h bei -20 °C gelagert. Vor einer Analyse 

mittels HPLC oder LCMS wurden die Eppendorf Gefäße mit dem gelösten Extrakt für 15 min, 

13 000 rpm und 4 °C zentrifugiert. 

Zur Produktisolierung oder Substratherstellung wurden größere Reaktionen (ca. 10 – 20 mL) 

in einem 50 mL Falcongefäß durchgeführt und ebenfalls dreimal mit gleichem Volumen 

extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden in einem Spitzkolben gesammelt und 

unter reduziertem Druck bei 40 °C am Rotationsverdampfer bis zur Trockene eingeengt. Der 

Rückstand wurde ebenfalls in Methanol rückgelöst und in ein kleineres Gefäß überführt und 

wieder bis zur Trockene eingeengt. Anschließend wurde die Substanz für die gewünschte 

Analyse aufbereitet oder bei -20 °C gelagert. 

3.8.2 Extraktion der Biotransformation in S. cerevisiae zur Analyse mittels LC-MS 

Der Umsatz der Biotransformation in S. cerevisiae wurde mittels LCMS analysiert. Hierfür 

wurden 500 µL Proben jeweils zweimal mit je 500 mL Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten 

organischen Phasen wurden bis zur Trockene unter Vakuum und bei 30 °C in einer Speed-Vac 

zentrifugiert. Anschließend wurde der Rückstand in 25 µL Methanol rückgelöst und mit 50 µL 

Methanol : bidest. Wasser (1 : 1) verdünnt. Die Lösungen wurden für mind. 4 h bei -20 °C 

gelagert und vor einer Analyse mittels LC-MS für 15 min, 13 000 rpm und 4 °C zentrifugiert. 

Ein Teil des Überstandes wurde zur LC-MS Analyse abgenommen und der Rest (falls 

notwendig) bei -20 °C gelagert. 
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3.8.3 Extraktion der Biotransformation in S. cerevisiae für die Produktisolierung  

Für die Produktisolierung wurden die Biotransformationen im größeren Maßstab kultiviert. Die 

Kulturen wurden gleichmäßig auf 50 mL Falcongefäße aufgeteilt, sodass die Gefäße ca. bis zur 

Hälfte mit der Kultur gefüllt waren. Dann wurde das Gefäß mit Ethylacetat aufgefüllt, 

geschüttelt und zur Phasentrennung 5 min bei 5000 rpm zentrifugiert. Der Überstand wurde 

abgenommen und erneut mit Ethylacetat extrahiert. Jeder Kultur wurde insgesamt dreimal mit 

Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden am Rotationsverdampfer 

unter reduziertem Druck und bei einer Wasserbadtemperatur von 40 °C bis zur Trockene 

eingeengt. Der braune, teils zähflüssige Rohextrakt, wurde in ein kleineres Gefäß überführt und 

bis zur weiteren Aufarbeitung (Abschnitt 3.8.4.2) im trockenen Zustand bei -20 °C gelagert. 

3.8.4 Säulenchromatographische Trennung und Aufreinigung 

3.8.4.1 Isolierung von Tryprostatin B 

Aus dem Rohextrakt einer 1 L A. nidulans PSM-An (355)-8 Kultur (Maiya et al. 2009) wurde 

Tryprostatin B isoliert. Hierfür wurde eine Glassäule (30 mm × 500 mm) mit Fließmittel 

aufgeschlämmten Kieselgel (ca. 40 g) befüllt. Als Fließmittel kam ein Gemisch aus Ethylacetat 

und Aceton (100 : 1) zum Einsatz. Es wurden ca. 10 mL Fraktionen aufgefangen und mittels 

DC analysiert. Nach ca. 300 mL wurde Tryprostatin B von der Säule eluiert. Die bis zur 

Trockene (Vakuum, 40 °C) eingeengten Fraktionen 22 – 34 wurden mittels HPLC analysiert 

(Methode in Tabelle 3-24), mit der Messung des Rohextrakts und eines Standards abgeglichen 

und wiesen kaum Verunreinigungen auf. Diese isolierte Substanz wurde gefriertrocknet und 

ohne weitere Aufarbeitung mit Hilfe der NMR Spektroskopie charakterisiert. Das NMR-

Spektrum der champagnerfarbenen Substanz ist in Übereinstimmung mit der Literatur (Cui et 

al. 1996; Grundmann and Li 2005) und kann im Anhang (Abbildung 7-21) zusammen mit den 

NMR Daten (Tabelle 7-6) eingesehen werden. Dieses Tryprostatin B diente als Substrat für 

weitere Experimente dieser Arbeit. 

3.8.4.2 Produktisolierung aus dem Rohextrakt der Biotransformation in S. cerevisiae 

Für die Produktisolierung aus S. cerevisiae KO3 wurden die Zufütterungskulturen dreimal mit 

äquivalenten Mengen Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden 

eingeengt, bis ein dunkel-brauner öliger Rohextrakt übrigblieb. Dieser Rohextrakt wurde 

anhand einer Kieselgel Säule mit Ethylacetat : Aceton (9 : 1) als Fleißmittel und unter Druck 
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aufgetrennt. Es wurden ca. 10 mL Fraktionen aufgefangen. So konnten bereits viele 

Begleitsubstanzen abgetrennt werden. Durch die Kontrolle der einzelnen Fraktionen mittels 

Dünnschichtchromatographie und teilweise mittels HPLC konnten die Fraktionen, in denen das 

gesuchte Produkt enthalten war zusammengeführt und bis zur Trockene eingeengt werden. 

Dieser Rückstand wurde in Methanol zurückgelöst und das Produkt mittels semi-präparativer 

HPLC (Abschnitt 3.8.9) in reiner Form isoliert. 

3.8.5 Probenvorbereitungen für die Analyse mittels NMR 

Bei genügend Substanzmenge wurde ca. 8 mg in ein NMR-Probenröhrchen eingewogen und 

mit ca. 500 – 600 µL CDCl3 gelöst und mittels Ultraschallbad homogenisiert. Bei sehr geringer 

Substanzmenge wurde die gesamte Probe direkt in NMR-Lösungsmittel CDCl3 gelöst. Für den 

Lösevorgang wurde zunächst so wenig Lösungsmittel wie möglich verwendete und die gelöste 

Substanz in das NMR-Probenröhrchen überführt. Mit dem restlichen NMR Lösemittel wurde 

das Gefäß mit der Probe zweimal nachgespült. Anschließend wurde die gesamte NMR-Probe 

im Ultraschallbad homogenisiert. NMR-Proben wurden nach Möglichkeit kühl gelagert. 

3.8.6 Probenvorbereitung für die Analyse mittels HPLC und LC-MS 

Nachdem die Enzymassays mit gleichem Volumen MeOH gequenched wurden, wurden sie 

abzentrifugiert und anschließend mittels HPLC vermessen. Für eine LC-MS Messung wurden 

sie nochmal mit einem 1 : 1 Gemisch aus MeOH und H2O verdünnt. Enzymassays die durch 

Extraktion mit EtOAc gequenched wurden, wurden nach Extraktion bis zur Trockene eingeengt 

und in MeOH zurückgelöst. Umsätze der einzelnen Reaktion wurde durch Integration der 

Peakflächen der UV-Chromatogramme bei entsprechender Wellenlänge ermittelt. 
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3.8.7 Messmethoden für die Analyse mittels LC-MS 

Für alle Messungen wurden die Lösungsmittel H2O (A) und ACN (B) mit jeweils 0,1% (v/v) 

Ameisensäure verwendet. 

Tabelle 3-17. LC-MS Methode für die Enzymassays mit Ardeemin FQ und ent-Ardeemin FQ. 

Säule: Agilent Eclipse XDB-C18, 5 µm, 4,6 × 150 mm; Fluss: 0,5 mL·min-1 

1. Gradient 45% – 80% B 30 min 

2. Gradient 80% – 100% B   5 min 

Spülen 100% B 10 min 

Equilibrieren 45% B   5 min 

 

Tabelle 3-18. LC-MS Methode für die Biotransformation mit ftmP450-1 und ftmP450-2. 

Säule: Agilent Eclipse XDB-C18, 5 µm, 4,6 × 150 mm; Fluss: 0,5 mL·min-1 

Gradient 20% – 80% B 25 min 

Spülen 100% B   5 min 

Equilibrieren 20% B   5 min 

 

Tabelle 3-19. Lange LC-MS Methode bei einer Flussrate von 0,25 mL·min-1. 

Säule: CS-Chromatographie Service GmbH; Multospher 120 RP 18 – 5 µm; 250 × 2 mm 

Gradient 5% – 100% B 40 min 

Spülen 100% B   5 min 

Equilibrieren 5% B 10 min 

 

Tabelle 3-20. Kurze LC-MS Methode bei einer Flussrate von 0,5 mL·min-1. 

Säule: CS-Chromatographie Service GmbH; Multospher 120 RP 18 – 5 µm; 250 × 2 mm 

Gradient 5% – 100% B 10 min 

Spülen 100% B   5 min 

Equilibrieren 5% B   5 min 
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3.8.8 Messmethoden für die Analyse mittels HPLC  

Für alle Messungen wurden die Lösungsmittel H2O (A) und ACN (B) verwendet. 

Tabelle 3-21. HPLC-Methode für die Bestimmung der kinetischen Parameter für BrePT, FtmPT1 und 

CdpNPT mit Ardeemin FQ. 

Säule: Agilent Eclipse XDB-C18, 5 µm, 4,6 × 150 mm; Fluss: 0,5 mL·min-1 

Gradient 45% – 75% B 25 min 

Spülen 100% B   5 min 

Equilibrieren 45% B   5 min 

 

Tabelle 3-22. HPLC-Methode für die Analyse der Enzymassays für 5-DMATS (Mutanten), 7-DMATS, 

FgaPT2 (Mutanten), 6-DMATSSa, EchPT1 mit L-Tryptophan bzw. CDPs. 

Säule: Agilent Eclipse XDB-C18, 5 µm, 4,6 × 150 mm; Fluss: 0,5 mL·min-1 

1. Gradient 20% – 60% B 15 min 

2. Gradient 60% – 65% B 20 min 

Spülen 100% B   5 min 

Equilibrieren 20% B   5 min 

 

Tabelle 3-23. HPLC-Methode für die Analyse der Enzymassays für EchPT2 (Mutanten) mit CDPs. 

Säule: Agilent Eclipse XDB-C18, 5 µm, 4,6 × 150 mm; Fluss: 0,5 mL·min-1 

Gradient 20% – 60% B 15 min 

Spülen 100% B   5 min 

Equilibrieren 20% B   5 min 

 

Tabelle 3-24. HPLC-Methode für die Analyse während bzw. nach der Tryprostatin B Isolierung. 

Säule: Agilent Eclipse XDB-C18, 5 µm, 4,6 × 150 mm; Fluss: 0,5 mL·min-1 

Gradient 10% – 100% B 20 min 

Spülen 100% B   5 min 

Equilibrieren 10% B   5 min 
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Tabelle 3-25. HPLC-Methode für die Analyse der Isolierungsassays zur Substratherstellung für die 

Biotransformationen mit FtmP450-1. 

Säule: Agilent Eclipse XDB-C18, 5 µm, 4,6 × 150 mm; Fluss: 0,5 mL·min-1 

1. Gradient 20% – 60% B 15 min 

2. Gradient 60% – 80% B 20 min 

Spülen 100% B   5 min 

Equilibrieren 20% B   5 min 

 

3.8.9 Messmethoden für die semi-präparative Produktisolierung mittel HPLC 

Tabelle 3-26. HPLC-Methode für die Isolierung von Demethoxyfumitremorgin C. 

Säule: Agilent ZORBAX Eclipse XDB-C18, 5 µm, 250 × 9,4 mm; Fluss: 2,5 mL·min-1 

Gradient 45% – 80% B 20 min 

Spülen 100% B   5 min 

Equilibrieren 45% B   5 min 

 

Tabelle 3-27. HPLC-Methode für die Isolierung von 6-Hydroxytryprostatin B (4a2h6), 4b2h6, 7a2, 

4a4, 4a5, 4a6, 4a7. 

Säule: Agilent ZORBAX Eclipse XDB-C18, 5 µm, 250 × 9,4 mm; Fluss: 2,5 mL·min-1 

Gradient 20% – 80% B 25 min 

Spülen 100% B   5 min 

Equilibrieren 20% B   5 min 

 

Tabelle 3-28. HPLC-Methode für die Isolierung von 4g2h6. 

Säule: Agilent ZORBAX Eclipse XDB-C18, 5 µm, 250 × 9,4 mm; Fluss: 2,5 mL·min-1 

1. Gradient 20% – 60% B 15 min 

2. Gradient 60% – 80% B 20 min 

Spülen 100% B   5 min 

Equilibrieren 20% B   5 min 
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4 Ergebnisse 

4.1 Prenylierung von Ardeemin FQ und dem Enantiomer ent-Ardeemin FQ 

mit Prenyltransferasen für cyclische Dipeptide 

Im Jahr 2016 publizierte Mai et al. die erfolgreiche Prenylierung von Ardeemin FQ und dem 

Enantiomer ent-Ardeemin FQ, sowie den dazugehörigen Diastereoisomeren mithilfe von fünf 

verschiedenen Tryptophan-Prenyltransferasen (Mai et al. 2016). Diese Enzyme waren in der 

Lage die jeweiligen Substrate an den Positionen C4 – C7 des Indolrings der tryptophanhaltigen 

cyclischen Tripeptid-Derivate zu prenylieren. Durch die Weiterführung der Arbeit von 

Dr. Peter Mai sollte nun die Lücke der Positionen C2 und C3 des Indolringes geschlossen 

werden. Geeignete Prenyltransferasen für diese Positionen sind Enzyme, die bekanntermaßen 

tryptophanhaltige cyclische Dipeptide an C2 und C3 des Indolrings prenylieren können. Daher 

wurden die folgenden zwei C2-prenylierende Enzyme BrePT und FtmPT1, sowie die drei 

C3-prenylierende Enzyme CdpNPT, CdpC3PT und AnaPT ausgewählt und zusammen mit den 

beiden Substraten inkubiert. Dr. Peter Mai hat im Rahmen seiner Promotion bereits die 

Prenyltransferasen mit den Substraten inkubiert und entstandene Produkte identifiziert. 

Weiterführend wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit die Ergebnisse der chemo-

enzymatischen Reaktionen reproduziert und die identifizierten Produkte durch Auswertung der 

teilweise bereits vorliegenden NMR-Spektren bestätigt und weitere Produkte charakterisiert. 

Die reproduzierten Ergebnisse und ausgewerteten NMR-Ergebnisse sind in der vorliegenden 

Arbeit dargestellt und wurden in Kooperation mit Dr. Peter Mai publiziert (Mai et al. 2019). 

4.1.1 Akzeptanz von Ardeemin FQ und dem Enantiomer ent-Ardeemin FQ durch die 

verschiedenen Prenyltransferasen für cyclische Dipeptide 

Um eine Prenylierung an den Positionen C2 und C3 des Indolringes des tryptophanhaltigen 

Ardeemin FQ (1) und ent-Ardeemin FQ (2) zu erreichen, wurden die C2-prenylierenden 

Prenyltransferasen für cyclische Dipeptide BrePT und FtmPT1, sowie die C3-prenylierenden 

Enzyme CdpNPT, CdpC3PT und AnaPT ausgewählt. Diese wurden zusammen mit dem 

Prenyldonor DMAPP und dem jeweiligen Substrat 1 bzw. 2 inkubiert. Die breite 

Substratspezifität der ausgewählten Prenyltransferasen sollte die gewünschten Prenylierungen 

ermöglichen. 
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Anhand der Positivkontrollen der jeweiligen Enzyme mit ihren natürlichen Substraten bzw. den 

bestakzeptierten Substraten wurden die Versuchsbedingungen und die Aktivität der Proteine 

verifiziert (siehe Abbildung 4-1). Alle entstandenen Produkte wurden mittels LC-MS-Analyse 

bestätigt und stimmten mit der Literatur überein (Grundmann and Li 2005; Yin et al. 2013; Yin 

et al. 2007; Yin et al. 2009b; Yin et al. 2010).  

 

Abbildung 4-1. LC-MS Analyse der Positivkontrolle der fünf ausgewählten Prenyltransferasen mit den 

natürlichen bzw. bestakzeptierten Substraten. Es sind die UV-Chromatogramme, sowie die EICs mit 

einer Toleranz von 0,005 Da der monoprenylierten Derivate dargestellt. cWP steht für 

cyclo-L-Trp-L-Pro, cWG für cyclo-L-Trp-Gly und BDZD für Benzodiazepindion. (Modifiziert aus Mai 

et al. 2019) 

Die in Abbildung 4-1a dargestellten UV-Chromatogramme und EICs zeigen, dass 

cyclo-L-Trp-L-Pro (cWP) von den beiden C2-prenylierenden Enzymen BrePT und FtmPT1 mit 

Produktausbeuten von 85,6% und 98,0% unter den verwendetet Bedingungen sehr gut 

umgesetzt wurden. Bei den C3-prenylierenden Enzymen (Abbildung 4-1b) CdpNPT und 

AnaPT wurde nahezu eine vollständige Umsetzung der Substrate (S)- bzw. 

(R)-Benzodiazepindion (BDZD) beobachtet. Ein guter Umsatz von 70,3% in dem Assay von 

CdpC3PT mit cyclo-L-Trp-Gly (cWG) unter denselben Reaktionsbedingungen konnte 

detektiert werden. 

Nachdem die Reaktionsbedingungen und die Aktivität der Enzyme bestätigt waren, wurden nun 

die cyclischen Tripeptidderivate Ardeemin FQ (1) und ent-Ardeemin FQ (2) als Substrate 

eingesetzt. 
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Abbildung 4-2. LC-MS Analyse der Reaktionsgemische von Ardeemin FQ (1) und ent-Ardeemin FQ 

(2) mit BrePT, FtmPT1, CdpNPT, CdpC3PT und AnaPT. Es sind UV-Chromatogramme und EICs mit 

einer Toleranz von 0,005 Da für die monoprenylierten Derivaten dargestellt. (Modifiziert aus Mai et al. 

2019) 
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Um die Entstehung prenylierter Produkte identifizieren zu können, wurden alle 

Reaktionsansätze mittels LC-MS analysiert. Es wurden sowohl die Chromatogramme als auch 

die massenspektrometrischen Datensätze ausgewertet.  

Hierfür wurde zusätzlich zum UV-Chromatogramm bei 274 nm das EIC mit dem Masse-

Ladung-Verhältnis von m/z 427,213 ± 0,005 ausgewählt und ausgewertet (Abbildung 4-2). Die 

Masse von 427,213 Da ist spezifisch für monoprenylierte Ardeemin FQ bzw. ent-Ardeemin FQ 

Produkte und dient als Nachweis für die Umsetzung der Substrate durch das jeweils eingesetzte 

Enzym. Diese Analysenmethode gibt lediglich Aufschluss darüber, ob die Prenylierung 

erfolgreich war, jedoch nicht ob die gewünschte Prenylierungsposition adressiert wurde. Die 

genauen Positionen wurden zu einem späteren Zeitpunkt mit den isolierten Produkten und 

mittels NMR analysiert und identifiziert (siehe Abschnitt 4.1.2). 

Die Auswertung der HPLC-Chromatogramme zeigte eine sehr gute Akzeptanz von 

Ardeemin FQ (1) durch BrePT, FtmPT1 und CdpNPT mit Produktausbeuten von 77,7%, 66,8% 

und 76,8%. Die anderen zwei C3-Prenyltransferasen CdpC3PT und AnaPT führten zu 

wesentlich niedrigeren Umsätzen des Substrates Ardeemin FQ (1) von 17% und 2% als mit 

CdpNPT (Abbildung 4-2). Ein ähnliches Verhalten dieser Enzyme wurde bereits bei diversen 

cyclischen Dipeptiden beobachtet (Yu et al. 2013). 

Im Vergleich zu Ardeemin FQ (1) stellte sich das Enantiomer ent-Ardeemin FQ (2) insgesamt, 

bei allen ausgewählten Prenyltransferasen, als ein nur sehr moderates Substrat heraus. Die 

höchste Produktausbeute von 21,8% wurde mit CdpNPT erreicht. Bei den anderen vier 

Enzymen lag die Produktausbeute zwischen 6,7% und 12,1% (Abbildung 4-2). Dieses 

Verhalten verdeutlicht die Rolle der Stereochemie an C11 und C14 des Substrates für die 

Akzeptanz der Prenyltransferasen für cyclische Dipeptide. 

Bei genauer Betrachtung der UV-Chromatogramme kann festgestellt werden, dass in den 

Assays von Ardeemin FQ (1) mit BrePT, FtmPT1, CdpNPT und CdpC3PT, sowie 

ent-Ardeemin FQ (2) mit FtmPT1 und CdpC3PT nur ein einziger bzw. ein dominanter Peak 

detektiert wurde. Hingegen bei den Enzymreaktionen von ent-Ardeemin FQ (2) mit BrePT und 

CdpNPT konnten mindestens drei bzw. fünf Produktpeaks identifizierten werden. (Peaks mit 

einer Ausbeute von unter 1,5% wurden nicht berücksichtigt).  
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4.1.2 Identifizierung und Strukturaufklärung der Produktpeaks 

Die Auswertung der Produktpeaks nach der LC-MS Analyse lässt Rückschlüsse auf eine 

erfolgreiche Prenylierung zu sowie wie viele verschiedene Produkte mindestens entstanden 

sind. Für die genaue Produktidentifizierung und somit auch die Aufklärung über die 

Prenylierungsposition ist eine weitere Analysenmethode, wie die NMR-Spektroskopie 

notwendig. Es wurden die folgenden 12 Produkte in nahezu reiner Form mittels NMR-Analyse 

bestätigt: 1b2, 1b3ß, 1a6, 1a7, 2a1, 2b1, 2b2, 2b3α, 2b3ß, 2a5, 2a6, und 2a7. Darüber hinaus 

wurden zwei weitere Produkte 1a1 und 1a2 als Gemisch mit 1b3ß bzw. 1b2 verifiziert. Zum 

besseren Verständnis und Lesefluss wurden die Produkte folgendermaßen benannt: es ist eine 

Kombination aus der Substratnummer 1 bzw. 2, dem Buchstaben a bzw. b für die Orientierung 

der Prenylierung (a für regulär und b für revers) und eine weitere Zahl für die 

Prenylierungsposition (1 – 7). So steht zum Beispiel 1a5 für die reguläre C5-Prenylierung von 

Ardeemin FQ. Die Prenylierung an der Position C3 führt anschließend zum Ringschluss 

zwischen dem Indol- und dem Piperazinring. In diesen Fällen wurden der Namenskombination 

ein α bzw. β nachgestellt, um zwischen den verschiedenen Konfigurationen zu unterscheiden. 

Daher handelt es z.B. bei 1b3β um revers C3-β-prenyliertes Ardeemin FQ. 

Diese isolierten Produkte wurden sowohl massenspektrometrisch (HR-MS) als auch mittels 1H 

NMR Spektroskopie analysiert. Eine Zusammenfassung der hochauflösenden 

massenspektrometrischen Daten können im Anhang in der Tabelle 7-1 eingesehen werden. Alle 

isolierten Produkte weisen einen Molekülion [M+H]+ auf, welches um 68 Dalton schwerer ist 

als das des Substrates. Dies spricht eindeutig für die erfolgreiche Monoprenylierung der 

eingesetzten Substrate. Eine Übersicht die identifizierten Produkte ist in Abbildung 4-3 

zusammengestellt und die einzelnen NMR Daten der isolierten Produkte sind in Tabelle 7-3 bis 

Tabelle 7-5 dargestellt.  

Aufschluss über die Prenylierungsposition, -orientierung und ggf. -konfiguration liefern die 

entsprechenden NMR-Spektren (siehe Anhang Abbildung 7-7 – Abbildung 7-20). Diese 

können aufgrund sehr charakteristischer Signale und Kopplungskonstanten mit bestimmen 

chemischen Verschiebungen festgesellt werden. Häufig kann man durch die bloße Abwesenheit 

eines charakteristischen Signals bereits die Prenylierungsposition zuordnen. 
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Abbildung 4-3. Übersicht der identifizierten prenylierten Produkte durch die Inkubation von Ardeemin FQ (1) und ent-Ardeemin FQ (2) mit BrePT, FtmPT1, 

CdpNPT, CdpC3PT und AnaPT. Die Umsätze wurden anhand der UV-Chromatogramme bei 274 nm berechnet und sind als Mittelwert einer Doppelbestimmung 

in % angegeben. (Modifiziert aus Mai et al. 2019) 
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Durch die chemische Verschiebung der zwei H-1՚ Protonen kann festgestellt werden, ob die 

Prenyleinheit an einem Kohlenstoff oder an einem Stickstoff (N-1) gebunden ist. Weisen die 

zwei H-1՚ Protonen eine Verschiebung von ca. 4,7 ppm auf, spricht dies für die Verknüpfung 

an N-1 und eine Verschiebung von ca. 3,5 ppm für die Verknüpfung an ein aromatisches 

Kohlenstoffatom.  

Durch die charakteristische chemische Verschiebung und dem Kupplungsmuster der H-1՚ und 

H-2՚ Signale, sowie die Verschiebung der zwei Methylgruppen der Prenyleinheit, kann man 

eindeutig erkennen, ob eine reguläre oder eine reverse Prenylierung vorliegt. Im Falle eine 

regulären Prenylierung ist ein Multiplett für das H-2՚ bei einer chemischen Verschiebung von 

ca. 5,4 ppm zu sehen. (Liao et al. 2018; Yin et al. 2007). Die drei H-4՚ und H-5՚ Protonen der 

zwei Methylgruppen in der Prenyleinheit zeigen bei einer regulären Prenylierung jeweils ein 

Singulett oder ein Duplett mit kleiner Kopplungskonstante bei einer Verschiebung von etwa 

1,8 ppm auf. Bei einer reversen Prenylierung findet man für das H-2՚ Proton 

charakteristischerweise ein Duplett von Duplett zwischen 6,13 und 6,03 ppm. Dieses Signal 

weist sehr markante Kopplungskonstanten von 17 Hz und 10 Hz zu den benachbarten H-1՚ 

Protonen auf, welche als Duplett von Duplett bei einer chemischen Verschiebung von ca. 5,10 

bis 5,20 ppm zu finden sind. Oftmals ist auch die Kopplung dieser zwei H-1՚ Protonen 

untereinander mit einer Kopplungskonstante von 0,5 bis 1,5 Hz zu erkennen. Bei der reversen 

Orientierung sind die zwei Methylgruppen etwas Richtung Hochfeld (ca. 1,60 – 1,10 ppm) 

verschoben. Über die chemische Verschiebung dieser Methylgruppen kann auch die jeweilige 

Prenylierungsposition zugeordnet werden. Eine chemische Verschiebung von 1,60 ppm deutet 

auf eine reverse C2-Prenylierung und eine Verschiebung von 1,10 ppm auf eine reverse 

C3-Prenylierung hin. Dieses Verhalten ist auch in der Literatur beschrieben (Yin et al. 2013; 

Yu et al. 2013).  

Auch für die Zuordnung der Prenylierungsposition am Indolring gibt es charakteristische 

Merkmale. So lässt das Fehlen des breiten N-1 Signals bei ca. 8,10 ppm (in CDCl3) zusammen 

mit der Anwesenheit des H-1՚ Signals bei einer chemischen Verschiebung von ca. 4,70 ppm 

auf die Prenylierungsposition N-1 schließen (Yin et al. 2007). Eine Prenylierung an der Position 

C2 kann durch die Abwesenheit des charakteristischen H-2 Signals im aromatischen Bereich 

bei 7,10 – 7,20 ppm als Singulett oder Duplett mit kleiner Kopplungskonstante von etwa 2,2 Hz 

verifiziert werden. Liegt hingegen eine C3-Prenylierung vor, so kann man das eindeutig an der 

Hochfeldverschiebung des Singuletts des H-2 Protons bei einer chemischen Verschiebung von 

etwa 5,60 ppm erkennen, was an einer De-aromatisierung liegt. Die Konfiguration (syn oder 
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anti) der Prenylgruppe an C3 nach dem Ringschluss, kann anhand des Aufspaltungsmusters 

von H-11 durch die Kopplung mit den zwei Protonen an H-10 bestimmt werden. Liegt ein 

Duplett von Duplett mit Kopplungskonstanten von 10 Hz und 6 Hz vor, so handelt es sich um 

eine syn-cis Konfiguration. Liegt hingegen ein Triplett mit einer Kopplungskonstante von 

8,7 Hz vor, deutet das auf eine anti-cis Konfiguration hin (Yu et al. 2013). Prenylierungen an 

den Positionen C5 – C7 wurden durch Vergleich mit der Literatur identifiziert (Mai et al. 2016). 

4.1.3 Bevorzugte Prenylierungspositionen der Enzymreaktionen in Abhängigkeit des 

Umsatzes 

Nachdem die Strukturen durch Auswertung der NMR-Spektren aufgeklärt wurden, konnte man 

die Haupt- und Nebenprodukte zuordnen. So wurde beobachtet, dass es sich bei den Reaktionen 

mit hohen Umsätzen und einem dominantem Produktpeak, um C2- oder C3-Prenylierungen 

handelte.  

Bei Ardeemin FQ (1) mit BrePT war zu sehen, dass es sich bei dem Hauptprodukt (57%) um 

das revers C2-prenylierte Produkt 1b2 handelte, zusätzlich wurden auch N1- (1a1) und 

C3-prenylierte Derivate (1b3ß) identifiziert. In dem Reaktionsgemisch von Ardeemin FQ (1) 

mit CdpNPT war das alleinige Produkt 1b3ß (75%) revers C3-prenyliert. Bei der 

C2-Prenyltransferase FtmPT1 mit Ardeemin FQ (1) als Substrat war die reverse Orientierung 

an C3 das bevorzugte Prenylierungsprodukt 1b3ß mit einer Ausbeute von 44%. Zusätzlich 

wurden reguläre N1-, C2- und C3-Prenylierungen identifiziert, sowie ein an C2 in reversen 

Orientierung prenyliertes Produkt. 

Hingegen bei den Reaktionen, die insgesamt geringere Gesamtumsätze und keinen eindeutigen 

Hauptprodukt aufwiesen, wurden meist C6- und C7-Prenylierungen beobachtet. Dies war z. B. 

bei den Reaktionen von Ardeemin FQ (1) mit CdpC3PT und AnaPT, sowie ent-Ardeemin FQ 

(2) mit CdpNPT, CdpC3PT und AnaPT der Fall. Hier wurden überall C6-prenylierte Produkte 

beobachtet. Zusätzlich konnten auch Prenylierungen an C7 identifiziert werden, wenn 

Ardeemin FQ mit CdpC3PT oder ent-Ardeemin FQ (2) mit FtmPT1, CdpNPT oder AnaPT 

inkubiert wurden. Außerdem wurde noch ent-Ardeemin FQ (2) von CdpNPT und AnaPT in 

geringen Mengen an C5 prenyliert. Ein Vergleich der Produktausbeuten dieser Reaktionen 

zeigt, dass die C6- bzw. C7-prenylierten Derivate die Hauptprodukte oder zumindest einer der 

Hauptprodukte darstellen. Dies deutet darauf hin, dass in Reaktionen mit niedrigen Umsatzraten 

C6- oder C7-Prenylierungen bevorzugt werden.  
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4.1.4 Bestimmung der kinetischen Parameter für BrePT, FtmPT1 und CdpNPT mit 

Ardeemin FQ 

Um die katalytische Aktivität der ausgewählten Enzyme mit dem Tripeptid-Derivat 

Ardeemin FQ (1) zu bestimmen, wurden die kinetischer Parameter Vmax, KM und kcat ermittelt. 

Als Grundlage wurde hier die Michaelis-Menten Theorie genommen. Das Enantiomer 

ent-Ardeemin FQ (2) und die anderen zwei Enzyme CdpC3PT und AnaPT kamen für die 

Messungen nicht infrage, da der Umsatz insgesamt zu niedrig war bzw. kein Hauptprodukt 

ermittelt werden konnte. 

Für die jeweils anderen Enzymreaktionen von BrePT, FtmPT1 und CdpNPT mit Ardeemin FQ 

(1) wurden 3 µg, 5 µg bzw. 0,5 µg Protein eingesetzt und jeweils für 5 min inkubiert. 

Anschließend wurden die in Doppelbestimmung angesetzten Reaktionen mittels HPLC 

gemessen und ausgewertet. Ardeemin FQ (1) wurde in einem Konzentrationsbereich von 

0,005 mM bis 0,25 mM bzw. 1 mM eingesetzt. Anhand der detektierten Umsätze und mithilfe 

der Michaelis-Menten Gleichung konnten die kinetischen Parameter bestimmt werden und sind 

in Tabelle 4-1 dargestellt.  

Tabelle 4-1. Zusammenfassung der kinetischen Parameter für BrePT, FtmPT1 und CdpNPT mit 

Ardeemin FQ (1). 

Ardeemin FQ (1) 

 KM [mM] kcat [s-1] kcat / KM [s-1M-1] 

BrePT 0.009 0.021 2333 

FtmPT1 0.19 0.13 684 

CdpNPT 0.013 0.23 17692 

 

Alle Enzyme zeigen eine hohe Aktivität in Bezug auf das eigesetzte Substrat, wobei BrePT die 

größte Affinität gegenüber Ardeemin FQ (1) zeigt. Wie in den Abbildung 4-4 –Abbildung 4-6 

zu sehen sind, entsprechen alle Reaktionen mit den Prenyltransferasen BrePT, FtmPT1 und 

CdpNPT der Michaelis-Menten Kinetik. Zusätzlich wurde die Linearisierung der Michaelis-

Menten Gleichung nach Lineweaver-Burk, Eadie-Hofstee und Hanes-Woolf graphisch 

aufgetragen.  
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Abbildung 4-4. Bestimmung der kinetischen Parameter für BrePT mit Ardeemin (1) in Anwesenheit 

von DMAPP. (Modifiziert aus Mai et al. 2019) 

 

 

Abbildung 4-5. Bestimmung der kinetischen Parameter für FtmPT1 mit Ardeemin (1) in Anwesenheit 

von DMAPP. (Modifiziert aus Mai et al. 2019) 



 ERGEBNISSE  63 

 

 

 

Abbildung 4-6. Bestimmung der kinetischen Parameter für CdpNPT mit Ardeemin (1) in 

Anwesenheit von DMAPP. (Modifiziert aus Mai et al. 2019) 
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4.2 Beeinflussung des Prenylierungsverhaltens verschiedener 

Prenyltransferasen durch Site-Directed-Mutagenesis 

Durch die ortspezifische Mutagenese kann das Reaktionsverhalten von Enzymen stark 

beeinflussen werden. Mit dieser Methode lassen sich Enzyme z. B. inaktivieren (Knock-out), 

die Regiospezifität verschieben oder die Substratspezifität erweitern (vgl. Abschnitt 1.3.1 und 

1.3.2). So gelang es Fan und Li die Substratspezifität von der Tryptophan-Prenyltransferase 

FgaPT2 durch Mutagenese zu erweitern, was anschließend die Umsetzung von 

tryptophanhaltigen cyclischen Dipeptiden ermöglichte (Fan and Li 2016). 

In diesem Projekt sollte ebenfalls durch die ortsspezifische Mutagenese die Substrat- bzw. 

Regiospezifität von 5-DMATS bzw. FgaPT2 beeinflusst werden, sodass die Prenylierung von 

tryptophanhaltigen cyclischen Dipeptiden an C5 des Indolrings katalysiert wird. Außerdem 

sollte durch Mutation die Mehrfachprenylierung von EchPT2 gesteuert werden, sowie der 

katalytische Transfer von GPP als Donor ermöglicht werden. 

4.2.1 Ortsgerichtete Mutagenese von 5-DMATS und FgaPT2 zur Prenylierung der 

Position C5 des Indolrings in cyclischen Dipeptiden 

4.2.1.1 Ortsgerichtete Mutagenese von 5-DMATS zur Substraterweiterung  

Bis heute stellt die Prenylierung an der Position C5 des Indolringes von tryptophanhaltigen 

CDPs eine Herausforderung dar. Daher war das Ziel in diesem Projekt die Substratspezifität 

von der Tryptophan-Prenyltransferase 5-DMATS, durch ortspezifische Mutagenese, um die 

Akzeptanz von tryptophanhaltigen CDPs (z.B. cyclo-L-Trp-L-Pro) zu erweitern.  

Durch den Abgleich der bekannten Mutationsposition in der Gensequenz von FgaPT2, die zur 

erfolgreichen Erweiterung der Substratspezifität um cyclische Dipeptide führte, sollte die 

analoge Aminosäure in 5-DMATS identifiziert und mutiert werden. Neben FgaPT2 und 

5-DMATS wurden die Gensequenzen weiterer Prenyltransferasen aus Pilzen vergleichen (siehe 

Abbildung 4-7), um konservierte Bereiche zu identifizieren. In FgaPT2 ist es die Aminosäure 

R244, die nach Mutation zu Leucin zur Akzeptanz und sehr gutem Umsatz des cyclischen 

Dipeptids Brevianamid F geführt hat. Die analoge Position in 5-DMATS ist R243, die in diesem 

Projekt ebenfalls zu Leucin mutiert wurde. Dadurch sollte die Prenylierung von Brevianamid F 

an der Position C5 des Indolrings ermöglicht werden, um dies für die Substratherstellung für 

die Zufütterung in einem weiteren Projekt zu nutzen (siehe Abschnitt 4.3.5.1). 
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Abbildung 4-7. Ausschnitt aus dem Sequenzvergleich von FgaPT2 mit verschiedenen bekannten 

Prenyltransferasen zur Identifizierung der Mutationsposition in 5-DMATS analog zu FgaPT2_R244. 

Der vollständige Sequenzvergleich kann im Anhang in Abbildung 7-1 eingesehen werden. 

Die 5-DMATS_L327G (pPM78) Mutante wurde durch Dr. Peter Mai hergestellt und katalysiert 

die Geranylierung von L-Tryptophan (L-Trp, 3). Aufgrund der Annahme, dass durch die 

Mutation zur kleineren Aminosäure der Platz in der aktiven Tasche des Enzyms vergrößert 

wird, wurde in diesem Projekt auch die Doppelmutante 5-DMATS_L327G_R243L hergestellt. 

Der gewonnene Platz in der Aktiventasche, könnte bei der Inkubation mit den CDPs, statt L-Trp, 

vorteilhaft ein. 

Die erfolgreiche Herstellung der Einzelmutante 5-DMATS_R243L (pLC01) und der 

Doppelmutante 5-DMATS_R243L_L327G (pLC02) wurde durch Sequenzierung verifiziert. Es 

wurden die Konstrukte pLC01 und pLC02 in E. coli M15 transformiert und das Protein 

überproduziert. Für die Positivkontrolle wurde der Wildtyp von 5-DMATS (pYL09) 

überproduziert und aufgereinigt. Hierbei wurden 5,4 mg/L des Wildtyps und auf dem SDS-

PAGE kaum sichtbare Mengen der Einzelmutanten 5-DMATS_R243L und der Doppelmutante 

5-DMATS_R243L_L327G erhalten. Die SDS-PAGE Analysen der Mutanten sind im Anhang 

in Abbildung 7-3 und Abbildung 7-4 dargestellt. Die Überproduktion aller 5-DMATS Enzyme 

fand in LB-Medium mit Carbenicillin zur Selektion und der Zugabe von 0,4 mM IPTG bei 

20 °C für 16 h statt.  

Die ersten Enzymreaktionen mit der Einzelmutante 5-DMATS_R243L und der Doppelmutante 

5-DMATS_R243L_L327G wurden mit L-Trp (3), dem natürlichen Substrat des Wildtyps, und 

den zwei cyclischen Dipeptiden cyclo-L-Trp-L-Pro (cWP, 4) und cyclo-L-Trp-L-Leu (cWL, 5) 

getestet (Abbildung 4-8). Der Wildtyp hat das natürliche Substrat umgesetzt (40%), jedoch kein 

cWP (4) und nur 3% cWL (5). Die Einzelmutante 5-DMATS_R243L hat sich analog zum 

Wildtyps verhalten, allerdings weniger L-Trp (3) (19%), cWL (5) (1%) und ebenfalls kein cWP 

(4) umgesetzt. Die Doppelmutante 5-DMATS_R243L_L327G zeigte überhaupt keine 

Aktivität, wobei die Proteinkonzentration nach der Aufreinigung auch sehr niedrig war.  
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Abbildung 4-8. HPLC-Analyse der Enzymassays mit 5-DMATS Wildtyp, der Einzelmutante 

5-DMATS_R243L und der Doppelmutante 5-DMATS_R243L_L327G mit L-Trp, cyclo-L-Trp-L-Pro 

(cWP) und cyclo-L-Trp-L-Leu (cWL) als Substrate. UV-Chromatogramme bei 280 nm. 

Daher kann man ohne weitere Versuche keine Aussage zur Enzymaktivität und ihrer 

Substratspezifikation treffen. Nach diesen ersten Versuchen wurden keine weiteren Versuche 

oder Optimierungen durchgeführt. Dieses Teilprojekt wurde an dieser Stelle eingestellt. 

4.2.1.2 Verschiebung der bevorzugten Prenylierungsposition von C4 zu C5 in CDPs 

durch Mutagenese von FgaPT2 

Neben der von Fan et al. publizierten Erweiterung der Substratspezifität von FgaPT2 durch 

Mutation an der Position R244 (Fan and Li 2016), wurde von Mai et al. berichtet, dass die 

Mutante FagPT2_Y398F eine Verschiebung der Regiospezifität von C4 zu C5 verursacht (Mai 

et al. 2016). Es sollte in diesem Projekt getestet werden, ob die Kombination dieser zwei 

Einzelmutanten zur Doppelmutante FgaPT2_Y398F_R244L auch die Effekte der 

Einzelmutanten vereinen kann. Sollte dies der Fall sein, könnte die Doppelmutante die 

Prenylierung von cWP (4) an der Position C5 katalysieren. 

Die Doppelmutante FgaPT2_R244L_Y398F (pLC08) wurde durch Site-directed Mutagenesis 

ausgehend von FgaPT2_R244L (pALF49) hergestellt und durch Sequenzierung verifiziert. Es 

wurden der Wildtyp FgaPT2 (pIU18) für die Positivkontrolle, die Einzelmutante 
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FgaPT2_Y398F (pPM37) und die Doppelmutante FgaPT2_R244L_Y398F (pLC08) in E. coli 

BL21(DE3)pLysS transformiert und überproduziert. Die Überproduktion aller FgaPT2 Enzyme 

fand in TB-Medium mit Kanamycin zur Selektion und der Zugabe von 0,5 mM IPTG bei 20 °C 

für 16 h statt. Nach der Aufreinigung mit Nickel-NTA wurden 3,4 mg/L des FgaPT2 Wildtyps, 

3,9 mg/L FgaPT2_Y398F und 0,8 mg/L FgaPT2_R244L_Y398F erhalten. Die SDS-PAGE 

Analyse der Doppelmutante kann im Anhang Abbildung 7-5 eingesehen werden. 

Parallel zu den ersten Reaktionen mit der Doppelmutante wurde zum Vergleich der Wildtyp 

und die Einzelmutante FgaPT2_Y398F ebenfalls getestet. Als Substrate wurden L-Trp (3), dem 

natürlichen Substrat des Wildtyps, und die zwei cyclischen Dipeptide cWP (4) und cWL (5) 

eingesetzt (Abbildung 4-9). 

 

Abbildung 4-9. HPLC-Analyse der Enzymassays mit FgaPT2 Wildtyp, der Einzelmutante 

FgaPT2_Y398F und der Doppelmutante FgaPT2_R244L_Y398F mit L-Trp, cyclo-L-Trp-L-Pro (cWP) 

und cyclo-L-Trp-L-Leu (cWP) als Substrate. Die fein-gestrichelte Linie bei den Chromatogrammen von 

cWP weist auch den neuen Produktpeak hin. UV-Chromatogramme bei 280 nm. 

Wie vom Wildtyp erwartet, wurde das natürliche Substrat (3) nahezu vollständig (97%) 

umgesetzt und die cyclischen Dipeptide cWP (4) und cWL (5) mit Umsätzen von 3% und 9% 

nur sehr schlecht akzeptiert. Die Einzelmutante FgaPT2_Y398F zeigte bereits ein gemischtes 

Verhalten und setzt L-Trp (3) nach wie vor sehr gut um (98%), akzeptiert die CDPs besser als 
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der Wildtyp mit einem Gesamtumsatz von 12% für cWP (4) und sogar 87% für cWL (5). Wie 

auch von Mai et al. bei dem Substrat Ardeemin FQ beschrieben (Mai et al. 2016), kommt es 

mit dieser Mutante bei der Umsetzung von cWP (4) zur Verschiebung der Regiospezifität. In 

dieser Reaktion wurden zwei Produkte detektiert, ein Produkt hat die gleiche Retentionszeit 

wie der Produktpeak mit dem Wildtyp, was auf eine C4-Prenylierung (4a4) hindeutet. Bei dem 

neuen Produktpeak könnte es sich aufgrund der Retentionszeit um C5-prenyliertes cWP (4a5) 

handeln. Das Verhältnis der zwei Produkte beträgt 1 : 1,4.  

Das Katalyseverhalten der Doppelmutante ist nicht mehr mit dem des Wildtyps vergleichbar. 

Es setzt L-Trp (3) nur noch schlecht um (18%), die CDPs hingegen deutlich besser als der 

Wildtyp mit Umsätzen von 35% und 69% für cWP (4) und cWL (5). Analog zur Einzelmutante 

kann bei der Umsetzung von cWP (4) zwei Produktpeaks detektiert werden, allerdings hat sich 

das Produktverhältnis stark verschoben 2,9 : 1. Anhand der Retentionszeiten können 26% der 

möglichen Position C4 (4a4) und 9% der Prenylierung an Position C5 (4a5) zugeordnet werden. 

Aufgrund der größeren Menge an Protein nach der Aufreinigung und das besser 

Produktverhältnisses zu Gunsten der möglichen Prenylierung an der Position C5 wurde die 

Mutante FgaPT2_Y398F für die Prenylierung von cWP (4) an C5 zur Substratherstellung für 

das Projekt in Abschnitt 4.3.5.1 verwendet.  

Auch hier wurde das Projekt ohne weiterführende Versuche und Optimierung an dieser Stelle 

beendet. Diese Versuche können lediglich als ersten Anhaltspunkt des Katalyseverhaltens der 

Doppelmutante gesehen werden. 

4.2.2 Steuerung der Mehrfachprenylierungen von EchPT2 durch ortspezifischer-

Mutagenese 

Die Prenyltransferase EchPT2 weist ein außergewöhnliches Katalyseverhalten auf, da sie 

bereits einfach prenylierte CDPs akzeptiert und diese dann mehrfach weiter prenyliert. EchPT2 

wurde von Wohlgemuth et al. identifiziert und charakterisiert. Nachdem cyclo-L-Trp-L-Ala 

(cWA, 6) und cWP (4) von EchPT1 an C2 zu 6b2 und 4b2 revers prenyliert wurde, katalysiert 

EchPT2 di-, tri- und tetra-Prenylierungen (Wohlgemuth et al. 2017; Wohlgemuth et al. 2018). 

Bemerkenswert ist, dass ein einziges Enzym in der Lage ist so viele verschiedene Positionen 

(C4, C5 bzw. C7) zu prenylieren. Durch die ortsgerichtete Mutagenese sollen die 

Mehrfachprenylierungen gesteuert und gezielt eingesetzt werden können.  
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Zur Identifizierung der Aminosäuren, die für eine Mutation infrage kommen, wurde zunächst 

einmal die Aminosäuresequenz von EchPT2 ebenfalls mit FgaPT2 und verschieden anderen 

Prenyltransferasen verglichen (siehe Abbildung 4-10). Es wurden hauptsächlich die 

konservierten Bereiche analysiert, um nach Abweichungen in der Gensequenz von EchPT2 

gegenüber den anderen Prenyltransferasen zu identifizieren. Auffällig war die Aminosäure an 

der Position 404, denn hier hat EchPT2 die kleine unpolare Aminosäure Alanin, wohingegen 

die meisten anderen Prenyltransferasen größere aromatische Aminosäuren wie Tryptophan, 

Tyrosin oder Phenylalanin haben. Diese Position sollte durch den Austausch von 404 Alanin 

durch die aromatischen Aminosäuren Tryptophan, Tyrosin und Phenylalanin mutiert werden. 

Die Prenyltransferase 5-DMATS wies an dieser Position anstatt einer aromatischen 

Aminosäure Leucin auf (vgl. Abbildung 4-10), weshalb 404 Alanin in EchPT2 auch gegen 

Leucin ausgetauscht wurde.  

 

Abbildung 4-10. Ausschnitt aus dem Sequenzvergleich von FgaPT2 mit verschiedenen bekannten 

Prenyltransferasen zur Identifizierung möglicher Mutationspositionen in EchPT2. Der vollständige 

Sequenzvergleich kann im Anhang in Abbildung 7-1 eingesehen werden. 
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Die Mutation der Position M328 zu Glycin in FgaPT2 erwies sich als entscheidend für die 

Akzeptanz von GPP (Mai et al. 2018). Die analoge Position L334 in EchPT2 wurde ebenfalls 

durch Glycin ausgetauscht und die Akzeptanz gegenüber GPP getestet.  

Für die Durchführung der ortsgerichteten Mutagenese wurde als Template EchPT2 (pVW83) 

verwendet, welches von Wohlgemuth et al. veröffentlicht und zur Verfügung gestellt wurde. 

Durch die Site-directed Mutagenesis wurden folgende Mutationen eingeführt: EchPT2_A404W 

(pLC03), EchPT2_A404L (pLC04), EchPT2_A404Y (pLC05), EchPT2_A404F (pLC06) und 

EchPT2_L334G (pLC07). Die Mutationen wurden durch Sequenzierung bestätigt. 

Alle erhaltenen Konstrukte wurden in E. coli M15 transformiert und die Proteine 

überproduziert. Die Überproduktion aller EchPT2 Enzyme fand in LB-Medium mit 

Carbenicillin zur Selektion und der Zugabe von 0,5 mM IPTG bei 30 °C für 16 h statt. 

Anschließend wurden sie mittels Affinitätschromatographie über Ni-NTA aufgereinigt. Die 

Proteinausbeute für die Mutanten lag zwischen 0,3 mg/L und 0,8 mg/L Kultur und bewegen 

sich somit im gleichen Bereich wie der Wildtyp mit 0,8 mg/L Kultur. Die Analyse mittels SDS-

PAGE von den Mutanten ist im Anhang in Abbildung 7-6 dargestellt. So wie beim Wildtyp 

auch beobachtet wurde, ist auch bei den Mutanten noch viel Protein im unlöslichen 

Proteinanteil zu sehen. 

Die ersten Versuche mit den Mutanten wurden mit DMAPP und den Substraten cWA (6) und 

cWP (4), die zuvor durch EchPT1 an C2 revers prenyliert wurden cWA-P (6b2) und cWP-P 

(4b2), sowie Tryprostatin B (Tryp B, 4a2) getestet. Zum Vergleich und als Positivkontrolle 

wurde auch der Wildtyp von EchPT2 inkubiert.  

Die HPLC-Chromatogramme der einzelnen Reaktionen sind in Abbildung 4-11 dargestellt. In 

den Enzymassays mit dem EchPT2 Wildtyp wurden bei allen drei Substraten aufgrund der 

Mehrfachprenylierungen mehrere Produktpeaks detektiert. Auffällig jedoch ist, dass der 

Gesamtumsatz von cWA-P (6b2) mit 9% sehr gering ist. Trotz des geringen Umsatzes konnten 

drei Produktpeaks detektiert werden. Durch den sehr guten Gesamtumsatz von cWP-P (4b2) 

(88%) kann von einer ausreichenden Enzymaktivität ausgegangen werden. Bei diesem Substrat 

wurden fünf Produktpeaks detektiert, wobei das Hauptprodukt einen Umsatz von 72% 

ausmacht. Auch das regulär C2-prenylierte Substrat Tryp B (4a2) wurde gut akzeptiert und 

wies mindestens zwei Produktpeaks und einem Gesamtumsatz von 50% auf. Die Reaktionen 

mit den Mutanten EchPT2_A404W, EchPT2_A404F, EchPT2_A404Y und EchPT2_A404L 

führten mit keinem der drei Substrate zu einer Produktbildung.  
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Abbildung 4-11. HPLC-Analyse der Enzymassays mit dem EchPT2 Wildtyp und den Einzelmutanten 

der Position A404 in EchPT2. Als Substrate wurden revers C2-prenyliertes cyclo-L-Trp-L-Ala (cWA-P), 

revers C2-prenyliertes cyclo-L-Trp-L-Pro (cWP-P) und Tryprostatin B (Tryp B) eingesetzt. Umsätze 

wurden durch Integration der Peakflächen in UV-Chromatogramme bei 280 nm ermittelt. 

Möglicherweise führten die Mutationen zur Veränderung der Substratspezifität, anstatt der 

gewünschten Regiospezifität. Deshalb wurden auch die unprenylierten CDPs cWA (6) und 

cWP (4) als Substrate getestet. Die HPLC-Chromatogramme dieser Enzymassays sind in 

Abbildung 4-12 dargestellt. Die Reaktionen mit dem EchPT2 Wildtyp setzte keines der beiden 
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Substrate um. Bei der Inkubation der Mutante EchPT2_A404Y mit cWP (4) als Substrat wurden 

zwei Produktpeaks mit einem Gesamtumsatz von 5% detektiert. Alle anderen Mutanten zeigten 

mit keinem der Substrate eine Produktbildung.  

 

Abbildung 4-12. HPLC-Analyse der Enzymassays mit EchPT2 Wildtyp und den Einzelmutanten der 

Position A404 in EchPT2 mit cyclo-L-Trp-L-Ala (cWA) und cyclo-L-Trp-L-Pro (cWP) als Substrate. 

UV-Chromatogramme bei 280 nm. 
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Neben den zuvor gezeigten Mutanten wurde auch eine Mutante hergestellt, bei der an der 

Position 334 die Aminosäure von Leucin zu Glycin ausgetauscht wurde. Dies ist die analoge 

Position, die bei anderen Prenyltransferase den katalytischen Transfer von GPP anstatt DAMPP 

ermöglicht hat (vgl. Abbildung 4-10). Die Mutante EchPT2_L334G wurde mit den prenylierten 

Substraten 6b2, 4b2 und Tryp B (6a2) und GPP als Prenyldonor getestet. Zum Vergleich 

wurden auch der EchPT2 Wildtyp mit GPP, sowie die Mutante mit DMAPP inkubiert und 

analysiert. Die HPLC-Chromatogramme sind in Abbildung 4-13 dargestellt. 

 

 

Abbildung 4-13. HPLC-Analyse der Enzymassays mit dem EchPT2 Wildtyp und der Mutante 

EchPT2_L334 mit revers C2-prenyliertem cyclo-L-Trp-L-Ala (cWA-P), revers C2-prenyliertem 

cyclo-L-Trp-L-Pro (cWP-P) und Tryprostatin B (Tryp B) als Substrate. Als Prenyldonor wurde neben 

DMAPP auch GPP eingesetzt. UV-Chromatogramme bei 280 nm. 

Der Wildtyp weist gegenüber keinem der Substrate mit GPP eine Aktivität auf. Wohingegen 

die Mutante EchPT2_L334G bei allen drei Substraten zur Produktbildung führt, auch wenn 

diese teils sehr gering mit 3% bei 6b2 und 1% bei Tryp B (6a2) ausfällt. Trotz des sehr geringen 

Umsatzes wurden bei beiden Substraten mindestens zwei Produktpeaks detektiert. Mit dem 

Substrat 4b2 lag der Gesamtumsatz von drei Produktpeaks mit 14% in einem moderaten 
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Bereich. Die Reaktionen mit EchPT2_L334G und DMAPP als Prenyldonor zeigten lediglich 

bei dem Substrat 4b2 einen geringen Gesamtumsatz von 2%. 

Wie bei dem vorangegangenen Abschnitt wurde das Projekt mit den Mutanten von EchPT2 zu 

einem recht frühen Zeitpunkt zu Gunsten anderer Projekte eingestellt. Die gezeigten Ergebnisse 

stellen lediglich die ersten Versuche dar, die zwar erste Anhaltspunkte liefern, jedoch weder 

reproduziert noch optimiert wurden.  
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4.3 Heterologe Expression von Prenyltransferasen und Cytochrom P450 

Genen in S. cerevisiae sowie Zufütterung verschiedener Substrate 

In der vorliegenden Arbeit wurden die Cytochrom P450 Enzyme FtmP450-1 (EAW19750 | 

NFIA_093700) und FtmP450-2 (EAW19753 | NFIA_093730) aus N. fischeri NRRL 181 

untersucht. Zusammen mit Red1 (EAW16324 | NFIA_056730), der NADPH Cytochrom P450 

Reduktase, sind sie in der Lage Tryprostatin B (Tryp B, 4a2) zu hydroxylieren (FtmP450-1) 

bzw. einen Ringschluss (FtmP450-2) einzuführen. Die Plasmide pVW74 und pVW86 wurden 

von Viola Wohlgemuth zur Verfügung gestellt. Jedes Plasmid enthält das jeweilige CYP Gen 

und das Gen der Reduktase red1 im pESC-URA Vektor. Alle weiterführenden Arbeiten wurden 

im Rahmen dieser Arbeit durchgeführt, dazu gehören die Transformation, heterologe 

Expression, Zufütterung, sowie Isolierung und Charakterisierung entstandener Produkte. Die 

heterologe Expression dieser Gene in S. cerevisiae und anschließender Biotransformation von 

zugefütterten Substraten wurde getestet. Wenn nicht anders erwähnt, wurde immer ftmP450-1 

bzw. ftmP450-2 zusammen mit der homologen Reduktase red1 co-exprimiert. Zur besseren 

Lesbarkeit wird im Folgenden nur noch die Expression von ftmP450-1 bzw. ftmP450-2 

erwähnt. 

Des Weiteren wurde die Co-Expression der Cytochrom P450 (CYP) Gene mit den 

C2-Prenyltransferasen ftmPT1 aus A. fumigatus bzw. brePT aus A. versicolor untersucht. Diese 

Co-Expression sollte die Zufütterung unprenylierter CDPs ermöglichen. Die hierfür 

verwendeten pESC-HIS Konstrukte (pAF16 und pAF17) mit dem jeweiligen Gen der 

Prenyltransferase wurden von Alexander Frehse zur Verfügung gestellt. 

In diesem Kapitel sind alle UV-Chromatogramme bei 290 nm (schwarz) dargestellt. Die EICs 

der tryptophanhaltigen cyclischen Dipeptiden sind in Blau, die EICs der prenylierten 

Substanzen in Grün und die EICs der Produkte der CYP P450 Enzyme in Rot abgebildet. Alle 

EICs weisen eine Toleranz von 0,005 Da auf. Umsätze wurden durch Integration der 

Peakflächen der UV-Absorption bei λ = 290 nm bestimmt. Falls nicht anders erwähnt, wurden 

alle LC-MS Analysen nach einer Kultivierungszeit von 24 h nach Zufütterung dargestellt. 
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4.3.1 Etablierung eines heterologen Expressionssystems für ftmP450-1 bzw. ftmP450-2 

in S. cerevisiae 

Zu Beginn dieses Projektes mussten die Versuchsbedingungen für das heterologe 

Expressionssystem etabliert werden. Dies sollte anhand der CYP Enzyme FtmP450-1 bzw. 

FtmP450-2 und dem natürlichen Substrat Tryp B (4a2) erfolgen. Das verwendetet Tryp B (4a2) 

wurde aus einer A. nidulans Kultur isoliert (vgl. Abschnitt 3.8.4.1 und das NMR Spektrum in 

Abbildung 7-21). Als Expressionsorganismus diente der in dem Arbeitskreis hergestellten 

S. cerevisiae KO3 Stamm. Er wurde gentechnisch so modifiziert, dass die beiden Peptidasen 

prb1 und pep4 deletiert sind (Hühner et al. 2019), da Peptidasen in Verdacht stehen auch 

heterologe Enzyme abzubauen (Kerstens and Van 2018). Darüber hinaus verfügt dieser Stamm 

auch über eine DMAPP Überproduktion (Backhaus et al. 2017; Hühner et al. 2019), was eine 

spätere Co-Expression der FtmP450 Enzyme mit einer Prenyltransferase ohne Zugabe des 

Prenyldonors DMAPP ermöglicht.  

Die beiden pESC-URA-Vektoren mit den CYP Gene (pVW74 und pVW86) wurden jeweils 

über die Li-Acetat Methode in den Expressionsstamm KO3 transformiert und mittels SC-URA 

Medium (2% Glucose) selektiert. Für die anschließende Biotransformation wurde zuerst eine 

Zelldichtekultur im Selektionsmedium SC-URA (2% Galaktose) angezogen. Diese Zellen 

wurden anschließend abzentrifugiert und in Hefevollmedium (2% Galaktose) wieder 

aufgenommen und stellt die Zufütterungskultur dar. Das Verhältnis der Kulturen mit 

Selektions- und Vollmedium betrug 10 : 1. Die Reduzierung des Volumens hat zwei Vorteile, 

zum einen liegt für die Zufütterung eine viel höhere Zelldichte vor und zum anderen wird 

weniger Substrat für die Zufütterung benötigt. Die genauen Kultivierungsbedingungen können 

dem Abschnitt 3.7.2 entnommen werden.  

Während der ersten Expressionen von ftmP450-1 bzw. ftmP450-2 in S. cerevisiae KO3 mit 

zugefüttertem Tryp B (4a2) als natürliches Substrat, wurden Proben zu verschiedenen 

Zeitpunkten (0 h, 6 h, 18 h, 24 h, 48 h) entnommen und mittels LC-MS analysiert. Hierdurch 

sollte festgestellt werden, ob die gewählten Bedingungen geeignet sind und wie lange die 

Zufütterungskultur inkubiert werden muss, um den höchsten Umsatz zu erzielen. Die 

Enzymreaktionen sowie die die LC-MS Messung mit den jeweiligen UV-Chromatogrammen 

(schwarz), der EICs des zugefütterten Substrates Tryp B (4a2) (grün) und der EICs der 

entsprechenden Produkte (4a2h6 bzw. 4a2r12) (rot) sind in Abbildung 4-14 dargestellt.  
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Abbildung 4-14. LC-MS Analyse des Rohextrakts der heterologen Expression von ftmP450-1 (links) 

bzw. ftmP450-2 (rechts) in S. cerevisiae KO3 zu den Zeitpunkten 0h, 6h, 18h, 24h, 48h. Es sind EICs 

des Substrates Tryprostatin B in grün und die des jeweiligen Produktes in rot dargestellt. 
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Das CYP Enzym FtmP450-1 hydroxyliert Tryp B (4a2) an der Position C6 des Indolrings, 

sodass das Produkt 6-Hydroxytryprostatin B (6-OH-Tryp B, 4a2h6) mit m/z 368,197 entsteht. 

Die Biotransformation von Tryp B (4a2) durch FtmP450-2 führt zu einem Ringschluss 

zwischen C1՚ der Prenyleinheit und N12 des Diketopiperazinrings. Dabei entsteht das Produkt 

Demethoxyfumitremorgin C (4a2r12) mit m/z 350,186. Die Messreihen in Abbildung 4-14 

zeigen gute Umsätze mit den verwendeten Versuchsbedingungen und die höchste 

Produktausbeute bei einer Kultivierungsdauer von 24 h nach der Zufütterung. FtmP450-1 setzte 

56% und FtmP450-2 64% des Substrates Tryp B (4a2) zum jeweiligen Produkt um. Bei 

längeren Inkubationszeiten konnte in dem Versuch bei der heterologen Expression von 

ftmP450-1 ein Abbau des Produktes 6-OH-Tryp B (4a2h6) beobachtet werden. Es wurde 

geprüft, ob der Abbau zu neuen Substanzen führt. Doch hierfür konnten keine Anhaltspunkte 

gefunden werden, sodass angenommen wird, dass das Produkt nicht weiter umgesetzt wurde. 

Die dargestellten LC-MS Messungen zeigen, dass auch die verwendetet LC-MS Methode zur 

Trennung und Analyse der gesuchten Produkte gut geeignet ist.  

In Abbildung 4-15a – d sind die durchgeführten Negativkontrollen dargestellt. Hierfür wurde 

die Konstrukte mit ftmP450-1 (a) und mit ftmP450-2 (b) ohne Zufütterung von Tryp B (4a2) 

kultiviert.  

 

Abbildung 4-15. LC-MS Analyse des Rohextrakts der Negativkontrollen. Heterologe Expression von 

ftmP450-1 (a) und ftmP450-2 (b) ohne Substrat sowie des Leervektors pESC-URA (c) und des 

Leervektors pESC-URA mit Tryprostatin B (4a2) als Substrat (d) jeweils in S. cerevisiae KO3. 

Dargestellt sind die UV-Chromatogramme (schwarz), die EICs des Substrates Tryprostatin B (grün) und 

der Produkte (rot). 
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Zusätzlich wurde der Leervektor pESC-URA mit (c) und ohne (d) Zufütterung von Tryp B 

(4a2) kultiviert. Mit diesen Kontrollen wurde sichergestellt, dass die zuvor beobachten 

Produktbildungen aufgrund der Umsetzung des zugefütterten Substrates durch die heterolog 

exprimierten CYP Gene entstanden sind. Die Massen der entsprechenden CYP Produkte 

konnten in keiner LC-MS Messung der Negativkontrollen detektiert werden. Dies bestätigt, 

dass das heterologe Expressionssystem für die Umsetzung des Substrates Tryp B (4a2) zu den 

beobachteten Produkten verantwortlich ist. 

Um die gewählten experimentellen Bedingungen zu verifizieren wurde jeweils eine 

unabhängige Dreifachbestimmung durchgeführt. Repräsentativ dafür, ist jeweils eine LC-MS 

Messungen des Rohextrakts von FtmP450-1 bzw. FtmP450-2 mit Tryp B (4a2) in Abbildung 

4-16 dargestellt. Die Produktausbeute von 6-OH-Tryp B (4a2h6) durch FtmP450-1 beträgt 24 h 

nach Zufütterung 92 ± 6% und 57 ± 10% für Demethoxyfumitremorgin C (4a2r12) nach der 

Umsetzung von Tryp B (4a2) durch FtmP450-2. 

 

 

Abbildung 4-16. LC-MS Analysen der Biotransformation von Tryprostatin B (4a2) durch FtmP450-1 

bzw. FtmP450-2 in S. cerevisiae KO3. Produktausbeuten der unabhängigen Dreifachbestimmung an 

6-Hydroxytryprostain B (4a2h6) von 92 ± 6% und Demethoxyfumitremorgin C (4a2r12) 57 ± 10%. 

UV-Chromatogramme sind in Schwarz, die EICs der Substrate 4a2 in Grün und der jeweiligen Produkte 

in Rot dargestellt. 

Die sehr guten Produktausbeuten in allen Versuchen zeigen, dass die gewählten Bedingungen 

reproduzierbar und damit als Grundlage für weitere Experimente geeignet sind. Ab diesem 

Punkt stellen diese experimentellen and analytischen Bedingungen die Standardbedingungen 

für alle weiteren Versuche dar. Die Biotransformation von Tryp B (4a2) durch Ftm450-1 bzw. 

FtmP450-2 diente von nun an als Positivkontrolle. 
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4.3.1.1 Isolierung und Charakterisierung der entstandenen Produkte in der 

Biotransformation von Tryprostatin B mit FtmP450-1 und FtmP450-2 

Die Analyse mittels LC-MS ist nur ein erster Anhaltspunkt, dass es sich um die erwarteten 

Produkte 6-OH-Tryp B (4a2h6) und Demethoxyfumitremorgin C (4a2r12) handelt. Die genaue 

Struktur passend zur detektierten Masse wurde mit Hilfe der NMR Spektroskopie bestätigt. Um 

die Produkte isolieren zu können, wurden Isolierungsansätze kultiviert und mit Ethylacetat 

extrahiert. Das dadurch erhaltene ölige Rohextrakt enthielt im Verhältnis zu den vielen 

Begleitsubstanzen sehr wenig des gewünschten Produktes. Eine semi-präparative Isolierung 

mittels HPLC wäre dadurch sehr zeitaufwendig und eine enorme Belastung des Säulenmaterials 

gewesen. Hingegen eine Isolierung des reinen Produktes über eine Kieselgelsäule wäre, 

aufgrund der geringen Konzentration des eigentlichen Produkts, sowie der vielen 

Begleitsubstanzen mit teilweise ähnlichen Polaritäten, sehr aufwendig. Daher wurde zur 

effizienteren Isolierung eine Kombination der beiden Methoden gewählt. Zunächst wurde das 

Produkt über eine Kieselgelsäule von dem Hauptteil der Begleitsubstanzen im Rohextrakt 

getrennt. Anschließend wurden die mit Produkt angereicherten Fraktionen mittels semi-

präparativer HPLC weiter aufgetrennt und das Produkt in reiner Form isoliert. Auf diese Weise 

wurde ausgehend von 350 mL Zufütterungskultur 1,5 mg des Produktes 6-OH-Tryp B (4a2h6) 

aus dem Rohextrakt der Biotransformation mit FtmP450-1 isoliert. Ausgehend von 300 mL der 

Zufütterungskultur von FtmP450-2 wurden 1,1 mg reines Demethoxyfumitremorgin C 

(4a2r12) aus dem Rohextrakt isoliert. Beide Produkte wurden anschließend mittels 1H-NMR 

analysiert und konnten durch den Abgleich der NMR Daten in der Literatur bestätigt werden 

(Tsunematsu et al. 2013; Wang et al. 2012). Die dazugehörigen NMR Spektren sind in 

Abbildung 7-22 und Abbildung 7-25 und die NMR Daten in Tabelle 7-6 bzw. Tabelle 7-7 

dargestellt.  

4.3.2 Heterologe Expression der C2-Prenyltransferasen ftmPT1 aus A. fumigatus und 

brePT aus A. versicolor in S. cerevisiae 

Das erfolgreich etablierte heterologe Expressionssystem für die Überproduktion der zwei CYP 

Enzyme FtmP450-1 und FtmP450-2 in S. cerevisiae KO3 sollte nun auch für die 

Prenyltransferasen FtmPT1 und BrePT getestet werden. FtmPT1 katalysiert die Umsetzung des 

CDPs cWP (4) (Brevianamid F) zu Tryp B (4a2) durch reguläre C2-Prenylierung. Diese 

Reaktion stellt einen Schritt aus dem Fumitremorgin Biosyntheseweg dar und führt zu dem 

Substrat für die zwei CYP Enzyme (vgl. Abbildung 1-6 in der Einleitung). Analog zu Tryp B 
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(4a2) weist Deoxybrevianamid E (4b2) ebenfalls eine C2-Prenylierung an cWP (4) auf. Diese 

kann durch die Prenyltransferase BrePT transferiert werden, allerdings in reverser Orientierung 

(vgl Abbildung 4-18). Inwiefern diese Verbindung auch als Substrat für das CYP Enzym 

FtmP450-1 dienen kann, wird zu einem späteren Zeitpunkt im Rahmen dieser Arbeit getestet 

(Abschnitt 4.3.3.1). Das andere CYP Enzym FtmP450-2 benötigt jedoch die reguläre 

Orientierung der Prenylgruppe für den Ringschluss, daher kommt eine Co-Expression von 

ftmP450-2 mit brePT nicht infrage. Die Gene der beiden Prenyltransferasen ftmPT1 und brePT 

wurde im Rahmen der Promotion von Alexander Fehse im einem pESC-HIS Vektor kloniert 

(pAF17 für ftmPT1 und pAF16 für brePT) und für die geplanten Co-Expressionen zur 

Verfügung gestellt. Die Transformation von pAF17 bzw. pAF16 erfolgte ebenfalls in 

S. cerevisiae KO3 mit der Li-Acetat Methode mit Selektion auf SC-His Platten. Die 

Prenyltransferasen wurden unter den gleichen Kultivierungsbedingungen wie die CYP Enzyme 

überproduziert, jedoch unter Berücksichtigung des entsprechenden Selektionsmediums. Der 

KO3 Stamm ist in der Lage den Prenyldonor DMAPP selbst zu produzieren, welches für die 

Prenylierung notwendig ist. Daher musste der Zufütterungskultur lediglich das natürliche 

Substrat, cWP (4), der beiden Prenyltransferasen hinzugefügt werden.  

4.3.2.1 Heterologe Expression der C2-Prenyltransferase ftmPT1 in S. cerevisiae und 

Zufütterung verschiedener cyclischer Dipeptide 

Die reguläre C2-Prenylierung von verschiedenen tryptophanhaltigen CDPs als chemo-

enzymatische Reaktion mit rekombinantem FtmPT1 Protein ist bereits literaturbekannt 

(Wollinsky et al. 2012a). Die Akzeptanz solcher Substanzen durch FtmPT1 nach heterologer 

Expression in S. cerevisiae KO3 sollte überprüft werden. Hierzu wurde FtmPT1 in S. cerevisiae 

KO3 überproduziert und als erstes Experiment (Positivkontrolle) wurde das natürliche Substrat 

cWP (4) zugefüttert, um die Funktionalität des heterologen Expressionssystem zu bestätigen. 

Anschließend wurden noch folgende CDPs durch Zufütterung getestet: die anderen 

Stereoisomere von cWP (4) (cyclo-D-Trp-D-Pro (7) cyclo-L-Trp-D-Pro (8), cyclo-D-Trp-L-Pro 

(9)), sowie cWL (5) und cWA (6). Die Biotransformationen wurden in Doppelbestimmung 

durchgeführt und die Ergebnisse sind in Tabelle 4-2 zusammengefasst. Jeweils eine LC-MS 

Messung der Doppelbestimmungen der verschiedenen zugefütterten CDPs ist in Abbildung 

4-17 dargestellt. Von der jeweiligen LC-MS Messung ist das UV-Chromatogramm bei 290 nm, 

(schwarz), das EIC des entsprechenden Substrates (X) (blau) mit m/z 284,139 und das EIC des 

entsprechenden Produktes (Xa2) (grün) mit m/z 352,202 dargestellt. 
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Tabelle 4-2: Umsätze der Biotransformation der verschiedenen CDPs (X) durch FtmPT1 in 

S. cerevisiae KO3 zu regulär C2-prenylierten Produkten (Xa2). Alle Messungen wurden in 

Doppelbestimmung durchgeführt.  

zugefütterte CDPs (X) 

Umsatz der CDPs (X) durch Biotransformation 

mit FtmPT1 zu regulär C2-prenyliertes 

Produkt (Xa2)  

cyclo-L-Trp-L-Pro (4) 91 ± 1% 

cyclo-D-Trp-D-Pro (7) 10 ± 2%* 

cyclo-L-Trp-D-Pro (8) 56 ± 8% 

cyclo-D-Trp-L-Pro (9) 17 ± 3% 

cyclo-L-Trp-L-Leu (5) 75 ± 7% 

cyclo-L-Trp-L-Ala (6) 7 ± 2% 

*exklusive des Anteiles an cWP (4) aus dem Medium, welches umgesetzt wurde und die gleiche RT hat 

Bei dem Versuch die Bedingungen der Biotransformation von den CYP Enzymen auf die 

heterologe Expression der Prenyltransferase ftmPT1 zu übertragen, wurde ein sehr guter 

Umsatz von cWP (4) (91 ± 1%) zu Tryp B (4a2) erhalten. Die Negativkontrollen, in denen der 

Leervektor pESC-HIS mit und ohne Substrat kultiviert und analysiert wurde (siehe Abbildung 

4-17a + b), zeigen keine Produktbildung mit m/z 352,202. Lediglich m/z 284,139 passend zu 

cWP (4) zeigt einen kleinen Peak, was auf das cWP (4) im verwendeten YPGal Medium 

zurückzuführen ist.  

Nach dem vielversprechenden Ergebnis der Biotransformation von cWP (4) durch FtmPT1 

wurden die anderen CDPs dem heterologen Expressionssystem zugefüttert. Bei der 

Biotransformation von cyclo-L-Trp-D-Pro (8) und cWL (5) durch FtmPT1 in KO3 zu den 

C2-prenylierten Produkten 8a2 und 5a2 wurden gute Umsätze von 56 ± 8% und 75 ± 7% 

beobachtet. Das CDP cWA (6) wurde in vivo nur im geringen Maße (7 ± 2%) von FtmPT1 an 

C2 zu 6a2 prenyliert. Die Stereoisomere cyclo-D-Trp-L-Pro (9) und cyclo-D-Trp-D-Pro (7) 

zeigten mit FtmPT1 noch moderate Umsätze von 17 ± 3% und 10 ± 2% an den C2-prenylierten 

Produkten 9a2 und 7a2. Das Hefevollmedium der Zufütterungskultur enthält in kleinen 

Mengen das CDP cWP (4). Dies führte bei der Analyse der Biotransformation von dem 

Enantiomer cyclo-D-Trp-D-Pro (7) als Substrat zur Überlagerung der Retentionszeiten der 

beiden Produkte (7a2 und 4a2), da cWP (4) aus dem Medium ebenfalls von FtmPT1 prenyliert 

(4a2) wurde. Um diesen Fehler herausrechnen zu können, wurde der Produktanteil an 4a2 

resultieren von cWP (4) aus dem Medium in den Messungen der anderen CDPs der gleichen 

Versuchsreihe berechnet und von dem Produktpeak von 7a2 subtrahiert.  
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Abbildung 4-17. LC-MS Analysen der Rohextrakte der Negativkontrollen (a + b) und der 

Biotransformationen von verschiedenen CDPs durch FtmPT1 (c – h). Es sind die UV-Chromatogramme 

(schwarz) und die EICs der CDPs (blau) sowie der jeweils prenylierten Produkte (grün) dargestellt. *Der 

Produktanteil resultierend aus cWP aus dem Medium, bei Überlagerung wurde der Anteil bereits 

rausgerechnet. 

Bei den anderen Stereoisomeren (cyclo-L-Trp-D-Pro (8) und cyclo-D-Trp-L-Pro (9)) von cWP 

(4) gab es zwar keine Überlagerung der Retentionszeiten der C2-prenylierten Produkte 4a2, 

doch aufgrund der identischen Masse ist in den EICs der Produkte ein zusätzlicher Peak zu 

sehen. Dieser Produktpeak 4a2, resultierend von cWP (4) aus dem Medium, ist in der 
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Abbildung 4-17e und f jeweils mit einem Sternchen (*) gekennzeichnet und wurden bei der 

Umsatzberechnung nicht berücksichtigt.  

Neben den C2-Prenylierungen wurden teilweise noch weitere Positionen, wie z. B. C3, in 

geringem Maße von FtmPT1 prenyliert, was ebenfalls bekannt ist (Wollinsky et al. 2012b; Zhou 

et al. 2016). Diese weiteren Produkte wurden bei der Umsatzberechnung mitberücksichtig sind 

jedoch nicht weiter aufgeführt. Da auch die C3-prenylierte Produkte die identische Masse wie 

das C2-prenylierte Derivat besitzen, sind sie ebenfalls als Peak im EIC 352,202 zu sehen. 

Aufgrund der geringeren Polarität durch den Ringschluss nach C3-Prenylierung und der damit 

einhergehenden längeren Retentionszeiten, werden die C3-prenylierten Produkte rechts neben 

dem C2-prenyliertem Produkt detektiert (vgl. Abbildung 4-17). Ein weiterer Effekt des 

Ringschlusses bei den C3-prenylierten Derivaten ist die leichtere Ionisierbarkeit, weshalb sie 

im UV-Chromatogramm kaum als Peak zu sehen sind, der Peak im EIC jedoch wesentlich 

intensiver ist. Dies ist z. B. in der LC-MS Messung mit cWL (5) als Substrat deutlich zu sehen 

(Abbildung 4-17g). 

4.3.2.2 Heterologe Expression der C2-Prenyltransferase brePT in S. cerevisiae und 

Zufütterung des natürlichen Substrates  

Die erfolgreichen heterologen Expressionssysteme in S. cerevisiae für die CYP Gene und das 

ftmPT1 Gen der Prenyltransferase, wurden bereits in den vorangegangenen Abschnitten 

dargestellt. Nun sollte auch das für die reverse C2-Prenylierung verantwortliche brePT Gen 

heterolog exprimiert werden und als Substrat cWP (4) zugefüttert werden. Die Versuche 

wurden jeweils in Doppelbestimmung durchgeführt und die Biotransformation mit BrePT 

zeigte einen guten Umsatz von cWP (4) (53 ± 10%) zu Deoxybrevianamid F (4b2) und die 

LC-MS Analyse des Rohextraktes der Biotransformation ist in Abbildung 4-18 gezeigt.  

 

Abbildung 4-18 Enzymatische Reaktion der Biotransformation von Brevianamid F (4) durch BrePT in 

S. cerevisiae KO3 (links) und die LC-MS Analyse des Rohextraktes (rechts). Produktausbeute einer 

unabhängigen Doppelbestimmung an Deoxybrevianamid E (4b2) von 53 ± 10%. Es sind das 

UV-Chromatogramm (schwarz), das EIC des Substrates (blau) und des prenylierten Produktes (grün) 

dargestellt.  
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Von der jeweiligen LC-MS Messung ist das UV-Chromatogramm bei 290 nm, (schwarz), das 

EIC des Substrates (4) (blau) mit m/z 284,139 und das EIC des Produktes (4b2) (grün) mit 

m/z 352,202 dargestellt. Der Umsatz von 53 ± 10% zeigt deutlich, dass die 

Standardbedingungen für die CYP Enzyme auch auf diese Prenyltransferase übertragen werden 

kann. Dieses heterologe Expressionssystem wird zu einem späteren Zeitpunkt als 

Co-Expression brePT mit ftmP450-1 getestet (Abschnitt 4.3.3.3). 

4.3.3 Heterologe Co-Expression einer Prenyltransferase mit einem Cytochrom P450 

Enzym in S. cerevisiae und Zufütterung tryptophanhaltiger cyclischer Dipeptide 

In den vorangegangenen Abschnitten wurde die Aktivität der CYP Enzyme FtmP450-1 und 

FtmP450-2, sowie die der Prenyltransferasen FtmPT1 und BrePT im heterologen 

Expressionssystem S. cerevisiae KO3 nachgewiesen. Diese positiven Ergebnisse waren die 

Voraussetzung für die Co-Expression der Prenyltransferase ftmPT1 mit einem der CYP Gene 

ftmP450-1 bzw. ftmP450-2. Auf diese Weise können verschiedene tryptophanhaltige CDPs 

zugefüttert werden, die dann zunächst durch FtmPT1 regulär C2-prenyliert werden und 

anschließend zur weiteren Umsetzung durch die CYP Enzyme als Substrate zur Verfügung 

stehen. Eine andere die Kombination der Co-Expression stellt die Prenyltransferase brePT mit 

ftmP450-1 in S. cerevisiae KO3 dar. Realisiert wurde die Co-Expressionen durch die 

Co-Transformation des pESC-HIS Konstruktes mit dem Gen der Prenyltransferase mit dem 

pESC-URA Konstruktes mit dem Gen für des CYPs mittels Li-Acetat Methode in S. cerevisiae 

KO3. Die Selektion für die Co-Transformation ist durch die Verwendung des 

Selektionsmediums SC-HIS-URA möglich.  

 

Abbildung 4-19. LC-MS Analyse der Rohextrakte der Negativkontrollen der Leervektoren pESC-HIS 

und pESC-URA ohne Zufütterung (a) und mit cyclo-L-Trp-L-Pro als Substrat (b) jeweils in S. cerevisiae 

KO3 in YPGal Medium. Dargestellt sind die UV-Chromatogramme (schwarz) sowie das EIC des 

Substrates cyclo-L-Trp-L-Pro (4) (blau), des prenylierten Produktes (grün) und der Cytochrom P450 

Produkte (rot). 
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Als Negativkontrolle dient die Kultivierung der beiden Leervektoren pESC-HIS und 

pESC-URA mit und ohne Zufütterung von cWP (4). In keiner der LC-MS Messungen konnte 

eine Masse detektiert werden, die auf eine entsprechende Produktbildung hindeutete (vgl. 

Abbildung 4-19). 

4.3.3.1 Co-Expression von ftmPT1 mit ftmP450-1 in S. cerevisiae und Zufütterung 

verschiedener cyclischer Dipeptide 

Für die Co-Expression der Prenyltransferase ftmPT1 mit ftmP450-1 in S. cerevisiae KO3 

wurden die zuvor beschriebenen Standardbedingungen verwendet. Es wurden die gleichen 

CDPs als Substrate zugefüttert, wie für die Expression von der Prenyltransferase ftmPT1 alleine 

(vgl. Abschnitt 4.3.2). Mit diesem Versuch sollte in vivo untersucht werden inwiefern die durch 

FtmPT1 prenylierten CDPs weiter von dem CYP Enzym FtmP450-1 akzeptiert und umgesetzt 

werden. Alle Co-Expressionen wurden in Doppelbestimmung durchgeführt. Durch die 

Co-Expression finden zwei Reaktionen statt. Zunächst wird das CDP (X) von FtmPT1 zum 

prenylierten Zwischenprodukt (Xa2) katalysiert, welches anschließend von FtmP450-1 zum 

Endprodukt (Xa2h6) hydroxyliert wird. Aus diesem Grund ist in der Tabelle 4-3 die Menge des 

nicht umgesetzten CDPs (X), des nicht weiter umgesetzten Zwischenproduktes (Xa2) sowie 

des Endproduktes (Xa2h6) angegeben. Hierbei ist „X“ stellvertretend für das entsprechende 

CDP, welches als Substrat diente. 

Tabelle 4-3. Umsätze der heterologen Co-Expression von ftmPT1 und ftmP450-1 in S. cerevisiae KO3 

mit verschiedenen CDPs (X) als Substrate. Angegeben sind die Mengen des Substrates (X), des 

prenylierten Zwischenproduktes (Xa2) und des hydroxylierten Endproduktes (Xa2h6) aus einer 

unabhängigen Doppelbestimmung. 

 Co-Expression von ftmPT1 und ftmP450-1 in S. cerevisiae  

CDP 

(X) 

Substrat bzw. Produktmenge in % 

(X) Xa2 Xa2h6 

cyclo-L-Trp-L-Pro (4) 8 ± 0 15 ± 14 77 ± 13 

cyclo-D-Trp-D-Pro (7) 90 ± 1 4 ± 1 6 ± 0* 

cyclo-L-Trp-D-Pro (8) 33 ± 2 64 ± 2 1 ± 0* 

cyclo-D-Trp-L-Pro (9) 82 ± 0 18 ± 1 1 ± 1* 

cyclo-L-Trp-L-Leu (5) 13 ± 10 83 ± 8 2 ± 1 

cyclo-L-Trp-L-Ala (6) 89 ± 3 11 ± 2 - 

*Abzüglich des Anteiles von 6-Hydroxytryprostatin B (4a2h6) resultierend von cWP (4) 

aus dem Hefevollmedium 
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In Tabelle 4-3 sind die Mittelwerte einer unabhängigen Doppelbestimmung angegeben. 

Repräsentativ jeweils ein Experiment der Doppelbestimmung ist eine LC-MS Auswertung für 

jedes Substrat in Abbildung 4-20 dargestellt. Von der jeweiligen LC-MS Messung ist das 

UV-Chromatogramm bei 290 nm, (schwarz), das EIC des zugefütterten CDPs (X) (blau), das 

EIC des durch FtmPT1 regulär C2-prenylierten Zwischenproduktes (Xa2) (grün) sowie das EIC 

des durch FtmP450-1 weiter hydroxylierten Endproduktes (Xa2h6) dargestellt.  

Analog zum vorherigen Abschnitt der heterologen Expression der Prenyltransferase wurde der 

Anteil an C3 prenyliertem Produkt in der Umsatzberechnung berücksichtigt, jedoch nicht 

explizit in der Tabelle aufgeführt. Dies spiegelt sich z.B. darin wider, dass die Summe der 

aufgeführten Substrat- bzw. Produktmengen nicht immer 100% ergeben.  

 

Abbildung 4-20. LC-MS Analyse der Rohextrakte der Co-Expression von ftmPT1 und ftmP450-1 mit 

verschiedenen zugefütterten cyclischen Dipeptiden. Es sind die UV-Chromatogramme (schwarz), die 

EICs der Substrate (blau), der prenylierten Zwischenprodukte (grün) und der hydroxylierten 

Endprodukte (rot) dargestellt. *Überlagerung mit dem Produktpeak 4a2h6 resultierend von cWP (4) aus 

dem Medium. 
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Die Anwesenheit von cWP (4) im Hefevollmedium stellt bei dieser Co-Expression sogar ein 

noch größeres Problem dar als bei der Mono-Expression von ftmPT1. Bei der Co-Expression 

von ftmPT1 und ftmP450-1 überlagern sich die Retentionszeiten der Endprodukte aller 

Stereoisomere von cWP (4) nach der Prenylierung und anschließender Hydroxylierung (7a2h6, 

8a2h6, 9a2h6). Analog zur Biotransformation mit FtmPT1 wurde auch hier der Produktanteil 

subtrahiert, der von cWP (4) aus dem Medium resultiert. Hierfür wurde der Produktpeak 4a2h6 

in den Biotransformationen von cWL (5) und cWA (6) aus der gleichen Versuchsreihe 

integriert, in der keine Überlagerung stattgefunden hat. Dieser Wert der Peakfläche wurde dann 

von der Peakfläche des Endproduktpeaks der Stereoisomere (7a2h6, 8a2h6, 9a2h6) subtrahiert. 

Die verbleibende Peakfläche der Endprodukte 7a2h6, 8a2h6, 9a2h6 wurden integriert, um die 

tatsächliche Produktmenge zu ermitteln. Die betroffenen Endprodukte in der Abbildung 

4-20b – c sowie wie Werte in der Tabelle 4-2 sind mit * gekennzeichnet. 

Die Produktausbeuten an prenyliertem und hydroxyliertem Endprodukt (Xa2h6) der 

Co-Expressionen mit ftmPT1 und ftmP450-1 sind bis auf die Zufütterung mit dem natürlichen 

Substrat überwiegend gering. Die Zufütterung des natürlichen Substrates cWP (4) führte zu 

77 ± 13% an prenylierten und hydroxyliertem Produkt 4a2h6 (6-Hydroxytryprostatin B) Bei 

der Zufütterung der CDPs cyclo-L-Trp-D-Pro (8) und cWL (5) wurde zwar recht viel Substrat 

zum prenylierten Zwischenprodukt (8a2 > 60% und 5a2 > 80%) umgesetzt, jedoch kaum etwas 

zum hydroxylierten Endprodukt (8a2h6 und 5a2h6) weiter umgesetzt (vgl. Tabelle 4-2 und 

Abbildung 4-20c + e). Die restlichen CDPs cWA (6), cyclo-D-Trp-D-Pro (7), cyclo-D-Trp-L-Pro 

(9) wurden durch FtmPT1 nur in moderaten Mengen zum prenylierten Zwischenprodukt 

umgesetzt (6a2 < 10%, 7a2 < 10%, 9a2 < 20%). Im EIC des Endproduktes 6a2h6 mit 

m/z 342,181 wurde kein Peak detektiert, sodass das Zwischenprodukt 6a2 von FtmP450-1 nicht 

akzeptiert wurde (Abbildung 4-20f). Die Zwischenprodukte 9a2 sowie 8a2 wurden von 

FtmP40-1 kaum oder möglicherweise auch nicht weiter umgesetzt. Vergleicht man in 

Abbildung 4-20c+d die EICs der Endprodukte (9a2h6 und 8a2h6) mit m/z 368,197 ist Produkt 

mit der Masse zwar zu sehen, jedoch verbirgt sich in diesem Peak auch das aus dem Medium 

umgesetzte Stereoisomer cWP (4) zu 4a2h6. Nachdem die der Anteil an 4a2h6 von 9a2h6 bzw. 

8a2h6 abgezogen wurde, kann nicht mehr sicher davon ausgegangen werden, ob überhaupt das 

gewünschte Produkt vorliegt. Bei 7a2h6 hingegen liegt nach Abzug des Anteils an 4a2h6 noch 

eine signifikante Menge von 6 ± 0% des gesuchten Endproduktes 7a2h6 vor, sodass 

cyclo-D-Trp-D-Pro (7) möglicherweise das einzige Stereoisomer von cWP (4) ist, welches 

hydroxyliert wurde. 
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4.3.3.2 Co-Expression von ftmPT1 mit ftmP450-2 in S. cerevisiae und Zufütterung 

verschiedener cyclischer Dipeptide 

Das CYP Enzym FtmP450-2 akzeptiert, wie FtmP450-1 auch, Tryp B (4a2) als Substrat und 

setzt es durch einen Ringschluss zu Demethoxyfumitremorgin C (4a2r12) um. Die benötigte 

reguläre C2-Prenylierung von cWP (4) kann durch FtmPT1 eingeführt werden, sodass in 

diesem Teilprojekt die Prenyltransferase ftmPT1 und das CYP Gen ftmP450-2 co-exprimiert 

wurden. Anschließend wurden, analog zur Co-Expression von ftmPT1 und ftmP450-1 

(Abschnitt 4.3.3.1), die gleichen CDPs (X) zugefüttert (vgl. Tabelle 4-4). Die CDPs (X) werden 

zunächst von FtmPT1 prenyliert, dieses Zwischenprodukt (Xa2) dient dem CYP Enzym 

FtmP450-2 wiederum als Substrat und wird durch den Ringschluss zum Endprodukt (Xa2r12) 

oxidiert. In Tabelle 4-4 wurde die Mengen des zugefütterten Substrates (X), des prenylierten 

Zwischenprodukts (Xa2) sowie des cyclisierten Endprodukts (Xa2r12) zusammengefasst. Die 

Substrat- und Produktmengen wurden 24 h nach Zufütterung in einer unabhängigen 

Doppelbestimmung mittels LC-MS bestimmt. 

Tabelle 4-4. Umsätze der heterologen Co-Expression von ftmPT1 und ftmP450-2 in S. cerevisiae KO3 

mit verschiedenen CDPs (X) als Substrate. Angegeben sind die Mengen des Substrates (X), des 

prenylierten Zwischenproduktes (Xa2) und des cyclisierten Endproduktes (Xa2r12). 

Co-Expression von ftmPT1 und ftmP450-2 in S. cerevisiae 

CDP 

(X) 

Substrat bzw. Produktmenge in % 

(X) Xa2 Xa2r12 

cyclo-L-Trp-L-Pro (4) 7 ± 1 39 ± 5 55 ± 5 

cyclo-D-Trp-D-Pro (7) 87 ± 2 7 ± 0 6 ± 2* 

cyclo-L-Trp-D-Pro (8) 46 ± 2 42 ± 1 9 ± 1 

cyclo-D-Trp-L-Pro (9) 88 ± 1 10 ± 1 3 ± 1 

cyclo-L-Trp-L-Leu (5) 21 ± 1 72 ± 1 3 ± 0 

cyclo-L-Trp-L-Ala (6) 92 ± 0 7 ± 0 - 

*Abzüglich des Anteiles von Demethoxyfumitremorgin C (4a2r12) resultierend von 

cWP (4) aus dem Hefevollmedium 

 

Repräsentativ für die Doppelbestimmung ist ein LC-MS Auswertung für jedes Substrat in 

Abbildung 4-21 dargestellt. Von der jeweiligen LC-MS Messung ist das UV-Chromatogramm 

bei 290 nm, (schwarz), das EIC des zugefütterten CDPs (X) (blau), das EIC des durch FtmPT1 

regulär C2-prenylierten Zwischenproduktes (Xa2) (grün) sowie das EIC des durch FtmP450-2 

cyclisierten Endprodukts (Xa2r12) dargestellt.  
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Das zugefütterte natürliche Substrat cWP (4) wurde fast vollständig von FtmPT1 zum 

prenylierten Zwischenprodukt (4a2) katalysiert, welches dann von FtmP450-2 in guter 

Ausbeute (55 ± 5%) zum cyclisierten Endprodukt Demethoxyfumitremorgin C (4a2h12) 

weiter umgesetzt wurde (Abbildung 4-21a).  

 

Abbildung 4-21. LC-MS Analyse der Rohextrakte der Co-Expression von ftmPT1 und ftmP450-2 mit 

verschiedenen zugefütterten cyclischen Dipeptiden. Es sind die UV-Chromatogramme (schwarz), die 

EICs der Substrate (blau), der prenylierten Zwischenprodukte (grün) und der cyclisierten Endprodukte 

(rot) dargestellt. *Produktpeak von 4a2r12 resultierend von cWP (4) aus dem Medium, bei b kommt es 

zur Überlappung mit 7a2r12.  

Wie bereits in den Biotransformationen in den vorangegangenen Abschnitten katalysierte 

FtmPT1 die CDPs cyclo-L-Trp-D-Pro (8) und cWL (5) mit guten Umsätzen zu 8a2 (>50%) und 

5a2 (>75%) um. Die übrigen CDPs cWA (6) cyclo-D-Trp-D-Pro (7), cyclo-D-Trp-L-Pro (9) 

wurden mit moderaten Umsätzen (<15%) zu den prenylierten Zwischenprodukten (6a2, 7a2, 

9a2) umgesetzt. Bis auf C2-prenyliertes cWA (6a2) (Abbildung 4-21f), welches nicht vom CYP 
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Enzym oxidiert wurde, wurden alle anderen prenylierten Zwischenprodukte mit moderaten 

Ausbeuten (<10%) durch FtmP450-2 zu den cyclisierten Endprodukten 7a2r12, 8a2r12, 

9a2r12 und 5a2r12 katalysiert (Abbildung 4-21b – e). Der Einfluss des cWP (4) aus dem 

Medium wirkte sich bei diesem Co-Expressionen lediglich auf das Endprodukt das Enantiomers 

(7a2r12) durch Überlagerung von 4a2r12 aus, was durch * in Abbildung 4-21b gekennzeichnet 

wurde. Nach Abzug des Produktanteils von 4a2r12 resultierend aus dem Medium, konnten 

noch 6 ± 2% dem gewünschten Produkt 7a2r12 zugeordnet werden. 

Nach erfolgreicher in vivo Prenylierung der CDPs durch FtmPT1 wurden, bis auf cWA (6a2), 

alle anderen prenylierten CDPs (4a2,7a2, 8a2, 9a2 und 5a2) von FtmP450-2 akzeptiert. 

4.3.3.3 Co-Expression von brePT mit ftmP450-1 in S. cerevisiae  

Die Prenyltransferase BrePT verwendet auch cWP (4) als natürliches Substrat und ist eine 

C2-Prenyltransferase, jedoch katalysiert sie den Transfer der Prenyleinheit in reverser 

Orientierung. Es sollte getestet werden, ob das CYP Enzym FtmP450-1 ein revers 

C2-prenyliertes Substrat hydroxyliert. Die Mono-Expression der Prenyltransferase brePT 

wurde bereits erfolgreich in S. cerevisiae getestet (Abschnitt 4.3.2.2), was die Co-Expression 

mit dem CYP Gen ftmP450-1 ermöglicht. Die Co-Expression mit dem anderen CYP Gen 

ftmP450-2 wurde nicht getestet, da die Katalyse des Ringschlusses die reguläre 

C2-Prenylierung voraussetzt.  

 

Abbildung 4-22. LC-MS Analyse des Rohextraktes der Co-Expression von brePT und ftmP450-1 in 

S. cerevisiae KO3 mit cyclo-L-Trp-L-Pro (4) als Substrat. Es ist das UV-Chromatogramm (schwarz), 

das EIC des Substrates 4 (blau), des prenylierten Zwischenprodukts 4b2 (grün) und des hydroxylierten 

Endprodukts 4b2h6 (rot) dargestellt.  
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Die Co-Expression von brePT mit ftmP450-1 wurde in Doppelbestimmung durchgeführt und 

24 h nach Zufütterung von cWP (4) mittels LC-MS analysiert (Abbildung 4-22). Die 

Prenyltransferase hat cWP (4) zu 54 ± 1% in das revers C2-prenylierte Zwischenprodukt (4b2) 

umgesetzt, welches anschließend von FtmP450-1 zu 14 ± 1% des hydroxylierten Endproduktes 

4b2h6 katalysiert wurde. 

4.3.3.4 Grenzen der heterologen Co-Expression von Prenyltransferasen mit 

Cytochrom P450 Enzymen in S. cerevisiae  

Die Co-Expression von ftmPT1 und jeweils einer der zwei Cytochrom Genen ftmP450-1 bzw. 

ftmP450-2 mit cWP (4) als Substrat lieferten sehr gute Ergebnisse mit Umsätzen von 

77 % ± 13% an hydroxyliertem (4a2h6) bzw. 55 % ± 5% an cyclisiertem Endprodukt 

(4a2h12). Allerdings für alle anderen Substrate waren die Ergebnisse moderat oder die es wurde 

keine Produktbildung beobachtet. Ein Problem stellte der teilweise schlechte Umsatz der 

Prenyltransferase für die anderen CDPs dar. Allerdings zeigten die CYP Enzyme kaum 

Aktivität gegenüber den prenylierten Zwischenprodukten (Xa2). Des Weiteren verfälschte die 

Anwesenheit von cWP (4) als Bestandteil des YPGal Mediums bei der Co-Expression von 

ftmPT1 und ftmP450-1 die Umsätze aller Stereoisomere cyclo-D-Trp-D-Pro (7), 

cyclo-L-Trp-D-Pro (8), cyclo-D-Trp-L-Pro (9), da die daraus resultierenden hydroxylierten 

Produkte möglicherweise identischen Retentionszeiten aufwiesen. Da der Umsatz nach 

Subtraktion des Anteils von cWP (4) aus dem Medium bei den Substraten cyclo-L-Trp-D-Pro 

(8) und cyclo-D-Trp-L-Pro (9) so niedrig ist (max. 1%) kann keine sichere Aussage getroffen 

werden, ob das gewünschte Produkt überhaupt vorliegt. Denkbar wäre auch, dass die eigentlich 

hydroxylierten Produkt eine andere Retentionszeit hätten, sie hier jedoch nicht vorliegen. Bei 

der Co-Expression von ftmPT1 und ftmP450-2 ist dieses Problem ebenfalls gegeben, hier wurde 

der Umsatz von dem Stereoisomer cyclo-D-Trp-D-Pro (7) verfälscht. Doch nach Korrektur 

bleibt noch ein signifikanter Anteil des gewünschten Produktes (7a2h12) übrig, sodass hier von 

einer tatsächlichen Bildung des gesuchten Produktes ausgegangen werden konnte. 

Das größte Problem stellte jedoch die stark unterschiedlichen Umsätze der CDPs durch FtmPT1 

in S. cerevisiae und damit die Bereitstellung der Substrate für die zwei CYP Enzyme dar. 

Dadurch lagen keine vergleichbaren Ausgangsbedingungen (z. B. Substratkonzentration) vor, 

sodass eine fundierte Aussage über die Aktivität der Cytochrom P450 Enzyme gegenüber 

verschiedenen Substraten nicht möglich war. Ein weiterer limitierender Faktor war die 

eingeschränkte Vielseitigkeit von einsetzbaren Substraten. Es konnten nur Substrate untersucht 
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werden, die entweder von FtmPT1 oder BrePT akzeptiert werden. Interessante Substrate 

könnten aber auch solche sein, die an anderer Position als C2, wie z.B. an den Positionen 

C4 – C7 prenyliert oder geranyliert sind. Diese Einschränkungen führten zu dem Entschluss für 

weitere Untersuchungen auf die sehr gut etablierte Mono-Expression mit den P450 Enzymen 

aufzubauen und in vitro durch Enzymassays die jeweiligen Substrate herzustellen. Somit 

wurden die Substrate unter vergleichbaren Substratkonzentrationen getestet werden und das im 

Medium enthaltene cWP (4) hatte, durch die fehlende Prenylierung, keinen Einfluss mehr auf 

die Ausbeuten. Die Ergebnisse diesen Ansatzes wurde in den nächsten Abschnitten dargestellt. 

4.3.4 Mono-Expression von ftmP450-1 bzw. ftmP450-2 in S. cerevisiae und Zufütterung 

regulär C2-prenylierter cyclischer Dipeptide 

In den Abschnitten 4.3.3.1 und 4.3.3.2 wurden die Ergebnisse der heterologen Co-Expression 

von ftmPT1 mit ftmP450-1 bzw. ftmP450-2 in S. cerevisiae KO3 nach Zufütterung mit 

verschiedenen cyclischen Dipeptiden beschrieben. Die verschiedenen CDPs werden 

unterschiedlich gut von FtmPT1 in S. cerevisiae umgesetzt, sodass dem CYP Enzym nicht 

immer der gleichen Menge an prenyliertem Substrat zur Verfügung steht. Um vergleichbare 

Bedingungen zu schaffen, wurden die zuvor getesteten Substrate in diesem Teilprojekt in vitro 

in Enzymassays mit FtmPT1 prenyliert. Anschließend wurden diese C2-prenylierten CDPs, 

jeweils in gleicher Substratkonzentration, der Biotransformation des CYP Enzyms FtmP450-1 

bzw. Ftm450-2 zugefüttert.  

4.3.4.1 Herstellung regulär C2-prenylierter tryptophanhaltiger cyclischer Dipeptide 

Für die Herstellung der Substrate wurde zunächst einmal, wie in der Literatur beschrieben, das 

Plasmid mit der Gensequenz von ftmPT1 (pAG012) in E. coli M15 transformiert, dann 

überexprimiert und das produzierte Protein mittels His-Tag unter Verwendung von Ni-NTA 

aufgereinigt (vgl. Abschnitt 3.7.1) (Grundmann and Li 2005). Dieses Protein wurde für die 

weitere Herstellung der regulär C2-prenylierter Substrate in Enzymassays eingesetzt. Analog 

zu den Abschnitten 4.3.3.1 und 4.3.3.2 wurden folgende CDPs in Assays eingesetzt und durch 

FtmPT1 an C2 prenyliert: cWP (4), cyclo-D-Trp-D-Pro (7), cyclo-L-Trp-D-Pro (8), 

cyclo-D-Trp-L-Pro (9), cWL (5) und cWA (6). Genaue Reaktionsbedingungen können im 

Abschnitt 3.7.4.3 nachgelesen werden. Die hergestellten Substrate wurden ohne weitere 

Aufreinigung für die Zufütterungsexperimente eingesetzt. Hierfür wurden die Enzymassays mit 

EtOAc ausgeschüttelt, bis zur Trockene eingeengt und in DMSO zurückgelöst.  
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4.3.4.2 Biotransformation der regulär C2-prenylierten CDPs durch FtmP450-1 bzw. 

FtmP450-2 in S. cerevisiae 

Wie bereits in Abschnitt 4.3.1 beschrieben, wurden die beiden CYP Gene ftmP450-1 bzw. 

ftmP450-2 jeweils in S. cerevisiae KO3 transformiert und exprimiert. Die zuvor in 

Enzymassays mit FtmPT1 an C2-prenylierten Substrate wurden mit eine Endkonzentration von 

0,04 mM zugefüttert, 24 h inkubiert und mittels LC-MS analysiert. Die Umsätze wurden durch 

Integration der Peakflächen der UV-Chromatogramms bei λ = 290 nm bestimmt und sind in 

Tabelle 4-5 für beide Enzyme zusammengefasst. Da sich im Laufe des Projektes der Fokus 

zunehmend auf das Enzym FtmP450-1 legte, liegen für FtmP450-2 nicht alle Messungen als 

Doppelbestimmung vor. Zur Übersicht und ersten Orientierung wurde dennoch die 

Einzelmessungen angegeben, sind jedoch entsprechend als solche gekennzeichnet. 

Tabelle 4-5. Produktausbeute an Xa2h6 bzw. Xa2r12 durch heterologe Expression von ftmP450-1 bzw. 

ftmP450-2 in S. cerevisiae KO3 und Zufütterung mit verschiedenen C2-prenylierten cyclischen 

Dipeptiden (Xa2). Falls nicht anderes gekennzeichnet, liegen die Experimente als unabhängige 

Doppelbestimmung vor.  

C2 regulär prenylierte cyclische 

Dipeptide als Substrate (Xa2) 

Produktausbeute in %  

Xa2h6  

(ftmP450-1) 

Xa2r12 

(ftmP450-2) 

C2-regcyclo-D-Trp-D-Pro (7a2) 8 ± 1 2a 

C2-reg cyclo-L-Trp-D-Pro (8a2) - 16a 

C2-reg cyclo-D-Trp-L-Pro (9a2) - 17a 

C2-reg cyclo-L-Trp-L-Leu (5a2) - 3 ± 0 

C2-reg cyclo-L-Trp-L-Ala (6a2) - -a 

a zu diesem Experiment liegt keine Doppelbestimmung vor 

In Abbildung 4-23 sind die LC-MS Messungen der Rohextrakte der heterologen Expressionen 

mit ftmP450-1 (links) und ftmP450-2 (rechts) 24 h nach Zufütterung mit regulär 

C2-prenyliertem Substrat (Xa2) abgebildet. Dargestellt sind die UV-Chromatogramme bei 

λ = 290 nm (schwarz), die EICs der zugefütterten prenylierten Substraten Xa2 (grün) und die 

EICs der durch die CYP Enzyme hydroxylierten (Xa2h6) bzw. cyclisierten Produkte (Xa2r12) 

(rot).  
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Abbildung 4-23. LC-MS Messungen der Rohextrakte der Expression von ftmP450-1 bzw. ftmP450-2 

mit verschiedenen regulär C2-prenylierten Substraten. Dargestellt sind die UV-Chromatogramme 

(schwarz), die EICs der prenylierten Substrate Xa2 (grün) und der hydroxylierten (Xa2h6) bzw. 

cyclisierten Endprodukte Xb2r12 (rot).  
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Die Biotransformation von C2-reg-cyclo-D-Trp-D-Pro (7a2) durch FtmP450-1 zeigte einen 

moderaten Umsatz von 8% ± 1% (Abbildung 4-23a), der vergleichbar mit dem Umsatz in der 

Co-Expression beobachtete Produktmenge an 7a2h6 (6% nach Abzug Überlagerten 4a2h6) ist. 

Auch wenn keine wesentliche Verbesserung des Umsatzes durch Zufütterung des bereits 

prenylierten Substrates (7a2) erzielt werden konnte, wurde die katalytische Aktivität dennoch 

bestätigt. Mit allen anderen bereits prenylierten Substraten konnte analog zur Co-Expression 

kein Produkt detektiert werden (Abbildung 4-23b – e). Diese Ergebnisse belegen auch, dass die 

gesamte Produktmenge in der Co-Expression von ftmPT1 und ftmP450-1 mit den CDPs 

cyclo-L-Trp-D-Pro (8) und cyclo-D-Trp-L-Pro (9) durch das im Medium enthaltene cWP (4) 

entstanden ist (vgl. Abschnitt 4.3.3.1 Abbildung 4-20c + d).  

Die LC-MS Analysen der Expression von ftmP450-2 mi den verschiedenen prenylierten CDPs 

(Xa2) führte zu vergleichbaren bzw. teilweise besseren Umsätzen (Abbildung 4-23f – j) als in 

der Co-Expression mit der Prenyltransferase ftmPT1. Es wird darauf hingewiesen, dass außer 

für das Substrat C2-reg-cWL (5a2) keine Doppelbestimmung der Biotransformation mit 

FrmP450-2 vorliegen. Als ersten Anhaltspunkt und als Vergleich zur Co-Expression von 

ftmPT1 und ftmP450-2 wurden die Ergebnisse dennoch dargestellt. Die Mono-Expression von 

ftmP450-2 führte nach der Zufütterung mit den Stereoisomeren C2-reg-cyclo-L-Trp-D-Pro 

(8a2) und C2-reg-cyclo-D-Trp-L-Pro (9a2) zu einer Produktausbeute von 16% (8a2r12) und 

17% (9a2h12) (Abbildung 4-23g + h). Dies ist eine signifikante Steigerung im Vergleich zu 

Co-Expression, bei der 9 ± 1% (8a2r12) und 3 ± 1% (9a2h12) beobachtet wurden.  

In der Co-Expression von ftmPT1 und ftmP450-2 mit cyclo-D-Trp-D-Pro (7) als Substrat war 

die Produktbildung von 7a2h12 mit dem Anteil an 4a2r12, resultierend von cWP (4) aus dem 

Medium, überlagert. Nach Subtraktion des überlagerten Anteiles wurde eine Produktausbeute 

an 7a2r12 von 6 ± 2% berechnet. Die Produktmenge an 7a2h12 in der Mono-Expression von 

2% bestätigt eine geringe Akzeptanz des Substrates C2-reg-cyclo-D-Trp-D-Pro (7a2) durch 

FtmP450-2 (Abbildung 4-23f). Der Umsatz des prenylierten Substrates C2-reg-cWL (5a2) 

führte, sowohl in der Mono- als auch in der Co-Expression zur gleichen Produktmenge von 

3 ± 0% des Produktes 5a2h12 (Abbildung 4-23i). Trotz der durch die Zufütterung deutlich 

größere Menge an zur Verfügung stehenden prenyliertem Substrat C2-reg-cWA (6a2) wurde 

dennoch kein Umsatz durch FtmP450-2 beobachtet (Abbildung 4-23j).  
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4.3.5 Mono-Expression von ftmP450-1 in S. cerevisiae und Zufütterung verschiedener 

Substrate 

In den folgenden Abschnitten wurden weitere cWP (4) Derivate in der Biotransformation mit 

FtmP450-1 zugefüttert und deren Akzeptanz getestet. Bisher wurden Substrate getestet, die sich 

in ihrer Aminosäuren Zusammensetzung bzw. der Stereochemie der tryptophanhaltigen CDPs 

unterschieden. Die gute Ausbeute an hydroxyliertem Produkt bei der Co-Expression von brePT 

mit ftmP450-1 (vgl. Abschnitt 4.3.3.3) deutet auf eine gewisse Toleranz gegenüber 

Modifikationen an der Prenyleinheit hin. Motiviert durch dieses Ergebnis wurden nun Substrate 

mit weiteren Modifikationen an der Prenylgruppe, wie Position, Orientierung und Länge 

getestet. Des Weiteren wird das Produkt von FtmP450-2 (4a2h12) als Substrat getestet werden, 

was einen Ringschluss mit der Prenylgruppe und N12 des Diketopiperazinringes aufweist.  

4.3.5.1 Herstellung der Substrate mit Variationen an der Prenyleinheit ausgehend 

von cyclo-L-Trp-L-Pro 

Um die Substratspezifität des CYP Enzyms FtmP450-1 durch Zufütterung weiterer cWP-

Derivate zu testen, sollten folgende Substrate chemo-enzymatisch hergestellt werden: cWP (4) 

mit regulärer Prenylierungen an C4, C5, C6 und C7 des Indolrings (4a4, 4a5, 4a6 und 4a7) 

sowie regulär C2-geranyliertes cWP (4g2). Des Weiteren sollte revers C2-prenyliertes cWP 

(4b2), das Zwischenprodukt der Co-Expression von brePT und ftmP450-1, zugefüttert werden. 

Dieses Biotransformation diente dem direkten Vergleich mit den anderen zugefütterten 

prenylierten cWP-Derivaten unter gleichen Ausgangbedingungen. In Abbildung 4-24 sind alle 

Substrate zusammengefasst. 

Die chemo-enzymatische Herstellung von 4a4 durch FagPT2_R244L (Fan and Li 2016), 4a7 

durch 7-DMATS (Liu et al. 2020) und 4g2 durch FtmPT1_M364G (Liao et al. 2018) sowie 4b2 

mit EchPT1 (Wohlgemuth et al. 2018) ist literaturbekannt und wurde mit den gleichen Enzymen 

realisiert. Genaue Reaktionsbedingungen können in Abschnitt 3.7.4.3 bzw. 3.7.5.1 nachgelesen 

werden.  

In einer Publikation von Mai et al. wurde eine weitere Mutante von FgaPT2, die an der Position 

389 nach Mutation statt einem Tyrosin ein Phenylalanin trägt (FgaPT2_Y398F) beschrieben. 

Diese Mutante FgaPT2_Y398F führte zu einer Verschiebung der Prenylierungsposition von 

C4- zu C5-prenyliertem mit einem Verhältnis von ca. 1 : 1 mit dem Substrat Ardeemin FQ (Mai 

et al. 2016). 
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Abbildung 4-24. Chemo-enzymatisch hergestellte Substrate zur Biotransformation durch FtmP450-1 in 

Saccharomyces cerevisiae. 

Dieses Ergebnis ließ vermuten, dass FgaPT2_Y398F möglicherweise auch das CDP cWP (4) 

nicht nur an C4, sondern auch an C5 in einem ähnlichen Verhältnis prenyliert. Die Position C5 

von CDPs zu prenylieren ist bisher kaum beschrieben, sodass es wenige Alternativen gab diese 

Position abzudecken. Die Prenyltransferase 5-DMATS, die L-Tryptophan an C5 des Indolrings 

prenyliert, zeigte mit cWP (4) nur sehr moderate Ausbeuten (Yu et al. 2012). Die Inkubation 

von cWP (4) mit FgaPT2_Y398F wurde mittels LC-MS analysiert und ist in Abbildung 4-25 

(links) dargestellt. Wie vermutet wurde ein Produktgemisch aus C4- (4a4) und C5-prenyliertem 

Produkt (4a5) katalysierte und eine Ausbeute von 52% und 28% bestimmt. Das gewünschte 

C5-prenylierte Produkt (4a5) wurde mittels semi-präparativer HPLC von dem C4-prenyliertem 

Produkt (4a4) getrennt. Das isolierte Produkt wurde anschließend durch NMR-Spektroskopie 

als das C5-prenylierte Produkt (4a5) verifiziert. Die NMR-Daten und das Spektrum können im 

Anhang in Tabelle 7-8 und Abbildung 7-27 eingesehen werden.  

Die Prenyltransferase 6-DMATSSa katalysiert die C6-Prenylierung von L-Tryptophan 

(Winkelblech and Li 2014). Ein Versuch das CDP cWP (4) mit 6-DMATSSa an C6 zu 

prenylieren, zeigte gute Umsätze von 54% (Abbildung 4-25 rechts). 
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Abbildung 4-25. LC-MS Analyse des Reaktionsgemisches zur chemo-enzymatischen Herstellung von 

C5- bzw. C6-prenyliertem cWP (4a5 bzw. 4a6) mit FgaPT2_Y398F bzw. 6-DMATSSa. Dargestellt sind 

die UV-Chromatogramme (schwarz), die EICs der Substrate 4 (blau) und der prenylierten Produkte 

(grün). 

Die genauen Assaybedingungen zur Herstellung der Substrate können dem Abschnitt 3.7.4.3 

entnommen werden. Das Produkt wurde mittels semi-präparativer HPLC isoliert und die 

Struktur mithilfe von NMR Spektroskopie als das C6-prenylierte Produkt bestätigt. Die NMR-

Daten und die Spektren von 4a6 sowie 4a4 und 4a7 können im Anhang in Tabelle 7-8 und 

Abbildung 7-27 – Abbildung 7-29 eingesehen werden. Nach bestem Wissen sind das die ersten 

NMR-Spektren von C5- und C6-prenyliertem cWP. Durch Vergleich der Spektren mit den 

anderen hergestellten und bereits bekannten C4- (4a4) und C7-prenylierten Derivaten (4a7) 

sowie die Abwesenheit des durch die Prenylierung substituierte Proton, konnten die Strukturen 

eindeutig zugeordnet werden.  

Das entstandene Produkt bzw. Produktgemisch mit 7-DMATS konnte beim Isolieren mittels 

semi-präparativer HPLC nicht getrennt werden. Die Auswertung des NMR-Spektrums (siehe 

Anhang Abbildung 7-29) bestätigte das vermutete Produktgemisch mit dem C6-prenylierten 

Produkt. Trotz allem wurde dies Produktgemisch als Substrat für die Biotransformation mit 

ftmP450-1 eingesetzt, allerdings wurde das Verhältnis des Produktgemischs bei der Einstellung 

der Konzentration berücksichtigt.  

Das revers C2-prenylierte (4b2) und das regulär C2-geranylierte Substrat (4g2) wurde mittels 

semi-präparativer HPLC isoliert und ohne zusätzliche NMR-Analyse als Substrat eingesetzt. 

Eine weitere Analyse dieser Substrate wird in dem nächsten Abschnitt beschrieben. 

4.3.5.2 Biotransformation der zugefütterten prenylierten Substrate durch das CYP 

Enzym FtmP450-1 in S. cerevisiae 

In dem letzten Abschnitt wurden die Substrate 4a4, 4a5, 4a6, 4a7, 4b2 und 4g2 ausgehend von 

cWP (4) mithilfe von rekombinierten Proteinen hergestellt.  
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Abbildung 4-26. Heterologe Expression von ftmP450-1 in S. cerevisiae KO3 und Zufütterung 

verschiedener Substrate. Links sind die Substrate, mittig die LC-MS Messungen des Rohextrakts und 

rechts die gebildeten Produkte dargestellt. *Hier liegt ein Substratgemisch mit 4a6 vor. 
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Diese Substrate wurden nun in einer Biotransformation mit FtmP450-1 in S. cerevisiae KO3 

eingesetzt. Als zusätzliches Substrat wurde das in Abschnitt 4.3.1.1 isolierte Produkt der 

heterologen Expression von ftmP450-2 Demethoxyfumitremorgin C (4a2r12) getestet. Anders 

als bei den zuvor herstellten Substraten, die an unterschiedlichen Positionen prenyliert bzw. an 

C2 geranyliert wurden, weist 4a2r12 einen Ringschluss zwischen der Prenylgruppe (C1՚) und 

dem Stickstoff (N12) des Diketopiperazinrings auf.  

Alle Biotransformationen wurden unter den etablierten Standardbedingungen kultiviert und die 

Substrate mit eine Endkonzentration von 0,04 mM zugefüttert. Zu jeder Versuchsreihe wurde 

auch eine Positivkontrolle mit Tryp B (4a2) kultiviert. Auf diese Weise konnte ausgeschlossen 

werden, dass es an den Bedingungen oder der heterologen Expression von ftmP450-1 lag, wenn 

kein Produkt bei den getesteten Substraten beobachtet wurde. 

Die Ergebnisse der Biotransformationen sind in Abbildung 4-26 dargestellt. Links sind die 

zugefütterten Substrate, in der Mitte eine LC-MS Messung des Rohextrakts der jeweiligen 

Biotransformation 24 h nach Zufütterung und rechts das gebildete Produkt gezeigt. Jede 

Biotransformation wurde als unabhängige Doppelbestimmung durchgeführt. In den 

Biotransformationen mit den Substraten, die an C4 bis C7 (4a4, 4a5, 4a6, 4a7) prenyliert 

wurden, können kleine Peaks in den EICs der Produkte (rot) gesehen werden. Hierbei handelt 

es sich jedoch nicht um durch die FtmP450-1 gebildete Produkte. Die vermeintlichen 

„Produktpeaks“ wurden auch in dem jeweils zugefütterten Substrat beobachtet, welche in der 

gleichen Probensequenz mitgemessen wurden (Messungen nicht dargestellt). Demnach wurden 

die Substrate 4a4, 4a5, 4a6, 4a7 mit modifizierter Prenylposition nicht von dem CYP Enzym 

FtmP450-1 akzeptiert. Gleiches gilt für die Biotransformation in der 

Demethoxyfumitremorgin C (4a2r12) zugefüttert wurde, denn auch hier waren die 

vermeintlichen Produktpeak bereits im Substrat enthalten. 

Die katalytische Aktivität von FtmP450-1 gegenüber dem revers C2-prenyliertem Substrat 

(4b2), wurde bereits in der Co-Expression mit brePT nachgewiesen. Durch die Zufütterung des 

prenylierten Substrates wurde der Umsatz auf 21 ± 1% zum hydroxylierten Produkt 4b2h6 

gesteigert, im Vergleich zu 14 ± 1% in der Co-Expression. Das regulär C2-geranylierte Substrat 

(4g2) hingegangen wurde sehr gut von FtmP450-1 akzeptiert und wies ein Produktausbeute 

(4g2h6) von 68 ± 6% auf. Die Produkte 4b2h6 und 4g2h6 wurden aus dem Rohextrakt der 

Biotransformation isoliert. Die weitere Aufreinigung erfolgte analog zur Aufreinigung und 

Isolierung der Produkte 4a2h7 und 4a2r12 im Abschnitt 4.3.1.1. So konnten aus 125 mL 

Zufütterungskultur 0,6 mg des Produktes 4b2h6 aus der Biotransformation mit 4b2 und aus 
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100 mL Zufütterungskultur 0,6 mg des Produktes 4g2h6 der Biotransformation von 4g2 isoliert 

werden. Die Hydroxylierung von 4b2 und 4g2 zu 4b2h6 und 4g2h6 wurde bereits mittels 

LC-MS nachgewiesen. Mit Hilfe der NMR-Spektroskopie konnte dann auch die 

Hydroxylierung an der Position C6 des Indolrings durch Abwesenheit des entsprechenden 

Protons bestätigt werden. Die Masse-Daten wurden im Anhang in Tabelle 7-2 und die NMR 

Daten der Produkte 4b2h6 und 4g2h6 Tabelle 7-6 bzw. Tabelle 7-7 zusammengestellt. Die 

NMR-Spektren in Abbildung 7-23 und Abbildung 7-24 dargestellt. 

4.3.5.3 Herstellung diprenylierter Substrate ausgehend von cyclo-L-Trp-L-Pro 

Zu Beginn des Projektes der heterologen Expression von ftmP450-1 in S. cerevisiae und der 

Biotransformation verschiedener Substrate, bestand die Idee auch diprenylierte Substanzen zu 

testen. Es stellte sich heraus, dass nicht nur EchPT2 (Wohlgemuth et al. 2017) sondern auch 

EchPT1 bereits prenyliertes cWP (4) akzeptiert. Es war bereits bekannt, dass EchPT1 

regioselektiv an C2 in reverser Orientierung eine Prenylgruppe einführt (Wohlgemuth et al. 

2017).  

Die in Abschnitt 4.3.5.1 hergestellten C4- bis C7-prenylierten cWP-Derivate (4a4, 4a5, 4a6, 

4a7) wurden zur erneuten Prenylierung an C2 in einem Enzymassay mit EchPT1 eingesetzt. 

Hierfür wurden die an C4 bis C7 monoprenylierten Substanzen nach der ersten Prenylierung 

mit Ethylacetat extrahiert, bis zur Trockene eingeengt und in DMSO rückgelöst. Sie wurden 

ohne weitere Aufreinigung direkt für die Assays mit EchPT1 eingesetzt. Anschließend wurden 

die Reaktionsgemische mittels LC-MS analysiert und die Messungen sind in Abbildung 4-27 

dargestellt. Von der jeweiligen LC-MS Messung ist das UV-Chromatogramm bei λ = 280 nm, 

(schwarz), das EIC des cWP (4) (blau), das EIC des monoprenylierten Substrates (4aX) (grün) 

sowie das EIC des durch EchPT1 diprenylierte Produkt (4aXb2) (orange) dargestellt.  

Bis auf für das an C6-prenylierte Substrat wurden alle anderen Substrate durch EchPT1 

zusätzlich an C2 in reverser Orientierung zu 4a4b2, 4a5b2 bzw. 4a7b2 prenyliert. Das an 

regulär C4-prenylierte Substrat 4a4 wurde fast vollständig (96%) von EchPT1 zum 

diprenylierten Produkt 4a5b2 umgesetzt. Da die Substrate nach der ersten Prenylierung ohne 

weitere Aufreinigung direkt eingesetzt wurden, enthielt das C5-prenylierte Substrat 4a5 auch 

das C4-prenylierte Substrat 4a4 als Nebenprodukt. Sowohl 4a5 als auch 4a4 wurden von 

EchPT1 prenyliert, sodass im EIC des diprenylierten Produktes mit m/z 420,265 auch beide 

Produkte 4a5b2 und 4a4b2 detektiert wurden. Durch den Vergleich der Retentionszeit von 

4a4b2 aus der ersten Reaktion mit 4a4, konnte das Produkt in dem Produktgemisch der 
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Reaktion mit dem C5-prenylierten Substrat 4a5 eindeutig zugeordnet werden. Das 

C6-prenylierte Substrat 4a6 wurde von EchPT1 kaum oder möglicherweise sogar überhaupt 

nicht umgesetzt. Falls es sich bei dem neuen Produktpeak im EIC mit m/z 420,265 um das 

gesuchte Produkt 4a6b2 handelt, liegt der Umsatz bei unter 1%. Die Prenylierung mit 

7-DMATS zur Herstellung des C7-prenyliert Substrates führte zu einem Gemisch aus C7- (4a7) 

und C6-prenyliertes cWP (4a6). Da die Umsetzung mit EchPT1 ohne weitere Aufreinigung 

erfolgte, wurde als Substratgemisch aus 4a6 und 4a7 eingesetzt. Auch hier kann beobachtet 

werden, dass nur der Peak des C7-prenyliertem Substrates 4a7 zum größten Teil (86%) zu dem 

einzigen Peak 4a7b2 im EIC diprenylierten Produktes umgesetzt wurde. Das „Nebenprodukt“ 

des C6-prenylierte Substrat 4a6 ist nach wie vor vorhanden und wurde von EchPT1 nicht weiter 

umgesetzt. Alle prenylierten Substrate wurden ausgehend von cWP (4) hergestellt, sodass in 

jedem Reaktionsgemisch in dem cWP (4) noch vorlag, EchPT1 cWP (4) zu 4b2 prenyliert hat.  

 

 

Abbildung 4-27. Links: Chemo-enzymatische Herstellung der mit EchPT1 diprenylierten Produkte. 

Die gestrichelten Pfeile weisen darauf hin, dass das die erwarteten, aber nicht mittels NMR bestätigten 

Produkte sind. Rechts: LC-MS Analyse der des Reaktionsgemisches mit den diprenylierten Produkten. 

Dargestellt sind die UV-Chromatogramme bei 280 nm (schwarz), die EICs von cWP (4) (blau), die EICs 

ders monoprenylierten Substrate (4aX) (grün) sowie die EICs der diprenylierten Produkte (4aXb2) 

(orange). *Durch EchPT1 umgesetztes cWP (4) zu C2-revers prenyliertes Produkt (4b2).   
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Daher ist in jedem EIC mit m/z 352,202 der monoprenylierten Substanzen auch der Massepeak 

von 4b2 zu sehen. Dieser Massenpeak wurde in Abbildung 4-27 jeweils mit eine * 

gekennzeichnet. Keines der diprenylierten Produkte wurden im Rahmen dieser Arbeit NMR 

spektrometrisch bestätigt. Lediglich die Masse der LC-MS Analyse zeigten, dass eine 

Diprenylierung vorliegt, jedoch erhält man hier keine Aussage über die Position den 

Prenylierung. Die Prenylierungsposition von C2 revers wird aufgrund des bekannten 

Prenylierungsverhalten von EchPT1 angenommen (Wohlgemuth et al. 2017). 

Das diprenylierte Produkt 4a4b2 wurde in einem einmaligen Versuch zur Biotransformation in 

mit FtmP450-1 in S. cerevisiae KO3 zugefüttert. Es wurde jedoch nicht umgesetzt und führte 

zu keinem Hydroxyliertem Produkt durch FtmP450-1. Dieses Teilprojekt wurde an dieser Stelle 

nicht mehr weitergeführt.   
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5 Diskussion 

5.1 Prenylierung von Ardeemin FQ und dem Enantiomer ent-Ardeemin FQ 

mit Prenyltransferasen für cyclische Dipeptide 

In diesem Projekt wurde die Arbeit von Dr. Peter Mai fortgesetzt. Es sollte die Prenylierung 

von Ardeemin FQ (1) bzw. dem Enantiomer ent-Ardeemin FQ (2) durch den Einsatz von 

Prenyltransferasen für cyclische Dipeptide an den Positionen C2 und C3 des Indolrings erreicht 

werden. Hierfür wurden die zwei C2-prenylierenden Enzyme BrePT und FtmPT1, sowie die 

drei C3-Prenyltransferasen CdpNPT, CdpC3PT und AnaPT ausgewählt. Durch die Inkubation 

von Ardeemin FQ (1) bzw. ent-Ardeemin FQ (2) mit den fünf Prenyltransferasen in 

Anwesenheit von DMAPP konnten insgesamt 15 verschiedene Produkte identifiziert werden 

(Abbildung 5-1). Bei 14 Produkten gelang es die Strukturen mittels Massenspektrometrie und 

NMR-Spektroskopie eindeutig aufzuklären.  

Es wurden sechs verschiedene Prenylierungspositionen adressiert, darunter waren auch die 

gewünschten Positionen C2 und C3 des Indolringes. Zusätzlich wurden auch Produkte 

gefunden, die die Prenyleinheit an N1, C5, C6 und C7 trugen. Bei den N1-, C2- und 

C3-Prenylierungen wurden reguläre (a) und reverse (b) Prenylierungen beobachtet. Bei den 

C3-prenylierten Derivaten wurden verschiedene Konfigurationen (α / β) beobachtet. Es wurden 

die folgenden Produkte identifiziert: 1b2, 1b3ß, 1a6, 1a7, 2a1, 2b1, 2b2, 2b3α, 2b3ß, 2a5, 

2a6, und 2a7 wobei die zwei Produkte 1a1 und 1a2 als Gemisch mit 1b3ß bzw. 1b2 isoliert 

und charakterisiert wurden. Ein Produkt (1a3ß) konnte lediglich in dem NMR-Spektrum der 

Gesamtreaktion beobachtet werden. Wenn man die detektierten Umsätze mitberücksichtigt, 

wurde Ardeemin FQ (1) mit Umsätzen von bis zu 77% sehr viel besser akzeptiert als das 

Enantiomer ent-Ardeemin FQ (2) mit Gesamtumsätzen von maximal 22%. Bei dem 

Enantiomer war der Umsatz somit deutlich geringer und meist auf verschiedene Produkte 

verteilt. In den Reaktionen von Ardeemin FQ (1) mit BrePT, FtmPT1, und CdpNPT konnte 

hingegen eindeutig ein Hauptprodukt 1b2 (57,0 ± 0,5%), 1b3ß (44,5 ± 0,1%) und 1b3ß 

(74,6 ± 2,1%) identifiziert werden. Aus diesem Grund wurden die KM-Wert nur für 

Ardeemin FQ (1) mit diesen drei Enzymen FtmPT1, BrePT und CdpNPT in der Anwesenheit 

von DMAPP bestimmt. Die bestimmten KM-Werte von 0,009 mM bis 0,19 mM und 

Wechselzahlen von 0,02 s-1 bis 0,23 s-1 liegen etwa im Bereich, wie es auch für die meisten 

cyclischen Dipeptide mit diesen Enzymen üblich ist (Wollinsky et al. 2012b; Yin et al. 2013). 
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Abbildung 5-1. Zusammenstellung der identifizierten Produkte aus den Inkubationen von Ardeemin FQ 

(1) bzw. ent-Ardeemin FQ (2) mit BrePT, FtmPT1, CdpC3PT, CdpNPT und AnaPT in Anwesenheit 

von DMAPP.  

Mithilfe der Strukturaufklärung konnte festgestellt werden, dass es bei den Reaktionen mit 

hohem Umsatz zu einem eindeutigen Hauptprodukte kam. In diesen Fällen handelte es sich bei 

den Hauptprodukten um die C2- oder C3-prenylierte Produkte. Auf diese Weise waren bei den 

beiden Prenyltransferasen BrePT und CdpNPT mit dem Substrat Ardeemin FQ (1) Parallelen 

zu den in der Literatur zu findenden Ergebnissen mit cyclischen Dipeptiden zu sehen. In dem 

Reaktionsgemisch mit CdpNPT war das alleinige Produkt reverse C3-prenyliert 1b3ß (Schuller 

et al. 2012; Yu et al. 2013). Bei BrePT war ebenfalls wie bei den Reaktionen mit den cyclischen 
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Dipeptiden das revers C2-prenylierte Produkt 1b2 das Hauptprodukt mit 57%. Auch analog 

dazu wurden N1- (1a1) und C3-prenylierte Derivate (1b3ß) identifiziert (Yin et al. 2013).  

Allerdings wurde bei FtmPT1 beobachtet, dass die Inkubation mit Ardeemin FQ (1) im 

Vergleich zu den cyclischen Dipeptiden ein eher ungewöhnliches Verhalten aufwies. FtmPT1 

katalysiert bei dem natürlichen Substrat cyclo-L-Trp-L-Pro die reguläre C2-Prenylierung 

(Grundmann and Li 2005; Wollinsky et al. 2012b). In weiteren Untersuchungen mit 13 

verschieden cyclischen Dipeptiden konnten auch weitere Nebenprodukte wie regulär N1- und 

C3-prenylierte Produkte identifiziert werden, allerding verblieb das regulär C2-prenylierte 

Derivat das Hauptprodukt (Wollinsky et al. 2012b). Bei Ardeemin FQ als Substrat war die C3 

reverse Orientierung das bevorzugte Prenylierungsprodukt mit einer Ausbeute von 44%. 

Darüber hinaus wurden, ähnlich wie bei den Reaktionen mit den Dipeptiden, auch reguläre N1-, 

C2- und C3-Prenylierungen identifiziert. Zusätzlich konnte mit Ardeemin FQ (1) allerdings 

noch ein weiteres Produkt beobachtet werden, welches an C2 in reversen Orientierung 

prenyliert wurde. Insgesamt scheint jedoch die Position C3 des Indolringes von den 

C2-Prenyltranseferasen BrePT und FtmPT1 eine günstige Prenylierungsposition zu sein. 

Bei den Reaktionen, die vergleichsweise geringe Umsätze aufwiesen, wie z. B. Ardeemin FQ 

(1) mit CdpC3PT und AnaPT sowie ent-Ardeemin FQ (2) mit CdpNPT, CdpC3PT und AnaPT, 

waren überall C6-prenylierte Produkte zu sehen. Zusätzlich konnten auch Prenylierungen an 

C7 identifiziert werden, wenn Ardeemin FQ mit CdpC3PT oder ent-Ardeemin FQ (2) mit 

FtmPT1, CdpNPT oder AnaPT inkubiert wurden. Ein Vergleich der Produktausbeuten dieser 

Reaktionen zeigte, dass die C6- bzw. C7-prenylierten Derivate die Hauptprodukte oder 

zumindest einer der Hauptprodukte darstellten. Dies deutet darauf hin, dass Reaktionen mit 

niedrigen Umsatzraten C6- oder C7-Prenylierungen bevorzugt sind. Der relativ niedrige 

Umsatz von Ardeemin FQ (1) mit CdpC3PT und AnaPT, sowie dem Enantiomer 

ent-Ardeemin FQ (2) mit allen fünf Prenyltransferasen deutet auf einen schlechten Zugang zur 

Aktiventasche hin und würde infolgedessen die verschobenen Regioselektivität der Enzyme im 

Vergleich zu den cyclischen Dipeptiden erklären. Ähnliche Beobachtungen wurden in der 

Literatur mit cyclischen Dipeptiden und dem vergleichsweise größerem Prenyldonor GPP mit 

AnaPT und Mutanten von CdpNPT (CdpNPT_M349G), CdpC3PT (CdpC3PT_F335G) und 

CdpC2PT (CdpC2PT_T351G) beschrieben (Liao et al. 2018; Pockrandt and Li 2013). 

Es ist gelungen Ardeemin FQ (1) an C2 und C3 des Indolringes mit den Enzymen BrePT, 

FtmPT1 und CdpNPT auch in hohen Ausbeuten erfolgreich zu prenylieren. Die Prenylierungen 

des Enantiomers ent-Ardeemin FQ (2) hingegen zeigten geringe Umsätze, begleitet von vielen 



 DISKUSSION  108 

 

 

Nebenprodukten. Dennoch konnten Ardeemin-Derivate hergestellt werden, die in weiteren 

Untersuchungen analog zu Ardeemin auf ihre biologische Aktivität z.B. in Bezug auf das 

Entgegenwirken von Arzneimittelresistenzen in der Chemotherapie (Karwowski et al. 1993; 

Zheng et al. 2014) getestet werden könnten. Desweitern könnte man versuchen die neuen 

Ardeemin-Derivate noch weiter zu acetylieren, da 5-N-Acetylardeemin nachweislich eine 

höhere biologische Aktivität als Ardeemin aufwies (Karwowski et al. 1993). Sollten in solchen 

Versuchen interessante Aktivitäten nachgewiesen werden, sollten die Ausbeute optimiert 

werden. Zusätzlich könnten u. a. noch andere Enzyme oder Reaktionsbedingungen getestet 

werden.  
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5.2 Beeinflussung des Prenylierungsverhaltens verschiedener 

Prenyltransferasen durch Site-Directed-Mutagenesis 

5.2.1 Ortsgerichtete Mutagenese von 5-DMATS und FgPT2 zur Prenylierung der 

Position C5 des Indolrings in cyclischen Dipeptiden 

Bis heute stellt die Prenylierung an der Position C5 des Indolringes von CDPs eine 

Herausforderung dar. Die C5-Prenylierung von cyclo-L-Trp-L-Pro (cWP, 4) wurde zur 

Substratherstellung für ein weiteres Projekt benötigt. Aus diesem Grund sollte durch die 

Einführung einer gezielten Mutation in 5-DMATS die Substratspezifität der Prenyltransferase 

um CDPs erweitern. Fan et al. konnten bereits eine solche Erweiterung der Substratspezifität 

bei der Prenyltransferase FgaPT2 beobachten. Die Mutante FgaPT2_R244L zeigte eine sehr 

gute Akzeptanz von cWP (4) (Fan and Li 2016). Ein weiterer Ansatz diese 

Prenylierungsposition zu adressieren war die Herstellung einer FgaPT2 Doppelmutante durch 

Kombination zwei bekannter Einzelmutanten. Mai et al. berichteten einen neuen zusätzlichen 

Produktpeak bei der Inkubation von der Mutante FgaPT2_Y398F mit Ardeemin FQ, welches 

aufgrund der Retentionszeit auf das C5-prenylierte Produktpeak hindeutete (Mai et al. 2016). 

Mit der Doppelmutante FgaPT2_R244L_Y398F sollte die Substraterweiterung mit der 

Verschiebung der Regiospezifität kombiniert werden.  

Analog zu der bereits für die C4-Prenylierung von cWP (4) erfolgreichen Mutante 

FgaPT2_R244L wurde in diesem Projekt die Mutante 5-DMATS_R243L sowie die 

Doppelmutanten FgaPT2_R244L_Y398F und 5-DMATS_R243L_L327G durch Site-Directed 

Metagenese hergestellt. Erste chemo-enzymatische Reaktionen mit diesen Mutanten zeigten 

jedoch nicht die gewünschten Ergebnisse.  

Die Mutante 5-DMATS_R243L wies ein vergleichbares Verhalten wie der Wildtyp auf, 

allerdings mit schlechterem Umsatz. Die Doppelmutante 5-DMATS_R243L_L327G führte zu 

keiner Produktbildung. An dieser Stelle kann jedoch keine zuverlässige Aussage getroffen 

werden, da möglicherweise zu wenig Enzym nach der Aufreinigung erhalten wurde, das Enzym 

bei den eingesetzten Substraten keine Aktivität zeigt oder die Reaktionsbedingungen ungünstig 

waren. Bevor die Ergebnisse reproduziert oder optimiert werden konnten, wurde das Projekt 

eingestellt. Weiterführend sollten die Ergebnisse zunächst einmal reproduziert und ggf. 

optimiert werden. Zusätzlich haben Mai et al. in ihrer Publikation bereits weitere 

Aminosäureposition u. a. bei 5-DMATS identifiziert, die einen Einfluss auf die 
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Substratspezifität haben könnten (Mai et al. 2018). Sowohl die Position R243 als auch die 

Position W397 in 5-DMATS könnten durch weitere Aminosäuren getauscht und anschließend 

getestet werden. 

Die Doppelmutante FgaPT2_R244L_Y398F hingegen zeigte eine bessere Akzeptanz 

gegenüber den CDPs cWP (4) (35%) und cWL (5) (69%) im Vergleich zu L-Trp (3) (18%). Bei 

der Umsetzung von cWP (4) und L-Trp (3) wurden zwei Produktpeaks detektiert, wobei die 

Produktpeaks nach Umsetzung von cWP (4) die gleichen Retentionszeiten hatten, wie bereits 

bei der Einzelmutante FgaPT2_Y398F beobachtet wurde. Die Einzelmutante FgaPT2_Y398F 

wies im Vergleich zur Doppelmutante FgaPT2_R244L_Y398F mit cWP (4) ein 

Produktverhältnis deutlich zu Gunsten des neuen Produktpeaks auf. Da hinter dem neuen 

Produktpeak C5-prenyliertes cWP (4a5) vermutet wurde, wurde für die Substratherstellung die 

Einzelmutante FgaPT2_Y398F verwendet und im späteren Verlauf des dritten Projektes auch 

die C5-Prenylierung bestätigt. 

Da der Schwerpunkt auf andere Projekte lag, wurden die Experimente an dieser Stelle 

eingestellt. Auch diese Ergebnisse können lediglich als ersten Anhaltspunkt dienen und sollten, 

falls das Projekt weitergeführt wird, zunächst einmal reproduziert werden. Des Weiteren sollten 

noch anderen tryptophanhaltigen CDPs getestet werden, um eine fundierte Aussage zur 

veränderten katalytischen Eigenschaft der Doppelmutante zu treffen. Die Publikation von 

Ostertag et al. zeigt, dass nach wie vor Interesse an dieser Prenylierungsposition besteht 

(Ostertag et al. 2021). Möglicherweise könnte man auch diese bakteriellen Prenyltransferasen 

so mutieren, dass sie statt L-Trp (3) CDPs als Substrate akzeptieren.  

5.2.2 Steuerung der Mehrfachprenylierungen von EchPT2 durch Site-Directed-

Mutagenesis 

In der Literatur ist EchPT2 mit den Mehrfachprenylierungen von cWA (5) und cWP (4), die an 

C2 revers prenyliert wurden, bereits von Wohlgemuth et. al beschrieben worden. In diesem 

Teilprojekt sollte durch die Site-directed Mutagenesis EchPT2 so mutiert werden, dass die 

Mehrfachprenylierungen gezielt gesteuert werden können. 

Daher wurde die Gensequenz von EchPT2 mit den Sequenzen von anderen bekannten 

Prenyltransferasen vergleichen, für die Mehrfachprenylierungen nicht geläufig sind, um 

potenzielle Mutationspositionen zu identifizieren. Auf diese Weise wurde die Position A404 

ausgewählt und zu Tryptophan, Tyrosin, Phenylalanin und Leucin mutiert. Die hergestellten 
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Mutanten wurden mit den bereits C2-prenylierten Substraten cWA-P (5b2), cWP-P (4b2) und 

Tryp B (4a2), sowie den unprenylierten Substraten cWA (5) und cWP (4) inkubiert. Mit den 

unprenylierten Substraten sollte getestet werden, ob durch die eingeführte Mutation statt der 

Mehrfachprenylierung die Substratspezifität beeinflusst wurde. Denn auch die Akzeptanz von 

bereits prenylierten Substraten ist für die meisten Prenyltransferasen unüblich. 

Die Mutanten EchPT2_A404W, EchPT2_A404F, EchPT2_A404Y und EchPT2_A404L 

zeigten keinerlei Aktivität gegenüber den drei prenylierten Substraten, allerdings konnte bei 

EchPT2_A404Y mit dem unprenylierten Substrat cWP (4) zwei Produktpeaks mit einem 

Gesamtumsatz von 5% detektiert werden. Im Vergleich zeigte die Inkubation mit cWP (4) und 

dem Wildtyp EchPT2 keine Produktbildung. Auch wenn der Umsatz sehr gering ist, deutet 

dieses Ergebnis daraufhin, dass die Mutation nicht zur Inaktivierung des Enzyms geführt hat 

und dass womöglich tatsächlich die Substratspezifität anstatt der Mehrfachprenylierung 

beeinflusst wurde.  

Durch die gezielte Mutation der Position M328 zu Glycin in FagPT2 bzw. der jeweils 

entsprechenden Position in weiteren Prenyltransferasen, wurde die Akzeptanz gegenüber GPP 

als Prenyldonor erweitert (Liao et al. 2018; Mai et al. 2018). In diesem Projekt wurde 

untersucht, ob EchPT2 nach Mutation zu Glycin die gleiche neue katalytische Aktivität 

gegenüber GPP aufweist. Nach Herstellung der Mutante EchPT2_L334G, wurde sie mit den 

drei Substraten cWA-P (5b2), cWP-P (4b2) und Tryp B (4a2) in Anwesenheit von GPP 

inkubiert. Es stellte sich heraus, dass durch die eingeführte Mutation EchPT2_L334G ebenfalls 

der Transfer von GPP katalysieren konnte. Die Substrate cWA-P (5b2) und Tryp B (4a2) 

wurden nur mit schlechten Gesamtumsätzen (3% und 1%), wobei in beiden Fällen mindestens 

zwei Produktpeaks detektiert wurden. Das Substrat cWP-P (4b2) zeigte einen moderaten 

Umsatz von insgesamt 14% und mindestens drei Produkten. Die Retentionszeiten deuten, 

analog zu DMAPP, auf eine Mehrfachgeranylierung hin. Als Vergleich wurde die Mutante 

EchPT2_L334G mit den gleichen Substraten und DMAPP inkubiert, doch wurde lediglich bei 

cWP-P (4b2) ein Gesamtumsatz von 2% beobachtet. Der Wildtyp zeigte mit GPP keine 

Aktivität. 

Alle geplanten Mutationen wurden erfolgreich eingeführt und ein Teil der neuen Mutanten 

zeigten in ersten Versuchen katalytische Aktivität. Im Rahmen dieser Arbeit wurden die 

entstanden Produkte nicht charakterisiert. Dieses Projekt wurde zu einem recht frühen 

Zeitpunkt zu Gunsten der anderen Projekte eingestellt. Dennoch stellt EchPT2 nach wie vor ein 

sehr interessantes Enzym dar, sodass weitere Mutationen von Interesse sein könnten. 
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Wohlgemuth et al. berichteten von Mehrfachprenylierungen an den Positionen C4, C5 und C7 

(Wohlgemuth et al. 2017; Wohlgemuth et al. 2018). Wenn es gelingen würde dies durch 

Mutationen zu steuern, könnte man mit nur einem Enzym und seine Mutanten verschieden 

Positionen gezielt einfach oder mehrfach prenylieren. Darüber hinaus könnte man auch durch 

Molecular Modelling weitere relevante Aminosäuren identifizieren, die an der Katalyse 

beteiligt sind. Sehr gut Ergebnisse wurden bereits durch diese Strategie mit FgaPT2 erzielt (Mai 

et al. 2018).  
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5.3 Heterologe Expression von Prenyltransferasen und Cytochrom P450 

Genen in S. cerevisiae und Zufütterung verschiedener Substrate 

In diesem Projekt sollte ein heterologes Expressionssystem für die Cytochrom P450 Gene 

ftmP450-1 und ftmP450-2 aus N. fischeri in S. cerevisiae entwickelt werden. Mit diesem 

System sollte die katalytische Aktivität gegenüber verschiedenen tryptophanhaltigen 

cyclischen Dipeptiden durch Zufütterung getestet werden. Die meisten CYP Enzyme benötigen 

eine Cytochrom P450 Reduktase (CPR) damit sie katalytisch aktiv sein können (Hannemann et 

al. 2007). Die hierfür benötigte NADPH Cytochrom P450 Reduktase red1 (NFIA_056730) lag 

zusammen mit dem Cytochrom P450 Gen ftmP450-1 (NFIA_093700) bzw. ftmP450-2 

(NFIA_093730) aus dem N. fischeri NRRL 181 Stamm in dem Hefeexpressionsvektor pESC-

URA vor. Die Plasmide pVW74 (ftmP450-1 und red1 in pESC-URA) und pVW86 (ftmP450-2 

und red1 in pESC-URA) wurden von Viola Wohlgemuth zur Verfügung gestellt.  

In dem Fumitremorgin-Biosyntheseweg katalysiert das CYP Enzym FtmP450-1 die 

Hydroxylierung von Tryprostatin B (4a2) zu 6-Hyxdroxytryprostatin B (4a2h6). Das andere 

CYP Enzym FtmP450-2 ist für die Cyclisierung zwischen der Prenylgruppe und dem Stickstoff 

des Diketopiperazinringes von Tryprostatin B (4a2) zu Demethoxyfumitremorgin C (4a2r12) 

verantwortlich. Im Rahmen dieses Projektes wurde auch die Co-Expression der CYP Gene mit 

den C2-Prenyltransferasen ftmPT1 bzw. brePT getestet. Dies ermöglicht die Zufütterung 

unprenylierter cyclischer Dipeptide, da die benötigte C2-Prenylierung in vivo katalysiert wird. 

Für die heterologe Expression wurde der Hefestamm S. cerevisiae KO3 gewählt, der im 

Arbeitskreis gentechnisch so modifiziert wurde, dass die beiden Peptidasen prb1 und pep4 

deletiert sind (Hühner et al. 2019). Peptidasen stehen in Verdacht auch heterologe Enzyme 

abzubauen (Kerstens and Van 2018), sodass womöglich auch die CYP Enzyme von diesen 

Peptidasen abgebaut werden könnten. Darüber hinaus verfügt dieser Stamm auch über eine 

DMAPP Überproduktion (Backhaus et al. 2017; Hühner et al. 2019), was eine spätere 

Co-Expression den FtmP450 Enzymen zusammen mit einer Prenyltransferase ohne Zugabe des 

Prenyldonors DMAPP ermöglicht. Durch die Zufütterung verschiedener Substanzen sollten 

neue, schwer zugängliche Verbindungen hergestellt sowie Erkenntnisse zur Substratspezifität 

der beiden CYP Enzymen gesammelt werden. 
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5.3.1 Etablierung eines heterologen Expressionssystem für CYP Gene aus Pilzen in 

S. cerevisiae 

Für die heterologe Expression von ftmP450-1 bzw. ftmP450-2 aus N. fischeri in den Hefestamm 

S. cerevisiae KO3 wurden die Konstrukte pVW74 bzw. pVW86 mittels Li-Acetat Methode 

transformiert. Die Transformanten wurden zunächst in SC-URA Selektionsmedium mit 2% 

Galaktose zur Induktion der Proteinüberproduktion für 24 h kultiviert, dann zentrifugiert und 

die Zellen in Hefevollmedium mit 2% Galaktose resuspendiert. Letzteres stellte die 

Zufütterungskultur dar und wies ein um das 10-fach geringere Volumen auf. In diesen Kulturen 

wurden die jeweiligen Substrate in eine Endkonzentration von 0,04 mM zugefüttert und für 

weitere 24 h kultiviert. Eine längere Kultivierung führte entweder zu gleichbleibendem Umsatz 

oder sogar zum Produktabbau. Mit diesen Kultivierungsbedingungen wurde ein heterologes 

Expressionssystem für ftmP450-1 bzw. ftmP450-2 erfolgreich etabliert, sodass sehr gute 

(92 ± 6%) bzw. gute Umsätze (57 ± 10%) von Tryprostatin B (4a2) erzielt und reproduziert 

wurden. Die jeweils durch Umsetzung von Tryprostatin B mit FtmP450-1 bzw. FtmP450-2 

erwarteten Produkte 6-Hydroxytryprostatin B (4a2h6) bzw. Demethoxyfumitremorgin C 

(4a2r12) wurden mittels LC-MS Analyse detektiert und anschließend mittels NMR-Analyse 

verifiziert.  

Im weiteren Verlauf dieses Projektes wurde die Co-Expression der CYP Gene mit den 

Prenyltransferasen ftmPT1 aus A. fumigatus und brePT aus A. versicolor in den Hefestamm 

S. cerevisiae KO3 getestet. Die Prenyltransferase FtmPT1 katalysiert die reguläre 

C2-Prenylierung von cWP (4) zu Tryprostatin B (4a2), dem Substrat für die beiden CYP-

Enzyme (Tsunematsu et al. 2013). BrePT hingegen katalysiert die reverse C2-Prenylierung von 

cWP (4) zu Deoxybrevianamid E (4b2) (Yin et al. 2013). Die Gene der beiden 

Prenyltransferasen lagen jeweils bereits in der Arbeitsgruppe im Hefeexpressionkonstrukt 

pESC-HIS vor. Zunächst wurde überprüft, ob sich das für die CYP-Gene etablierte heterologe 

Expressionssystem auch auf die Prenyltransferasen übertragen ließ. Hierfür wurde ftmPT1 bzw. 

brePT unter Anwendung der gleichen Kultivierungsbedingungen in S. cerevisiae KO3 

exprimiert. Als Substrat wurde jeweils das unprenylierte CDP cWP (4) zugefüttert und die 

Kultur nach 24 h mittels LC-MS analysiert. Das CDP cWP (4) wurde von FtmPT1 in sehr guter 

Ausbeute zu 4a2 (91 ± 1%) und von BrePT in guter Ausbeute zu 4b2 (53 ± 10%) umgesetzt. 

Damit ließ sich das heterologe Expressionssystem der CYP-Enzyme ebenfalls erfolgreich auf 

die beiden Prenyltransferasen ftmPT1 und brePT übertragen. Als nächstes wurde die 

Co-Expression der Prenyltransferasen mit den CYP-Genen getestet. 
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5.3.2 Co-Expression von ftmP450-1 bzw. ftmP450-2 mit einer Prenyltransferase in 

S. cerevisiae 

Die erfolgreiche Expression der einzelnen CYP Gene (ftmP450-1 bzw. ftmP450-2) sowie der 

Prenyltransferasen (ftmPT1 bzw. brePT) war die Voraussetzung für den Versuch einer 

Co-Expression von ftmP450-1 mit ftmPT1, ftmP450-2 mit ftmPT1 sowie ftmP450-1 mit brePT. 

FtmP450-2 benötigt die reguläre C2-Prenylierung für den Ringschluss, sodass die 

Co-Expression von ftmP450-2 mit brePT nicht getestet wurde. Die Co-Expression von brePT 

und ftmP450-1 in S. cerevisiae führte zu einer moderaten Ausbeute an hydroxyliertem Produkt 

(4b2h6) von 14 ± 1%.  

Chemo-enzymatisch ist FtmPT1 in der Lage verschiedene CDPs an C2 regulär zu prenylieren 

(Wollinsky et al. 2012b; Zhou et al. 2016), sodass diese breite Substratspezifität auch in vivo 

für die Co-Expression von ftmPT1 mit jeweils einem CYP Gen ftmP450-1 bzw. ftmP450-2 

genutzt werden sollte. Es wurden die verschiedenen unprenylierten CDPs cyclo-D-Trp-D-Pro 

(7), cyclo-L-Trp-D-Pro (8), cyclo-D-Trp-L-Pro (9), cWL (5) und cWA (6) zugefüttert. Diese 

können dann in vivo in S. cerevisiae von FtmPT1 prenyliert werden und stehen dann den CYP 

Enzymen als Substrate zur Verfügung. Mit diesen Substraten wurde die Toleranz der CYP 

Enzyme gegenüber Modifikationen in der Stereochemie und der Zusammensetzung der zweiten 

Aminosäure getestet. Das natürliche Substrat cWP (4) und die zwei Derivate cyclo-L-Trp-D-Pro 

(8) und cWL (5) wurden in vergleichbaren Mengen von FtmPT1 zu 4a2 (91 ± 1%), 8a2 

(56 ± 8%) und 5a2 (75 ± 7%) prenyliert, wie auch in den chemo-enzymatischen Reaktionen 

beobachtet wurde (Wollinsky et al. 2012b; Zhou et al. 2016). Die anderen Substrate 

cyclo-D-Trp-D-Pro (7), cyclo-D-Trp-L-Pro (9) und cWA (6) wurden im Vergleich zum 

rekombinanten Protein in geringerem Maße von FtmPT1 in vivo in Hefe zu 7a2 (10 ± 2%), 9a2 

(17 ± 3%) und 6a2 (7 ± 2%) umgesetzt. Bei den zuletzt genannten drei Subtraten hat der 

vergleichsweise moderate Umsatz zur Folge, dass in der Co-Expression weniger prenyliertes 

Substrat für die CYP Enzyme zur Verfügung stand. Die Substratspezifität der CYP Enzyme 

konnte somit nicht unter vergleichbaren Bedingungen getestet werden. In den Co-Expressionen 

von ftmPT1 mit ftmP450-1 bzw. ftmP450-2 lagen die Ausbeuten an hydroxyliertem (Xa2h6) 

bzw. cyclisiertem Endprodukt (Xa2r12) mit dem natürlichen Substrat bei (77 ± 13%) bzw. 

(55 ± 5%). Mit allen anderen Substraten wurde eine Ausbeute an Endprodukt von < 10% 

detektiert, wobei das prenylierte Zwischenprodukt 6a2 von keinem CYP Enzym akzeptiert 

wurde (vgl. Tabelle 4-3 und Tabelle 4-4).  
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Neben den unterschiedlichen Mengen an prenyliertem Zwischenprodukt stellt die Anwesenheit 

von cWP (4) im Hefevollmedium eine weitere Schwierigkeit dar. Das cWP (4) liegt dann 

parallel zu den zugefütterten Substraten zur Umsetzung vor und führt bei den cWP 

Stereoisomere (insbesondere dem Enantiomer cyclo-D-Trp-D-Pro) teilweise zu gleichen 

Retentionszeiten. Aufgrund der identischen Massen kann auch keine Unterscheidung durch 

Massenspektrometrie erfolgen. Versuche die Zufütterung auch in SC-Mangelmedium 

durchzuführen, brachten erhebliche Einbußen in der Produktausbeute mit sich (Daten nicht 

gezeigt). Um diese Limitierungen zu umgehen und eine größere Substratvielfalt für die CYP 

Enzyme zu ermöglichen, wurden die für die weiteren Biotransformationen das CYP Gen 

ftmP450-1 bzw. ftmP450-2 allein in Hefe exprimiert. Dadurch konnten Substrate unabhängig 

von der Aktivität der Prenyltransferasen in Hefe hergestellt werden. 

5.3.3 Mono-Expression von ftmP450-1 bzw. ftmP450-2 aus N. fischeri in S. cerevisiae 

und Zufütterung verschiedener tryptophanhaltiger Substrate 

Durch die Mono-Expression der CYP-Gene in S. cerevisiae war es möglich die 

Substratspezifität unter vergleichbaren experimentellen Bedingungen zu testen. Auf diese 

Weise konnten durch die kontrollierte Menge an zugefüttertem Substrat möglichst 

vergleichbare Ausgangbedingungen für die Biotransformationen geschaffen werden. Darüber 

hinaus hat die Anwesenheit von cWP (4) im Medium keinen Einfluss mehr auf die 

Biotransformation, da das CDP nicht mehr prenyliert werden konnte. 

Es wurden die Biotransformationen der Co-Expressionen der Prenyltransferasen und CYP 

Genen als Mono-Expression reproduziert. Hierfür wurden die CDPs mit FtmPT1 chemo-

enzymatisch prenyliert und als Substrate mit einer Endkonzentration von 0,04 mM zugefüttert. 

Die beobachteten Produktausbeuten bei der Mono-Expression der CYP Gen war vergleichbar 

oder teilweise besser als bei der Co-Expression. In Tabelle 5-1 sind alle Ergebnisse 

zusammengefasst und in Klammer jeweils dahinter die Ausbeuten der Co-Expression zum 

direkten Vergleich. Gerade bei der Expression von ftmP450-1 kann eine Aussage zur 

Akzeptanz der Stereoisomere getroffen werden, da nun keine Überlagerung mit umgesetztem 

cWP (4) aus dem Medium vorliegt. Das Enantiomer zeigt, wie bei der Co-Expression, einen 

geringen Umsatz von 7a2 zu 7a2h6 (8 ± 1%). Die anderen Stereoisomere von cWP wurden 

nicht von FtmP450-1 umgesetzt.   
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Tabelle 5-1. Zusammenfassung der Ergebnisse der heterologen Expression von ftmP450-1 bzw. 

ftmp450-2 in S. cerevisiae. In Klammern sind die Ergebnisse aus der Co-Expression mit der 

Prenyltransferase zum Vergleich angegeben. 

Modifikation Substrat 

Ausbeute an 

hydroxyliertem 

Produkt durch 

ftmP450-1 

Ausbeute an 

hydroxyliertem 

Produkt durch 

ftmP450-2 

Natürliches 

Substrat 

 

4a2h6: 

92 ± 6% 

(77 ± 13%) 

4a2r12: 

57 ± 10% 

(55 ± 5%) 

Stereochemie 

 

7a2h6: 

8 ± 1% (6 ± 0%)a 

8a2h6: 

- (1 ± 0%)a 

9a2h6: 

- (1 ± 1%)a 

7a2r12: 

2%b (6 ± 2%)a 

8a2r12: 

16%b (9 ± 1%) 

9a2r12: 

17%b (3 ± 1%) 

Aminosäuren-

zusammen-

setzung 

 

5a2h6: 

- (2 ± 1%) 

6a2h6: 

- (-) 

5a2r12: 

3 ± 0% (3 ± 0%) 

6a2r12: 

- (-) 

Orientierung 

der 

Prenylgruppe 

 

4b2h6: 

21 ± 1% 

(14 ± 1%) 

 

Länge der 

Prenylgruppe 

 

4g2h6: 

68 ± 6% 

 

 

Position der 

Prenylgruppe 

 

kein Umsatz  

Ringschluss 

 

kein Umsatz  
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a Abzüglich des umgesetzten Anteiles von cWP (4) aus dem Hefevollmedium; b diese Ergebnisse liegen nicht als 

Doppelbestimmung vor 

Wohingegen FtmP450-2 mit den Stereoisomeren 8a2 und 9a2 moderate Umsätze von 16% 

bzw. 17% aufwies, welche deutlich höher sind im Vergleich zur Co-Expression. Das 

Enantiomer 7a2 wird jedoch kaum (2%) von FtmP450-2 cyclisiert. Da sich im Laufe des 

Projektes der Fokus zunehmend auf das Enzym FtmP450-1 legte, liegen für FtmP450-2 nicht 

alle Messungen als Doppelbestimmung vor. Zur Übersicht und ersten Orientierung wurden 

dennoch die Einzelmessungen angegeben, sind jedoch entsprechend in Tabelle 5-1 als solche 

gekennzeichnet (b). Bei einer Weiterführung des Projektes sollten diese Ergebnisse reproduziert 

und damit verifiziert werden. Falls die Ergebnisse reproduziert werden können, sollten die 

Produkte 7a2r12, 8a2h12 und 9a2h12 isoliert und mittels NMR-Analyse bestätigt werden. 

Im Großen und Ganzen scheint FtmP450-2 gegenüber Modifikationen in der Stereochemie und 

der zweiten Aminosäure neben Tryptophan toleranter zu sein als FtmP450-1. Allerdings ist bei 

FtmP450-1 die Prenylgruppe nicht direkt an dem Katalyseschritt beteiligt, wie das bei 

FtmP450-2 der Fall ist (Cyclisierung). Daher konnten mit FtmP450-1 noch weitere 

Modifikationen, z.B. an der Prenylgruppe selbst, getestet werden. Das revers C2-prenylierte 

Substrat 4b2 wurde mit moderater Ausbeute zu 4b2h6 (21 ± 1%) ungesetzt und das 

C2-geranylierte Substrat 4g2 wurde sogar zu 68 ± 6% von FtmP450-1 hydroxyliert (4g2h6). 

Beide Produkte wurden mittels NMR-Analyse bestätigt. Die Variation der Prenylposition (4a4, 

4a5, 4a6, 4a7) sowie das cyclisierte Produkt 4a2h12 der FtmP450-2 wurden nicht von 

FtmP450-1 akzeptiert.  

Mithilfe die Bioinformatik und molekularem Modelling könnten noch weitere Erkenntnisse zu 

den CYP-Enzymen gewonnen und zur gezielten Mutagenese eingesetzt werden, um die 

Substratspezifität zu erweitern. Außerdem könnten auch die Zufütterung weiterer Substrate wie 

z.B. Tryprostatin B Derivate von Interesse sein. Erst kürzlich publizierten Gardner et al. durch 

die Prenyltransferase CdpNPT an C6 alkylierte Tryprostatin B Derivate (Gardner et al. 2020), 

die getestet werden könnten. Mit Hinblick auf das heterologe Expressionssystem könnte auch 

die Expression u. a. in A. nidulans von Vorteil sein, um die Co-Expression mit 

Prenyltransferasen zu optimieren. Das CYP Gen echP450 wurde bereits erfolgreich in 

A. nidulans exprimiert (Nies and Li 2021). 
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5.3.4 Substratherstellung und Charakterisierung 

Die prenylierten Substrate für die Zufütterung der heterolog exprimierten CYP Gene wurden 

chemo-enzymatisch mit verschiedenen Prenyltransferasen hergestellt. Wie bereits beschrieben 

wurden die regulär C2-prenylierten Substrate durch FtmPT1 prenyliert. Aufgrund des sehr 

guten Umsatzes mit cWP (4) wurde EchPT1, statt brePT, für die reverse C2-Prenylierung (4b2) 

verwendet.  

Die C4- bis C7-prenylierten Substrate 4a4, 4a5, 4a6, und 4a7 wurde mit Hilfe der 

verschiedenen bekannten Prenyltransferasen FgaPT2_R244L, FgaPT2_Y398F, 6-DMATSSa 

und 7-DMATS realisiert (Fan and Li 2016; Mai et al. 2016; Winkelblech et al. 2015b; 

Winkelblech and Li 2014; Yu and Li 2011) und mittels NMR-Analyse bestätigt. Die chemo-

enzymatische Prenylierung der Position C5 und C6 von cWP (4) stellt bis heute eine 

Herausforderung dar. Nach bestem Wissen wurde die C5-Prenylierung von cWP (4) lediglich 

in geringem Maße mit 5-DMATS beobachtet (Yu et al. 2012). Die C6-Prenylierung von cWP 

(4) wurde bislang noch nicht berichtet. Im Rahmen dieser Arbeit ist auch eine Diprenylierung 

der Substrate 4a4, 4a5, und 4a7 durch den Einsatz von EchPT1 gelungen. Diese diprenylierten 

Substanzen wurden nach bestem Wissen bislang nicht hergestellt. Wohlgemuth et al. haben bei 

der chemo-enzymatischen Reaktion mit EchPT2 diprenyliertes cWP (4) als Zwischenprodukt 

detektiert bevor die tri- und tetra-prenylierten Produkte erhalten und isoliert wurden. In diesen 

chemo-enzymatischen Reaktionen katalysiert EchPT1 die reverse C2-Monoprenylierung von 

cWP (4) und anschließend werden die Mehrfachprenylierungen von EchPT2 eingeführt 

(Wohlgemuth et al. 2017; Wohlgemuth et al. 2018). In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, 

dass EchPT1 nicht nur die in der Lage ist die erste Prenylierung zu katalysieren, sondern auch 

bereits prenylierte Substanzen akzeptiert und diprenyliert. Lediglich das C6-prenylierte 

Substrat (4a6) wurde vermutlich nicht von EchPT1 umgesetzt.  

Weiterführend sollten die diprenylierten Substrate auch mittels NMR-Analyse noch bestätigt 

werden. Dies wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht abgeschlossen. Darüber hinaus 

könnten noch weitere Optimierungen vorgenommen werden, um evtl. doch die Prenylierung an 

C6 zu katalysieren. 
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7 Anhang 

Tabelle 7-1. Übersicht der massenspektrometrischen Daten der Produkte von Ardeemin FQ (1) und ent-

Ardeemin FQ (2) aus den Assays mit DMAPP und den verschiedenen Prenyltransferasen 

Produkt 
Produkt aus 

Assay mit 

Summen-

formel 

HR-ESI-MS ([M+H]+) Abweichung 

[ppm] theoretisch [Da] gemessen [Da] 

1 (Ardeemin FQ) - C21H18N4O2 359,1503 359,1527 6,68 

1a1 1 und BrePT C26H26N4O2 427,2129 427,2147 4,21 

1a2 1 und FtmPT1 C26H26N4O2 427,2129 427,2152 5,38 

1b2 1 und BrePT C26H26N4O2 427,2129 427,2153 5,62 

1a3β 1 und FtmPT1 C26H26N4O2 427,2129 427,2162 7,72 

1b3β (Ardeemin) 1 und CdpNPT C26H26N4O2 427,2129 427,2147 4,21 

1a6 1 und AnaPT C26H26N4O2 427,2129 427,2131 0,47 

1a7 1 und CdpC3PT C26H26N4O2 427,2129 427,2150 4,92 

2 (ent-Ardeemin FQ) - C21H18N4O2 359,1503 359,1519 4,45 

2a1 2 und CdpNPT C26H26N4O2 427,2129 427,2145 3,75 

2b1 2 und BrePT C26H26N4O2 427,2129 427,2128 -0,23 

2b2 2 und BrePT C26H26N4O2 427,2129 427,2127 -0,47 

2b3α 2 und BrePT C26H26N4O2 427,2129 427,2136 1,64 

2b3β 2 und CdpNPT C26H26N4O2 427,2129 427,2151 5,15 

2a5 2 und AnaPT C26H26N4O2 427,2129 427,2137 1,87 

2a6 2 und AnaPT C26H26N4O2 427,2129 427,2145 3,75 

2a7 2 und CdpC3PT C26H26N4O2 427,2129 427,2143 3,28 
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Tabelle 7-2. Massenspektrometrische Daten der isolierten Substrate bzw. Produkte der 

Biotransformationen mit den Enzymen FtmP450-1 oder FtmP450-2 

Produkt / Substrat 
Summen-

formel 

HR-ESI-MS ([M+H]+) Abweichung 

[ppm] theoretisch [Da] gemessen [Da] 

Tryprostatin B (4a2)  C21H25N3O2 352,2020 352,2038 5,11 

6-Hydroxytryprostatin B (4a2h6) C21H25N3O3 368,1969 368,1975 1,63 

Demethoxyfumitremorgin C (4a2r12) C21H23N3O2 350,1863 350,1873 2,86 

6-Hydroxydeoxybrevianamid F (4b2h6) C21H25N3O3 368,1969 368,1979 2,72 

4g2h6 C26H32N3O3 436,2595 436,2615 4,58 

cyclo-D-Trp-D-Pro -C2reg (7a2) C21H25N3O2 352,2020 352,2031 3,12 

cWP-C4reg (4a4) C21H25N3O2 352,2020 352,2035 4,26 

cWP-C5reg (4a5) C21H25N3O2 352,2020 352,2032 3,41 

cWP-C6reg (4a6) C21H25N3O2 352,2020 352,2042 6,25 

cWP-C7reg (4a7) C21H25N3O2 352,2020 352,2030 2,84 
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Tabelle 7-3. 1H-NMR Daten der Ardeemin FQ Derivate 1a1, 1a2, 1b2, 1b3β, 1a6, 1a7. 

Struktur 
 

   

 

 

 
 1a1 1a2 1b2 1b3β 1a6 1a7 

Position δH (ppm) multi. J (Hz) δH (ppm) multi. J (Hz) δH (ppm) multi. J (Hz) δH (ppm) multi. J (Hz) δH (ppm) multi. J (Hz) δH (ppm) multi. J (Hz) 

1 - 8,02 br s 8,12 br s - 8,10 br s 8,19 br s 

2 7,09 s - - 5,60 s 7,14 d (2,2) 7,19 d (2,3) 

4 7,64 d (7,7) 7,543 d (8,0) 7,543 dd (8,1; 1,0) 7,26c 7,56 d (8,1) 7,52 d (7,5) 

5 7,16 t (7,7)a 7,13 dd (8,0; 7,0) 7,14 ddd (8,1; 7,0; 1,0) 6,81 td (7,6; 1,0) 7,02 dd (8,1; 1,4) 7,12 t (7,5) 

6 7,26c 7,20 dd (8,0; 7,0)b 7,21 ddd (8,1; 7,0; 1,0) 7,15 td (7,6; 1,2) - 7,09 d (7,5) 

7 7,38 d (8,3) 7,37d (8,0) 7,38 dt (8,1; 1,0) 6,66 dd (7,6; 1,0) 7,24 s - 

10 4,26 dd (15,0; 3,6) 4,19 dd (15,1; 3,5) 4,22 dd (15,2; 4,0) 2,94 dd (12,9; 6,2) 4,24 ddd (15,0; 3,6; 0,9) 4,26 dd (15,0; 3,8) 

 3,12 dd (15,0; 10,7) 3,15 dd (15,1; 10,8) 3,40 dd (15,2; 11,1) 2,75 dd (12,9; 10,5) 3,13 dd (15,0; 10,7) 3,16 dd (15,0; 10,7) 

11 4,89 dd (10,7; 3,6) 4,89 dd (10,8; 3,5) 4,99 dd (11,1; 4,0) 4,52 dd (10,5; 6,2) 4,89 dd (10,7; 3,6) 4,90dd (10,7; 3,8) 

12 5,99 br s 5,86 br s 5,90 br s - 5,98 br s 5,94 br s 

14 5,45 q (7,2) 5,45 q (7,0)b 5,45 q (7,3) 5,46 q (7,2) 5,45 q (7,3) 5,46 q (7,4) 

18 7,78 dd (8,2; 1,3) 7,79 db 7,79 ddd (8,2; 1,7; 0,6) 7,68 dd (8,1; 1,1) 7,78 dt (8,2; 1,3) 7,78 dd (8,0; 1,1) 

19 7,82 ddd (8,2; 7,0; 1,5) 7,82 dddb 7,82 ddd (8,2; 6,7; 1,5) 7,78 ddd (8,1; 7,2; 1,5) 7,82 ddd (8,2; 7,0; 1,3) 7,82 ddd (8,0; 7,0; 1,4) 

20 7,54 ddd (8,0; 7,0; 1,3) 7,544 dd (8,2; 6,6)b 7,542 ddd (8,2; 6,7; 1,7) 7,50 ddd (8,1; 7,2; 1,1) 7,54 ddd (8,2; 7,0; 1,3) 7,54 ddd (8,0; 7,0; 1,1) 

21 8,32 dd (8,0; 1,5) 8,32 d (8,2)b 8,32 ddd (8,2; 1,5; 0,6) 8,28 dd (8,1; 1,2) 8,32 dd (8,2; 1,3) 8,32 dd (8,0; 1,1) 

25 1,59 d (7,2)d 1,575 d (7,4) 1,57 d (7,3)d 1,49 d (7,2) 1,58 d (7,2) 1,58 d (7,2) 

1’ 4,70 d (7,0) 3,54 d (7,8) 5,20 dd (10,4; 0,8) 5,13 dd (10,9; 0,9) 3,47 d (7,4) 3,60 m 

  3,52 d (7,1) 5,19 dd (17,6; 0,8) 5,12 dd (17,3; 0,9)   

2’ 5,41 m 5,34 m 6,18 dd (17,6; 10,4) 6,03 dd (17,3; 10,9) 5,39 tsept (7,4; 1,3) 5,43 tsept (7,1; 1,4) 

4’ 1,85 d (0,9) 1,80 d (0,7) 1,611 s 1,19 s 1,77 d (1,1) 1,85 s 

5’ 1,79 d (1,2) 1,76 d (0,6) 1,606 s 1,05 s 1,76 s 1,81 d (1,0) 

LM 7,26 (CDCl3) 7,26 (CDCl3) 7,26 (CDCl3) 7,26 (CDCl3) 7,26 (CDCl3) 7,26 (CDCl3) 

a Signal überlagert sich mit dem von 1b3β; b Signal überlagert sich mit dem von 1b2; c Signal überlagert sich mit dem vom Lösungsmittel (CDCl3); 
d Signal überlagert sich mit dem H2O Signal 
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Tabelle 7-4. 1H-NMR Daten der ent-Ardeemin FQ Derivate 2a1, 2b1, 2b2, 2b3α, 2b3β. 

Struktur 

 
 

 
  

 2a1 2b1 2b2 2b3α 2b3β 

Position δH (ppm) multi. J (Hz) δH (ppm) multi. J (Hz) δH (ppm) multi. J (Hz) δH (ppm) multi. J (Hz) δH (ppm) multi. J (Hz) 

1 -  8,12 br s - - 

2 7,09 s 7,26a - 5,59 s 5,55 s 

4 7,64 d (7,9) 7,62 d (8,0) 7,538 d (7,9) 7,26a 7,23 d (7,5) 

5 7,16 dd (7,9; 7,0) 7,13 dd (8,0; 7,0) 7,14 ddd (7,9; 7,1; 1,0) 6,80 td (7,5; 1,1) 6,70 td (7,5; 1,1) 

6 7,28a 7,19 dd (8,3; 7,0) 7,21 ddd (8,1; 7,1; 1,0) 7,14 ddd (7,8; 7,5; 1,1) 7,03 td (7,7; 1,1) 

7 7,38 d (8,1) 7,58 d (8,3) 7,38 dt (8,1; 1,0) 6,65 d (7,8) 6,54 d (7,7) 

10 4,26 dd (15,0; 3,6) 4,27 dd (15,0; 3,5) 4,22 dd (15,3; 4,0) 2,93 dd (13,0; 6,1) 3,16 dd (14,0; 8,6) 

 3,12 dd (15,0; 10,7) 3,11 dd (15,0; 10,6) 3,40 dd (15,2; 11,2) 2,75 dd (13,0; 10,7) 2,90 dd (14,0; 8,6) 

11 4,89 dd (10,7; 3,6) 4,90 dd (10,6; 3,5) 4,99 dd (11,1; 4,2) 4,51 dd (10,7; 6,1) 4,72 t (8,6) 

12 5,99 br s 5,97 br s 5,91 br s - - 

14 5,45 q (7,3) 5,45 q (7,2) 5,45 q (7,2) 5,45 q (7,5) 5,45 q (7,3) 

18 7,78 dd (8,1; 1,3) 7,78 dd (8,2; 1,3) 7,79 ddd (7,9; 1,6; 0,5) 7,68 d (8,2) 7,61 d (8,2) 

19 7,82 ddd (8,1; 6,9; 1,5) 7,82 ddd (8,2; 6,8; 1,5) 7,82 ddd (8,2; 6,7; 1,4) 7,77 ddd (8,2; 6,9; 1,5) 7,72 ddd (8,2; 7,1; 1,5) 

20 7,54 ddd (8,1; 6,9; 1,3) 7,54 ddd (8,0; 6,8; 1,3) 7,539 ddd (7,9; 6,5; 1,6) 7,49 ddd (8,1; 6,9; 1,0) 7,46 ddd (8,0; 7,1; 1,0) 

21 8,32 dd (8,1; 1,5) 8,32 dd (8,0; 1,5) 8,32 ddd (8,0; 1,4; 0,5) 8,27 dd (8,1; 1,5) 8,22 dd (8,0; 1,5) 

25 1,59 d (7,0)b 1,59 d (7,4)b 1,58 db 1,49 d (7,2) 1,61 d (7,3) 

1’ 4,70 d (6,9) 5,27 dd (10,7; 0,5) 5,20 dd (10,3; 0,6) 5,12 dd (10,8; 1,1) 5,22 dd (10,8; 1,1) 

  5,22 dd (17,4; 0,5) 5,19 dd (17,6; 0,6) 5,11 dd (17,2; 1,1) 5,20 dd (17,3; 1,1) 

2’ 5,40 m 6,16 dd (17,4; 10,7) 6,19 dd (17,6; 10,3) 6,03 dd (17,2; 10,8) 6,03 dd (17,3; 10,8) 

4’ 1,85 d (0,5) 1,79 s 1,61 s 1,18 s 1,23 s 

5’ 1,79 d (1,0) 1,78 s 1,60 s 1,04 s 1,06 s 

LM 7,26 (CDCl3) 7,26 (CDCl3) 7,26 (CDCl3) 7,26 (CDCl3) 7,26 (CDCl3) 

a Signal überlagert sich mit dem vom Lösungsmittel (CDCl3); 
b Signal überlagert sich mit dem H2O Signal 
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Tabelle 7-5. 1H-NMR Daten der ent-Ardeemin FQ Derivate 2a5, 2a6, 2a7. 

Struktur 

 
  

 2a5 2a6 2a7 

Position δH (ppm) multi. J (Hz) δH (ppm) multi. J (Hz) δH (ppm) multi. J (Hz) 

1 8,12 br s 8,10 br s 8,19 br s 

2 7,17 d (2,3) 7,14 d (2,0) 7,18 d (2,3) 

4 7,41 s 7,56 d (8,2) 7,52 dd (7,5; 1,1) 

5 - 7,02 dd (8,2; 1,3) 7,11 dd (7,5; 7,2) 

6 7,11 d (8,4) - 7,09 dd (7,1; 1,1) 

7 7,36 d (8,4) 7,24 s - 

10 4,23 dd (14,9; 3,7) 4,24 ddd (14,9; 3,6; 0,7) 4,26 ddd (15,0; 3,7; 0,9) 

 3,16 dd (14,9; 10,7) 3,13 dd (14,9; 10,7) 3,16 dd (14,9; 10,7) 

11 4,91 dd (10,7; 3,7) 4,89 dd (10,7; 3,6) 4,90 dd (10,6; 3,6) 

12 5,94 br s 5,94 br s 5,93 br s 

14 5,45 q (7,3) 5,45 q (7,1) 5,46 q (7,0) 

18 7,79 dd (8,2; 1,4) 7,78 dd (8,2; 1,3) 7,78 dd (8,2; 1,3) 

19 7,82 ddd (8,2; 6,8; 1,4) 7,82 ddd (8,2; 6,9; 1,4) 7,82 ddd (8,2; 7,0; 1,4) 

20 7,54 ddd (8,1; 6,8; 1,5) 7,54 ddd (8,1; 6,9; 1,3) 7,54 ddd (8,0; 7,0; 1,3) 

21 8,32 d (8,1) 8,32 dd (8,1; 1,4) 8,32 dd (8,0; 1,4) 

25 1,60 d (7,3) 1,58 d (7,2) 1,58 d (7,2) 

1’ 3,44 d (7,3) 3,47 d (7,4) 3,60 m 

    

2’ 5,37 m 5,39 m 5,43 m 

4’ 1,74 d (0,7) 1,77 d (1,0) 1,85 d (0,7) 

5’ 1,73 d (1,0) 1,76 d (0,6) 1,81 d (1,2) 

LM 7,26 (CDCl3) 7,26 (CDCl3) 7,26 (CDCl3) 
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Tabelle 7-6. 1H-NMR Daten des Substrates der Positivkontrolle Tryprostatin B (4a2) für die heterologe 

Expression von ftmP450-1 und ftmP450-2 sowie der hydroxylierten Produkte 4a2h6 und 4b2h6 von 

ftmP450-1  

Struktur 

 
Tryprostatin B (4a2) 

 
6-Hydroxytryprostatin B (4a2h6) 

 
 

6-Hydroxy-Deoxybrevianamide E 

(4b2h6) 

NMR 500 MHz in CDCl3 500 MHz in CDCl3 500 MHz in CDCl3 

Position δH (ppm), multi,, J (Hz) δH (ppm), multi., J (Hz) δH (ppm), multi., J (Hz) 

1 8,00 br s 7,77 br s 7,87 br s 

4 7,48 d (7,8) 7,27 d* 7,29 d (8,5) 

5 7,10 ddd (7,8; 7,1; 1,1) 6,63 dd (8,4;2,2) 6,64 dd (8,5;2,2) 

6 7,16 ddd (8,0; 7,1; 1,1) - - 

7 7,31 dt (8,0; 1,0)) 6,76 d (2,2) 6,77 dd (2,2;0,4) 

10 3,68 dd (15,1; 3,9) 3,62 dd (15,0;3,6) 3,70 dd (15,4;4,0) 

 2,95 dd (15,1; 11,4) 2,90 dd (15,0;11,4) 3,13 dd (15,4;11,7) 

11 4,37 dd (11,4; 3,7; 1,2) 4,32 dd (11,2;3,6) 4,39 ddd (11,7;4,0;1,5) 

12 5,62 br s 5,65 br s 5,73 br s 

14 4,06 br ddd (8,2; 6,8; 1,3) 4,06 ddd (8,2;6,8;1,2) 4,07 ddd (7,4;6,9;1,1) 

17 3,65-3,71 m 3,62-3,70 m 3,65-3,72 m 

 3,59 ddd (11,9; 8,8; 3,1) 3,56-3,61 m 3,59 ddd (11,9;8,9;2,9) 

18 1,99-2,08 m 1,98-2,07 m 2,02-2,11 m 

 1,88-1,95 m 1,85-1,96 m 1,86-1,97 m 

19 2,30-2,36 m 2,30-2,37 m 2,32-2,39 m 

 1,99-2,08 m 1,98-2,07 m 2,02-2,11 m 

20 - 5,00 br s 5,05 br s 

1' 3,50 br dd (16,3; 7,6) 3,44 dd (16,0;7,3) 5,16 dd (17,6;0,9) 

 3,45 br dd (16,3; 7,0) 3,39 dd (16,0;6,9) 5,17 dd (10,4;0,9) 

2' 5,31 tsept (7,4; 1,3) 5,28 tsept (7,3;1,3) 6,12 dd (17,6;10,4) 

4' / 5' 
1,79 d (1,1) 1,77 d (1,3) 1,56 s 

1,75 d (0,8) 1,74 s 1,53 s 

LM 7,26 (CDCl3) 7,26 (CDCl3) 7,26 (CDCl3) 

*Signal von LM-Signal überlagert 
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Tabelle 7-7. 1H-NMR Daten des hydroxylierten Produktes 4g2h6 von ftmP450-1 und des cyclisierten 

Produktes 4a2r12 von ftmP450-2 

Struktur 

4g2h6 

 
 

Demethoxyfumitremorgin C (4a2r12) 

NMR 500 MHz in CDCl3 500 MHz in CDCl3 

Position δH (ppm), multi., J (Hz) δH (ppm), multi., J (Hz) 

1 7,75 br s 7,81 br s 

4 7,28 d (8,5)*,# 7,58 br d (8,0) 

5 6,64 dd (8,5;2,2)# 7,15 ddd (8,0;7,8;1,0) 

6 - 7,19 ddd (8,0;7,8;1,3) 

7 6,76 d (2,2) 7,35 br d (8,0) 

10 3,62 dd (15,0;3,6) 3,58 dd (15,8;5,0) 

10 2,92 dd (15,0;11,3) 3,13 br ddd (15,8;11,7;0,8) 

11 4,33 dd (11,3;3,6) 4,20 br dd (11,7;5,0) 

12 5,64 br s - 

14 4,07 ddd (8,3;6,9;1,3) 4,13 br dd (8,0;7,5) 

17 3,62-3,71 m 3,62-3,68 m 

17 3,56-3,62 m 3,62-3,68 m 

18 1,98-2,07 ma 2,04-2,11 m 

18 1,85-1,96 m 1,89-2,00 m 

19 2,31-2,38 m 2,38-2,45 m 

19 1,98-2,07 ma 2,20-2,29 m 

20 4,96 br s - 

1՚ 3,46 dd (16,1;7,3)  

1՚ 3,42 dd (16,1;6,8) 6,03 br d (9,6) 

2՚ 5,30 tsext (7,4;1,2) 4,92 br d (9,6) 

4՚ 2,07-2,17 mb 1,65 d (1,1) 

5՚ 2,07-2,17 mb 2,01 d (1,2) 

6՚ 5,09 br t (6,9)  

8՚ 1,73 d (1,0)  

9՚ 1,72 d (1,0)  

10՚ 1,62 d (0,6)  

LM 7,26 (CDCl3) 7,26 (CDCl3) 

 

 

*Signal von LM-Signal überlagert; a-bSignalüberlappungen 
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Tabelle 7-8. 1H-NMR Daten von den prenylierten Substraten 4a4, 4a5, 4a6, 4a7, 7a2 für die Zufütterungsexperimente mit ftmP450-1 

Struktur 

 
4a4 

 
4a5 

 
 

 

4a6 

 
 

4a7 
 

7a2 

NMR 500 MHz in CDCl3 500 MHz in CDCl3 500 MHz in CDCl3 500 MHz in CDCl3 500 MHz in CDCl3 

Position δH (ppm), multi., J (Hz) δH (ppm), multi., J (Hz) δH (ppm), multi., J (Hz) δH (ppm), multi., J (Hz)  

1 8,26 br s 8,07 br s 8,04 br s 8,13 br s 7,97 br s 

2 7,06 d (1,4) 7,08 d (1,6) 7,05 d (1,7) 7,10 d (2,5) - 

4 - 7,35 s 7,49 d (8,1) 7,45 d (7,6) 7,47 d (8,0) 

5 6,93 dd (7,2;1,0) - 6,99 dd (8,1;1,4) 7,08 t (7,6) 7,09 ddd (8,0;7,1;1,2) 

6 7,14 dd (8,1;7,2) 7,07 d (8,3) - 7,05 d (7,6) 7,16 ddd (8,1;7,1;1,2) 

7 7,24 dd (8,1;1,0) 7,31 d (8,3) 7,19 d (0,7) - 7,31 dt (8,1; 1,0) 

10 3,97 dd (15,4;3,0) 3,76 ddd (15,0;3,5;1,0) 3,75 ddd (15,0;3,6;1,0) 3,76 ddd (15,0;3,8;1,0) 3,68 dd (15,1;3,7) 

 2,98 dd (15,4;11,3) 2,92 dd (15,0;11,3) 2,92 dd (15,0;11,1) 2,94 dd (15,0;11,1) 2,95 dd (15,1;11,3) 

11 4,29 dd (11,3;3,0) 4,37 dd (11,3;3,5) 4,36 dd (11,1;3,6) 4,37 dd (11,1;3,8) 4,37 dd (11,3;3,7) 

12 5,84 br s 5,72 br s 5,70 br s 5,72 br s 5,62 br s 

14 4,09 t (8,3) 4,09 t (8,2) 4,07 t (8,0) 4,07 t (8,0) 4,06 t (8,1) 

17 3,63-3,68 m 3,63-3,68 m 3,62-3,69 m 3,62-3,69 m 3,64-3,71 m 

 3,60 ddd (11,8;8,9;3,1) 3,60 ddd (11,8;8,9;3,1) 3,59 ddd (11,9;8,8;3,2) 3,60 ddd (11,8;8,9;3,1) 3,59 ddd (11,7;8,8;3,1) 

18 2,07-2,16 m 2,00-2,09 m 1,99-2,09 m 1,99-2,09 m 1,99-2,09 m 

 1,89-1,98 m 1,86-1,96 m 1,86-1,96 m 1,86-1,96 m 1,86-1,96 m 

19 2,31-2,39 m 2,30-2,37 m 2,29-2,37 m 2,29-2,37 m 2,29-2,37 m 

 2,02-2,08 m  2,00-2,09 m 1,99-2,09 m 1,99-2,09 m 1,99-2,09 m 

1՚ 3,75 dd (16,5;6,8) 3,43 d (7,2) 3,45 d (7,3) 3,57 d (7,4) 3,50 dd (16,6;7,9) 

 3,72 dd (16,5;6,8)    3,44 dd (16,6;7,0) 

2՚ 5,32 tsept (6,8;1,4) 5,37 tsept (7,3;1,4) 5,37 tsept (7,3;1,4) 5,40 tsept (7,1;1,4) 5,31 tsept (7,3;1,3) 

4՚ / 5՚ 
1,75 s 1,752 s 1,76 d (1,1) 1,79 d (1,2) 1,79 d (1,1) 

1,74 s 1,750 s 1,75 s 1,83 s 1,75 s 

LM 7,26 (CDCl3) 7,26 (CDCl3) 7,26 (CDCl3) 7,26 (CDCl3) 7,26 (CDCl3) 
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Abbildung 7-1. Vergleich der vollständigen Gensequenzen verschiedener Prenyltransferasen aus Pilzen 

(Teil 1 on 2) 
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Abbildung 7-2. Vergleich der vollständigen Gensequenzen verschiedener Prenyltransferasen aus Pilzen 

(Teil 2 on 2) 
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Abbildung 7-3. SDS-PAGE Analyse der Expression und Aufreinigung von 5-DMATS_R243L. Das 

theoretische Molekulargewicht liegt bei 50,4 kDa, die dünne Bande liegt geschätzt bei ca. 50 kDa. 

 

 

Abbildung 7-4. SDS-PAGE Analyse der Expression und Aufreinigung von der Doppelmutante 

5-DMATS_R243L_L327G. Das theoretische Molekulargewicht liegt bei 50,4 kDa, die kaum sichtbare 

Bande liegt geschätzt bei ca. 50 kDa. 

 

 

Abbildung 7-5. SDS-PAGE Analyse der Expression und Aufreinigung von der Doppelmutante 

FgaPT2_R244L_Y398F. Das theoretische Molekulargewicht liegt bei 56,1 kDa, die Protein Bande 

liegt geschätzt bei ca. 55 kDa. 
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Abbildung 7-6. SDS-PAGE Analyse der Expression und Aufreinigung EchPT2 Mutanten. Das 

theoretische Molekulargewicht liegt bei 47,7 kDa, die Proteinbanden liegt geschätzt bei ca. 48 kDa. 
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Abbildung 7-7. 1H-NMR Spektrum von 1a1 und 1b3β als Gemisch in CDCl3 (500 MHz) 
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Abbildung 7-8. 1H-NMR Spektrum von 1a2 und 1b2 als Gemisch in CDCl3 (500 MHz) 
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Abbildung 7-9. 1H-NMR Spektrum von 1b2 in CDCl3 (500 MHz) 
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Abbildung 7-10. 1H-NMR Spektrum von 1b3β in CDCl3 (500 MHz) 
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Abbildung 7-11. 1H-NMR Spektrum von 1a6 in CDCl3 (500 MHz) 
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Abbildung 7-12. 1H-NMR Spektrum von 1a7 in CDCl3 (500 MHz) 
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Abbildung 7-13. 1H-NMR Spektrum von 2a1 in CDCl3 (500 MHz) 
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Abbildung 7-14. 1H-NMR Spektrum von 2b1 in CDCl3 (500 MHz) 
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Abbildung 7-15. 1H-NMR Spektrum von 2b2 in CDCl3 (500 MHz) 
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Abbildung 7-16. 1H-NMR Spektrum von 2b3α in CDCl3 (500 MHz) 
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Abbildung 7-17. 1H-NMR Spektrum von 2b3β in CDCl3 (500 MHz) 
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Abbildung 7-18. 1H-NMR Spektrum von 2a5 in CDCl3 (500 MHz) 



 ANHANG  158 

 

 

 

Abbildung 7-19. 1H-NMR Spektrum von 2a6 in CDCl3 (500 MHz) 
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Abbildung 7-20. 1H-NMR Spektrum von 2a7 in CDCl3 (500 MHz)
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Abbildung 7-21. 1H NMR Spektrum von Tryprostatin B (4a2) in CDCl3 (500 MHz) 
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Abbildung 7-22. 1H NMR Spektrum von 6-Hydroxytryprostatin B (4a2h6) in CDCl3 (500 MHz)
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Abbildung 7-23. 1H NMR Spektrum von 4g2h6 in CDCl3 (500 MHz)
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Abbildung 7-24. 1H NMR Spektrum von 6-Hydroxy-Deoxybrevianamide E (4b2h6) in CDCl3 (500 MHz)  
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Abbildung 7-25. 1H NMR Spektrum von Demethoxyfumitremorgin C (4a2r12) in CDCl3 (500 MHz)
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Abbildung 7-26. 1H NMR Spektrum von 4a4 in CDCl3 (500 MHz) 
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Abbildung 7-27. 1H NMR Spektrum von 4a5 in CDCl3 (500 MHz) 
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Abbildung 7-28. 1H NMR Spektrum von 4a6 in CDCl3 (500 MHz)
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Abbildung 7-29. 1H NMR Spektrum von 4a7 als Gemisch mit 4a6 in CDCl3 (500 MHz) 
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Abbildung 7-30. 1H NMR Spektrum von 7a2 in CDCl3 (500 MHz) 
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