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1 Einleitung

1.1 Naturstoffe als Wirkstoffe

Ein GroBteil der Therapeutika, die tiglich das Leben und das Uberleben einer Vielzahl
von Patienten verbessern und ermdglichen, sind Naturstoffe oder davon abgeleitete
Strukturen (/). Das Wirkspektrum dieser Substanzen ist vielfdltig, sie werden als
Zytostatika eingesetzt wie Paclitaxel, als Immunsupressiva wie Cyclosporin, als
Cholesterolsenker wie Lovastatin, bei Malaria wie Artemisin, bei systemischen
Pilzinfektionen wie Amphotericin oder als Antibiotika wie Penicillin (Abbildung 1.1).
Alle genannten Beispiele stellen wichtige Entwicklungen in der Therapie der jeweiligen
Krankheitsbilder dar. Ein besonderes Augenmerk liegt auf der Entwicklung von
Naturstoffen zu Antibiotika (2,3). Seit der Einfiihrung von Penicillin G 1940 ist die
Mortalitit bei bakteriellen Infekten zwar drastisch gesunken (4), Infektionskrankheiten
stellen aber immer noch weltweit die zweithdufigste Todesursache dar und die
dritthdufigste Todesursache in Industrieldndern (5). Zunehmende Resistenzen gegen die
bereits eingesetzten Antibiotika machen die Entwicklung neuer Antinfektiva nétig (6).
AuBer als Humantherapeutika werden Naturstoffe und Naturstoffanaloga auch in der
Tierhaltung und im Pflanzenschutz eingesetzt (7,8).

Naturstoffe konnen als privilegierte Strukturen verstanden werden, die durch
evolutiondren Druck entstanden sind und mit einer Vielzahl von Zielstrukturen in
spezifischer Weise interagieren (9). Dem Vorteil der natiirlichen Vorauswahl nach
biologischer ~ Aktivitdt stehen bei der Entwicklung zum Wirkstoff zwei
Herausforderungen gegeniiber: Die in der Regel komplexen Strukturen sind synthetisch
oft nur unter groBem Aufwand herzustellen, und die natiirlichen Ressourcen sind haufig
begrenzt.

1.2 Was kann Naturstoffforschung leisten?

Wirkstofforientierte Naturstoffforschung heute fokussiert neben der Entwicklung von
Total- und Partialsynthesen in der medizinischen Chemie im Wesentlichen auf drei
grofle Ziele: Erstens die Identifizierung von neuen, biologisch aktiven Verbindungen,
die zu neuen Therapeutika entwickelt werden konnen. Zweitens die Aufkldrung der
Biosynthesewege der Verbindungen, um gezielt enzymatische Aktivititen fiir die
Entwicklung von Derivaten nutzen zu konnen. Drittens die Untersuchung von
regulatorischen Mechanismen der Biosynthese und die Entwicklung neuer und
verbesserter Wirte fiir die Expression der komplexen Biosynthesemaschinerien, um die
Produktausbeuten zu steigern.
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Penicillin G

Artemisin Amphotericin B

Abbildung 1.1: Strukturen ausgewéhlter Naturstoffe, welche therapeutisch eingesetzt werden

Besonders Bodenbakterien waren und sind eine reiche Quelle an biologisch aktiven
Substanzen (/0). In den letzten Jahrzehnten wurden vor allem Mitglieder des Gattung
Streptomyces intensiv untersucht (/7). Wegen der zunehmenden Wiederfindungsrate
bereits bekannter Strukturen gerieten in den letzten Jahren verstdrkt auch alternative
bakterielle Produzenten wie Pseudomonaden, Cyanobakterien oder Myxobakterien in
den Fokus (2,712). Wenn eine neue Verbindung mit biologischer Aktivitit isoliert wird,
ist oft eine Derivatisierung notig, um durch die Verbesserung der pharmakokinetischen
und pharmakodynamischen Eigenschaften die Anwendung als Wirkstoff zu
ermdglichen. Durch Untersuchung der Struktur-Wirkungs-Beziehungen, sei es
systematisch oder mit ,,SchrotschuBl“-Methoden, koénnen Naturstoffe oder
Strukturmotive von Naturstoffen auch als Leitstrukturen in der Entwicklung
synthetischer Wirkstoffe dienen (9;13). Strukturelemente von Naturstoffen konnen auch
bei der Generierung von Substanzbibliotheken fiir Hochdurchsatz-Tests (,,High-
Throughput-Screenings*) Beriicksichtigung finden (/4).

Naturstoffe haben im Vergleich zu synthetischen Verbindungen in der Regel weniger
Schwefel- und Stickstoff-, aber mehr Sauerstoffatome, mehr chirale Zentren und eine
erhohte sterische Komplexitdt (9). Viele der von Bakterien (oder auch von Pilzen)
produzierten Substanzen sind nicht-ribosomal gebildete Peptide, Polyketide oder
Hybride beider Klassen. Die dazugehorigen Biosyntheseenzyme sind meist von nahe
beieinander liegenden Genen kodiert, was die Identifizierung, Analyse und
Manipulation dieser Biosynthesegencluster erleichtert (/5). Das gewonnene
biosynthetische Wissen kann fiir die gezielte Produktion von Strukturderivaten
eingesetzt werden, sei es durch genetische Manipulation des Primér-oder
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Sekundérstoffwechsels der bakteriellen Produzenten oder durch Nutzung einzelner
enzymatischer Aktivitdten in vitro (16,17).

Bakterien konnen als nachwachsende Rohstoffe angesehen werden. Die Ausbeuten an
produziertem Naturstoff sind trotzdem hiufig gering. Durch Untersuchung und gezielte
Manipulation der =zelluliren regulatorischen Mechanismen ist es mdglich, die
Produktion um ein Vielfaches zu steigern (/8). Auch durch den Transfer der
Biosynthesegene in schneller wachsende und leichter zu kultivierende Wirte kann die
Ausbeute verbessert werden (/9). Die Entwicklung solcher Systeme zur heterologen
Expression ermoglicht auch die ErschlieBung des genetischen Potentials der grofBen
Gruppe der unter Standardbedingungen unkultivierbaren Organismen (20).

Ein breites Spektrum an modernen Techniken und Methoden aus Mikrobiologie,
Molekularbiologie, Biochemie und Chemie wird eingesetzt, um letztlich potente
Naturstoffe wie die bakteriellen Polyketide als Therapeutika verfligbar zu machen.

1.3 Myxobakterien als Naturstoffproduzenten

Myxobakterien sind in den letzten drei Jahrzehnten verstirkt in den Blickpunkt der
Naturstoffforschung geraten. In einem Screening-Programm der Gesellschaft fiir
Biotechnologische Forschung (heute Helmholtz Zentrum fiir Infektionsforschung) von
etwa 6000 Stimmen wurden tiber 500 neue Naturstoffe isoliert, davon etwa 100 mit
neuartigen Grundstrukturen (27;22). Nach wie vor werden neue Verbindungen aus
Myxobakterien isoliert (23). Fiir viele der Verbindungen wurde bereits eine biologische
Wirkung beschrieben, sei es antifungal wie bei Stigmatellin und Myxothiazol,
antibiotisch wie bei Myxovirescin und Sorangicin oder zytostatisch wie bei Chondramid
und Tubulysin, um nur einige Beispiele zu nennen. Das ebenfalls zytostatisch wirkende
Epothilon interagiert mit dem Tubulin-Geriist eukaryontischer Zellen und befindet sich
zur Zeit nach erfolgreich abgeschlossener Phase III der klinischen Priifungen kurz vor
der Zulassung als Brustkrebstherapeutikum ((24;25) Abbildung 1.2). Viele der
isolierten Substanzen sind nicht-ribosomal synthetisierte Peptide oder Hybride von
nicht-ribosomal hergestellten Peptiden mit Polyketiden. Selten findet man reine
Polyketide wie die Aurafurone und die Spirangiene (Abbildung 1.3). Aurafuron wird
von Stigmatella aurantiaca DW4/3-1 produziert, Spirangien vom Epothilon-
Produzenten Sorangium cellulosum So ce90. Die Substanzen zeigen eine moderate
antifungale bzw. cytotoxische und antifungale Wirkung (26,27). Die beiden Stimme
gehoren verschiedenen Unterordnungen der Myxobakterien an, S. aurantiaca DW4/3-1
gehort zu den Cystobacterineae, S. cellulosum Soce90 zu den Sorangineae in der
Ordnung Myxococcales der 6-Proteobakterien.
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Stigmatellin A Myxothiazol A

(Stigmatelfa aurantiaca Sg a15) \H\/U\y/ (Stigmatella aurantiaca DW4/3-1)
=
4
Chondramid A Epothilon A
Myxovirescin A ) (Chondromyces crocatus) (Sorangium cellulosum So ce90)
;
(Myxococcus xanthus)

~ TubulysinA : Sorangicin A

(Angiococcus disciformis) (Sorangium cellulosum So ce12)

Abbildung 1.2: Biologisch aktive Naturstoffe aus Myxobakterien und deren Produzenten

Ho'" ~ Spirangien A, R = CH,
Spirangien B, R = CH,CH,
(82)-Aurafuron B (relative Konfiguration fiir C-14 bis C-28)

Abbildung 1.3 Strukturen der Aurafurone und Spirangiene. Aurafuron B existiert als (82)- und (8FE)-
Isomer

Myxobakterien sind nicht nur potente Naturstoffproduzenten, sondern auch aus
mikrobiologischer Sicht interessant. Sie sind Gram-negative, stdbchenférmige
Bodenbakterien und ubiquitir verbreitet. Ungewdhnlich ist ihre Fahigkeit, sich sozial zu
verhalten: sie schwiarmen auf festem Kulturmedium in einem geordneten Gefiige und
bilden unter Mangelbedingungen Fruchtkérper aus, in denen einzelne Zellen zu
widerstandsfahigen Myxosporen werden. Die Fruchtkorper konnen vielfdltige Formen
annehmen und werden auch fiir die Klassifizierung der einzelnen Arten herangezogen
(Abbildung 1.4) (22). Der Modellstamm S. cellulosum So ce56 hat das grofite bisher
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bekannte bakterielle Genom (13,01 Mbp), charakteristisch ist auch der hohe GC-Gehalt
(71 %) und der groBBe Anteil von Genen, die fiir regulatorische Proteine und Proteine der
Sekundérstoffbiosynthese kodieren (S. cellulosum Genomprojekt, zur Publikation
eingereicht). Herausforderungen fiir das praktische Arbeiten mit diesen Organismen
sind lange Generationszeiten (6 bzw. 16 h fiir S. aurantiaca DW4/3-1 und S. cellulosum
So ce90), das Fehlen von extrachromosomalen replikativen Elementen und die geringe
Auswabhl an geeigneten Selektionsmarkern. Methoden zur Mutagenese miissen meist fiir
jeden Stamm individuell etabliert werden (28).

Abbildung 1.4: Fruchtkérper von Chondromyces crocatus (a), S. cellulosum (b) und eine
schwarmende Kultur von 8. cellulosum (c).
Bildnachweis: Manfred Rohde (a), Klaus Gerth (b, c)

1.4 Molekulare Grundlagen der Polyketidbiosynthese

Die Polyketidbiosynthese wird an multimodularen Enzymkomplexen durchgefiihrt, den
Polyketidsynthasen (PKS). Diese Biosynthesemachinerien unterliegen einem streng
geordneten Aufbau. Die katalytischen Aktivititen entsprechen dabei im Prinzip denen
der Fettsduresynthasen des Primérstoffwechsels (FAS, (29)). Die wohl am Besten
untersuchte Polyketidsynthase DEB-Synthase (DEBS) ist verantwortlich fiir die
Biosynthese des Erythromycin-Grundgeriistes 6-Deoxyerythronolid B (DEB) im
Bakterium Saccharopolyspora erythraea (vergleiche Abbildung 1.5 a) (30). Bei der
DEB-Biosynthese wird eine als CoA-Ester aktivierte Propionat-Startereinheit
sukzessive mit insgesamt sechs (ebenfalls als CoA-Ester aktivierten) Methylmalonat-
Einheiten verlédngert. Die wachsende Polyketidkette bleibt wihrenddessen kovalent am
Multienzymkomplex gebunden. Die DEBS besteht aus drei grofen Proteinen (je
~200 kD, (31)), die in insgesamt sieben Module unterteilt sind. Das erste Modul ist fiir
die Auswahl und das ,,Laden der Startereinheit verantwortlich, die weiteren Module
katalysieren jeweils die Kettenverldngerung um eine Polyketideinheit. Jedes Modul ist
untergliedert in separate Doménen, die in einer definierten Reihenfolge angeordnet und
katalytisch aktiv sind. Die minimale Doménenausstattung eines Verldngerungs-Modules
besteht aus einer Ketosynthase (KS)-Doméne, einer Acyltransferase (AT)-Domidne und
einem Acyl-Carrier-Proteins (ACP). Das ACP wird durch Transfer einer
Phosphopantetheinyl (Ppant)-gruppe auf einen konservierten Serinrest durch eine
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Ppant-Transferase von der inaktiven apo-in die aktive holo-Form {iiberfiihrt. Das ACP
mit der prosthetischen Ppant-Gruppe ist beweglich und dient als schwingender ,,Arm*
wiahrend der Biosynthese, hier wird die wachsende Polyketidkette als Thioester
gebunden und den jeweiligen katalytischen Einheiten prisentiert (32). Die AT-Doméne
wihlt die korrekte Starter-bzw. Verliangerungseinheit aus und belddt damit das ACP
(Abbildung 1.5 b, 1). Im Fall der DEB-Biosynthese sind das Propionyl-CoA bzw.
Methylmalonyl-CoA, die Polyketidbiosynthese ist allgemein jedoch nicht auf diese
Einheiten beschriankt. Als Startereinheiten werden auch andere CoA-Ester kurzkettiger
aliphatischer oder aromatischer Siuren verwendet, die Verlingerungseinheiten sind in
aller Regel Methylmalonyl-oder Malonyl-CoA (33). Die KS-Domine katalysiert in
einer der Claisen-Kondensation dhnlichen Reaktion den nukleophilen Angriff des a-
Kohlenstoffs der Verlangerungseinheit an den Carbonyl-Kohlenstoff der bestehenden
Polyketidkette, dabei ist das zu verlingernde Polyketidintermediat an einen
konservierten Cysteinrest der KS-Doméne gebunden. Wéhrend der Kettenverldngerung
kommt es zur Decarboxylierung der Verldngerungseinheit, so dal} letztlich um eine (im
Fall von Methylmalonyl-CoA) methylierte C2-Einheit verldngert wird (Abbildung 1.5
b, 2 und 3). Das Lademodul fiihrt keine Verkniipfung durch, hier fehlt die KS-Domaéne.
Weitere, optionale Doménen der Biosynthese sind Ketoreduktase (KR)-Doménen,
Dehydratase (DH)-Doménen und Enoylreduktase (ER)-Doménen. Diese katalysieren
die stereospezifische Reduktion des p-Carbonylkohlenstoffs zum Alkohol, die
nachfolgende Dehydratation zur Doppelbindung und die Reduktion zum a, B-Methylen
(Abbildung 1.5 b, 4 -6) (33). Diese Doménen sind abweichend von der Reihenfolge der
katalysierten Reaktionen in der Reihenfolge DH-ER-KR angeordnet und werden auch
als ,,reduktive Schleife* bezeichnet (29). Grole Linkerdoménen sind zwischen den AT-
und KR-(bzw. DH-KR oder DH-ER, wenn vorhanden) Doménen zu finden, sie haben
vermutlich nur eine strukturelle und keine katalytische Funktion ((34), in Abbildung 1.5
ohne Beschriftung dargestellt). Andere, kleinere Linkerregionen sind wahrscheinlich an
der intra- und intermolekularen Kommunikation der PKS beteiligt, die als Homodimere
auftreten (34,35) und stets mit den korrekten biosynthetischen Partnern assoziieren (36).
Die Abspaltung der fertig prozessierten Polyketidekette vom Multienzymkomplex wird
in aller Regel durch eine Thioesterase (TE)-Doméine katalysiert, welche am C-Terminus
des letzten Modules liegt. Durch nukleophilen intra-oder extramolekularen Angriff
(letzteres in der Regel durch Wasser) kommt es zur Zyklisierung zum Lakton oder zur
Abspaltung der freien Séure (33).

Nach der Biosynthese des Polyketidgeriistes durch die PKS werden oft Post-PKS-
Modifikationen vorgenommen, die in aller Regel die biologische Aktivitit der
Verbindungen stark beinflussen (33). Im Fall der DEBS wird das PKS Produkt
6-Deoxyerythronolid durch zweifache Hydroxylierung, Glykosylierung und
anschlieBende Methylierung zum biologisch aktiven Endprodukt Erythromycin B
metabolisiert (Abbildung 1.5 a, (16)).

Das ,,Kolinearitéts-Prinzip* (/6) der PKS Biosynthese besagt, dal die Anordnung der
katalytischen Doménen in den einzelnen Modulen direkt mit der Struktur des
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biosynthetisierten Polyketides korreliert. Im Fall der DEBS trifft dies zu, es werden aber
immer mehr Beispiele bekannt, wo Module tibersprungen oder Module und einzelne
Doménen mehrfach, ,iterativ genutzt werden (33;37;38). Auch die Gene der
Biosyntheseproteine sind nicht immer kolinear zur Biosynthese im Gencluster
angeordnet (z.B. (39)).

Die beschriebene DEBS ist eine modulare Typ I PKS, die katalytischen Doménen sind
in Modulen zusammengefalit, welche nacheinander biosynthetisch aktiv sind. Dieser
Typ ist in Bakterien am weitesten verbreitet (33). Pilzliche Typ I PKS funktionieren
dhnlich, hier wird jedoch ein Modul, welches die oben beschriebenen Doménen enthilt,
mehrfach hintereinander genutzt, was auch als iterativ bezeichnet wird (40). Bei
bakteriellen Typ II PKS-Systemen ist fiir die Biosynthese des Polyketides nur ein Satz
der beschriebenen katalytischen Einheiten verantwortlich, die zudem als individuelle
Proteine vorliegen (33). Typ III PKS-Systeme &dhneln den pflanzlichen
Chalkonsynthasen, Biosyntheseintermediate sind dabei nicht {iber Ppant-Gruppen an
das Enzym gebunden (41/,42). Inzwischen sind jedoch in Bakterien neben pilzédhnlichen
Typ I PKS auch modulare Typ I PKS-Systeme beschrieben, in denen eine der
katalytischen Aktivitidten (die AT-Domine) auBlerhalb der PKS auf einem einzelnen
Protein liegt (z.B. (43,44)). Die Grenzen der bisherigen Klassifizierung von PKS-
Systemen schwinden (38;45), und die Aufklirung neuer Biosynthesewege gewihrt
weitere Einsichten in die Funktionsweise dieser komplexen Biosynthesesysteme.
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Abbildung 1.5: Das Prinzip der Polyketidbiosynthese. a: Das DEBS-System. Die Startereinheit
Propionyl-CoA wird unter Decarboxylierung mit sechs Einheiten Methylmalonyl-CoA
verlangert, dabei wird jeder Verldngerungsschritt von einem anderen Modul durchgefiihrt.
Die Module sind in Doménen unterteilt, welche die einzelnen Schritte der
Kettenverldngerung und weitere Reaktionen katalysieren. Nach der Abspaltung von der
Polyketidsynthase finden Post-PKS-Modifikationen wie Hydroxylierung, Glykosylierung
und Methylierung statt, welche schlieBlich zum Endprodukt Erythromycin A fiihren. b:
Detaillierter Ablauf der Kettenverlangerung inklusive B-Keto-Prozessierung. Erlduterung
im laufenden Text.

1.5 Zielsetzung

Das Ziel dieser Arbeit war die Charakterisierung der Biosynthesewege der Polyketide
Aurafuron aus S. aurantiaca DW4/3-1 und Spirangien aus S. cellulosum So ce90. Beide
Verbindungen tragen interessante funktionelle Gruppen: Aurafuron eine ungewohnliche
Furanongruppe und Spirangien eine ebenfalls ungewohnliche Spiroketalfunktion
(Abbildung 1.3). Die Sequenzinformation des Aurafuron-Biosynthesegenclusters lag zu
Beginn dieser Arbeit vor, vom Spirangien Biosynthesegenlocus war nach Schiatzungen
nur etwa die Hélfte der Sequenzinformation vorhanden (~40 kb). Um das Spirangien-
Biosynthesegencluster zu vervollstandigen, sollten entsprechende Cosmide aus einer
Cosmidbank von S. cellulosum So ce90 identifiziert und sequenziert werden. Beide
Biosynthesegencluster sollten annotiert und in silico analysiert werden. Durch gezielte
Mutagenesen sollten die aufgestellten Hypothesen {iiberpriift und die einzelnen
Biosyntheseschritte im Detail untersucht werden. Dabei generierte neue Derivate sollten
strukturell charakterisiert werden.

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war die Identifizierung und Charakterisierung von
regulatorischen Proteinen der Sekundirstoffproduktion in S. cellulosum So ce90. Dabei
sollte die nahe Verwandschaft zum sequenzierten Modellstamm S. cellulosum So ce56
ausgenutzt werden, um solche Proteine zu identifizieren. Zum einen sollte versucht
werden, regulatorische Proteine aus S. cellulosum So ce90, welche an die Epothilon-
Promotorregion binden (identifiziert von Dr. Shwan Rachid), anhand der Ahnlichkeit zu
Proteinen aus S. cellulosum So ce56 zu identifizieren. Zum anderen sollte versucht
werden, in S. cellulosum So ce90 homologe Gene zu bereits experimentell
charakterisierten Genen mit regulatorischer Funktion in S. cellulosum So ce56 zu
finden. Potentielle regulatorische Gene sollten sequenziert, durch Insertionsmutagenese
inaktiviert und der Effekt der Mutagenese auf die Sekundirstoffproduktion untersucht
werden. Durch genetische Manipulation von identifizierten regulatorischen Genloci
sollte zudem versucht werden, die Epothilonproduktion in S. cellulosum So ce90 zu
steigern.
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2 Material und Methoden

2.1 Chemikalien

Die in dieser Arbeit verwendeten Standardchemikalien wurden von den in Tabelle 2.1
angegebenen Firmen in p. A. Qualitit bezogen.

Tabelle 2.1: Chemikalien und ihre Bezugsquellen

Chemikalie

Hersteller

Aceton
Acetonitril
Chloroform
Ethanol
Ethylacetat
Methanol
2-Propanol

J.T. Baker, Niederlande

Casitone-Pepton (Caseinpepton)
Phyto-Pepton (Sojabohnenmehl)

Becton Dickinson and Co., USA

L-(Methyl-"C)-Methionin

Cambridge Isotope Laboratories, USA

L-Ds(5,5,5)-Leucin

Deutero GmbH, Kastellaun

Bacto-Agar
Casiton
Hefeextrakt
Trypton

Difco, Augsburg

Agarose ultra PURE ®

GIBCO/BRL, Eggenstein

Ammoniumacetat
Natrium-EDTA
Kaliumhydroxid
Xylencyanol

Fluka, Neu-Ulm

Bromphenolblau
Calciumchlorid-Dihydrat
Essigséure
D(+)-Glucose-Monohydrat
Glycerin (87%)
Kaliumacetat
Kaliumdihydrogenphosphat
Kaliumnitrat
Magnesiumsulfat-Heptahydrat
Maltose-Monohydrat
Natriumacetat
Natriumchlorid
Natriumcitrat-Dihydrat
Natriumdithionit
Natriumhydroxid

Pepton

Merck, Darmstadt
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2 Material und Methoden

Chemikalie

Hersteller

Salzsdure, 37% ig
Stirke, 16slich

BSA (Rinderserumalbumin)

New England Biolabs (NEB), Schwalbach

Magermilchpulver

Oxoid, UK

Amberlite ® XAD 16

Rohm & Haas, Frankfurt

Ammoniumperoxidsulfat
Ampicillin
5-Brom-4-chlor-3-indolyl-p-D-galactosid (X-Gal)
Coomassie Brilliantblau 250R
Dimethylformamid
Dithioerythrol
Ethidiumbromidl6sung (1%)
Formamid, deionisiert
HEPES

Hygromycin B

Maleinsédure
Natriumlaurylsulfat (SDS)
Roti® Phenol-Chloroform
Rotiphorese® Gel 30
TEMED

Triton X100

ROTH, Karlsruhe

Chloramphenicol
Gentamycinsulfat
Kanamycin A (Monosulfat)
Magnesiumsulfat
Natrium-Eisen-EDTA
Natriumsuccinat-Hexachlorat
N-Lauroylsacrosin, Na-Salz
Saccharose

Tetrazyklin

Tobramycin
Tris[hydroxymethyl]aminomethan (TRIZMA ®
Base)

Sigma-Aldrich, Deisenhofen/St. Lewis, USA

2.2 Losungen und Puffer

Zur Herstellung sdmtlicher in der vorliegenden Arbeit angegebenen Ldsungen und
Puffer wurde Reinstwasser verwendet, das mit einer MilliQ-lonenaustauscheranlage der
Firma Millipore bzw. Purelab ultra Anlage der Firma ELGA hergestellt wurde. Bei
Bedarf wurde das Wasser fiir 20 min bei 121°C sterilisiert. War das Autoklavieren einer
Losung nicht moglich, wurde sie unter Verwendung eines Sterilfilters mit einer
Porengréfle von 0,2 um sterilfiltriert. Zusammensetzung und Lagerung der in dieser
Arbeit verwendeten Puffer und Losungen ist in den folgenden Tabellen angegeben. Die
pH-Werte samtlicher Losungen und Puffer wurden mit einem pH-Meter vom Typ
Digital pH-Meter der Firma Knick eingestellt.
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2.2.1 Losungen und Puffer flr Southern Blots und Kolonie-Hybridisierungen

Tabelle 2.2: Losungen und Puffer fir Southern Blots und Kolonie-Hybridisierungen

Bezeichnung

Bestandteile

Sterilisationsverfahren
und Lagerung

HCI (1 M)

250 ml

Depurinierungslosung H,0 ad 11 bei RT lagern
Denaturierungslosung 1 NaOH 20g
NaCl (5 M) 333 ml bei RT lagern
H,O ad 11
NaOH 20 g
Denaturierungslosung 2 NaCl 87,7¢ .
(Koloniehybridisierung) | SDS (10 %) 10 ml bei RT lagern
H,0O ad 11
Tris-HCI
g (IM p§174) 300 ml . .
Neutralisierungslosung 1 NaC’l ’ 1754 ¢ autoklavieren, bei RT lagern
H,0 ad 11
Neutralisierungslosung 2 Trizma Base 21,1 g pH mit HCI (10 M).auf 7,5 '
(Kolonichybridisierung) NaCl 87,7¢g einstellen, autoklavieren, bei
H,0 ad 11 RT lagern
NaCl 1553 ¢ .
SSC (20%) Natriumcitrat x 2 HoO | 88,2 pH mit NaOH (10 M) auf
7,0 einstellen, autoklavieren
HzO ad 11
N-Lauroylsarcosin (5 %) E;(Isauroylsarcosm i dgl 00 ml autoklavieren, bei 4°C lagern
SSC (20x) 25 ml
Blockierungslosung 20 ml
(10 %)
Hybridisierungslosung SDS (10 %) . 0,2 ml autoklavieren, bei 4°C lagern
N-Lauroylsarcosin
(5 %) 2 ml
Formamid (50 %) 50 ml
H,O ad 100 ml
2x Waschlosung SSC (20x) 100 ml autoklavieren, bei RT lagern
10 % SDS 10 ml
HzO ad 11
1x Waschlosung SSC (20x) 25 ml autoklavieren, bei RT lagern
10 % SDS 10 ml
HzO ad 11
- Maleinsdure 1161g pH 7,5 mit NaOH einstellen,
Maleinsdurepuffer NaCl 88¢ autoklavieren, bei RT lagern
H,O ad 11 ’
Tris-HCI 1M 100 ml mit 10 N NaOH auf pH 9,5
Detektionspuffer NaCl 58¢g einstellen, autoklavieren und
H,0 ad 11 bei RT lagern
NaOH 8g
“Stripping” Puffer SDS (10%) 10 ml bei RT lagern
H,0O ad 11
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2.2.2 Losungen und Puffer fr molekularbiologische Arbeiten

Tabelle 2.3: Losungen und Puffer fir molekularbiologische Arbeiten

Bezeichnung

Bestandteile

Sterilisationsverfahren
und Lagerung

Brilliant Blue 250 2g
Coomassie Brilliant Blue | H,O 450 ml bei RT lacern
Losung Methanol 450 ml &
Essigsdure 100 ml
Glycerin (87 %) 3ml
DNA-Auftragspuffer Bromphenolblau 25 mg .
(6fach) Xylencyanol 25 mg bei RT lagern
H,O ad 10 ml
. EDTA 186 g
%DSTQTL(E%H(%) NaOH 20¢g autoklavieren, bei RT lagern
> 5P S, H,0 ad 11
Entférbelosung Essigsdure 10 % bei RT lagern
. Glycerin 115 ml . .
0,
Glycerin 10% H,0 ad 11 autoklavieren, bei RT lagern
. Glycerin (87%) 57,5 ml . .
0, >
Glycerin 50% H,0 ad 100 ml autoklavieren, bei RT lagern
Glycerin 20 ml
.. Hefeextrakt 250 mg . .o
GYT-Losung Trypton 500 mg autoklavieren, bei 4°C lagern
H,O ad 200 ml
IPTG-Ldsung IPTG 240 mg sterilfiltrieren, bei —20°C
(0,1 M) H,0 ad 10 ml lagern
K,HPO,4 (1 M) H,0 ad 100 ml bei RT lagern
KH,PO,4 (1 M) H,0 ad 100 ml bei RT lagern
NaOH 20 mM
Lysispuffer SDS (10 %) 10 ml bei RT lagern
H,0 ad 100 ml
Natriumacetat NaOAc x 3 H,O 41¢g pH-Wert mit Eisessig
(1M, pH5,2) H,0 ad 100 ml einstellen
Natriumchlorid (5 M) NaCl >80g autoklavieren, bei RT lagern
H,O ad 100 ml i
.. 3 M Kaliumacetat 60 ml
Neutralisierunspuffer L ) .
(P3-Puffer) Eisessig 11,5 ml autoklavieren, bei RT lagern
H,O ad 100 ml
RNase A (DNase-frei) 18 mlg
Tris-Puffer (I M; pH g terilfiltrieren, bei 4°C
RNase A-Losung (1%) | 7.4) fae o eren, be
NaCl (5 M) 3l &
H,0 #
2 ad 1ml
o SDS 10g .
_ o
SDS-Losung (10 %) H,0 ad 100 ml bei RT lagern
Tris-HC1 5 ml
(1M, pH 7,4) 375 ml
SET-Puffer NaCl (5 M) 1’2 s ml autoklavieren, bei RT lagern
EDTA (0,5 M, pH 8,0) ad 250 ml

H,0




2 Material und Methoden

15

Bezeichnung

Bestandteile

Sterilisationsverfahren
und Lagerung

Tris-HCI
(1M, pH 7.4) 50 ml
SM-Puffer Ilzl/lag(;lo <7 H0 g’; & autoklavieren, bei RT lagern
4 2
Gelatine-Losung (2 %) | 5 ml
H,0 ad 11
Saccharose
TrsHCI(IM.pH | 308
STET-Puffer ]75’3),1, A (0,5 M, pH 8,0) 10 ml autoklavieren, bei RT lagern
K 2 b p b 5 ml
Triton X-100 ad 100 ml
H,0
TRIZMA®Base 242 ¢
TAE-Puffer Eisessig 57,1 ml bei RT lagern
(50fach) EDTA (0,5 M, pH 8,0) | 100 ml &
H,0 ad 11
TRIZMA®Base 89 mM
TBE-Puffer (1x), pH 8 I?IZ{]S;;{FG A §9mmMM Autoklavieren, bei RT lagern
H,0 ad 11
Tris-HCI (1 M, pH 5 ml
;F]%—I;uger léﬁ)T A (0,5 M, pH 8,0) 1 ml Autoklavieren, bei RT lagern
pE > ML PE ST 2d 500 ml
H,O
Tris in 400ml Wasser 16sen,
Tris-HCI TRIZMA®Base 60,5 ¢ pH-Wert mit konz. HC
(1 M, pH 7,4) .0 ad 500 ml einstellen, mit Wasser auf
PR 2 500ml auffiillen und
autoklavieren, bei RT lagern
Tris in 400ml Wasser 16sen,
Tris-HC TRIZMA®Base 60,5 ¢ pii-tert mitkonz 11C1
(I'M, pH 8,0) H,0 ad 500 ml 500ml auffiillen und
autoklavieren, bei RT lagern
Waschpuffer (fiir CaCl, 0,5 mM pH Wert mit NaOH
elektrokompetente HEPES 5 mM einstellen, autoklavieren, bei
Zellen), pH 7,2 H,O ad 11 RT lagern
" X-Gal 400 mg . Ano
X-Gal-Losung Dimethylformamid ad 10 ml Bei -20°C lagern
Zelllysispuffer NaOH 20 mM
(PeZ 13, Sf;prl; © 10 % SDS 10 ml autoklavieren, bei RT lagern
ue H,0 ad 100 ml
Glucose 5 mM
(Zlaelll;l:lsgzgswnspuffer EEST A ?’;II\I/IIM autoklavieren,bei RT lagern
H,O ad 100 ml
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2.2.3 Losungen fur den Zusatz zu Medien

Tabelle 2.4: Losungen fur den Zusatz zu Medien

Bezeichnung Bestandteile Sterilisationsverfahren
und Lagerung
8 g/l NaFe-EDTA NaFe-EDTA 800 mg Autoklavieren, bei RT lagern
H,0 100 ml
0,65 % K,HPO, K,HPO, 650 mg Autoklavieren,bei RT lagern
H,0 100 ml
35 % Glucose Glucose 35¢ Sterilfiltrieren, bei RT lagern
10 % CaCl, x 2 H,O CaCl, x 2 H,O 10g Autoklavieren, bei RT lagern
5% (NH4)SOy4 (NH4)SO4 S5¢g Autoklavieren, bei RT lagern
1,04 % Na-Dithionit Na-Dithionit 104 mg Sterilfiltrieren, frisch
H,0O 10 ml H,O herstellen

2.2.4 Antibiotika-Stocklésungen

Von den in dieser Arbeit eingesetzten Antibiotika wurden Stockldsungen hergestellt, die
sterilfiltriert, aliquotiert und bei -20°C gelagert wurden. Nach dem Autoklavieren und
Abkiihlen des Mediums wurden sie bis zur gewiinschten Endkonzentration zugegeben.

Tabelle 2.5: Antibiotika-Stocklésungen

Antibiotikum | Stocklosung Endkonzentration Herstellung und
Lagerung
o 100 pg/ml Sterilfiltrieren und in Aliquots
Ampicillin 100 mg/ml H,0 50 pg/ml (low copy Vektor) | bei -20°C lagern
Chloramphenicol | 25 mg/ml EtOH 25 pg/ml Sterilfiltrieren und in Aliquots
bei -20°C lagern
Gentamycin 15 mg/ml H,O 15 pg/ml Sterilfiltrieren und in Aliquots
bei -20°C lagern
Hygromycin 100 mg/ml H,O S. cellulosum: 150 pg/ml Sterilfiltrieren und in Aliquots
E. coli: 100 png/ml bei -20°C lagern
Kanamycin 50 mg/ml H,O 50 pg/ml Sterilfiltrieren und in Aliquots
bei -20°C lagern
Tetrazyklin 12,5 pg/ml 12,5 pg/ml Sterilfiltrieren und in Aliquots
MeOH bei -20°C lagern
Tobramycin 100 pg/ml 120 pg/ml Sterilfiltrieren und in Aliquots
bei -20°C lagern
2.3 Medien

Sédmtliche Fliissig- und Festmedien wurden durch 20 miniitiges Autoklavieren bei
121°C sterilisiert. Zur Herstellung von Festmedien wurde den jeweiligen Medien 1,5 %
(w/v) Agar zugesetzt. Zur Herstellung von Softmedien wurde 0,75 % (w/v) Agar

zugesetzt.
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2.3.1 Medien fur die Kultivierung von E. coli

Tabelle 2.6: Zusammensetzung der Medien zur Kultivierung von E. coli

Medium Zusammensetzung Sterilisationsverfahren
und Lagerung
Trypton 10g .
LB-Medium Hefeextrakt S5g “?” 10 M NaOH auf pH 7’0.
NaCl 5g einstellen, autoklavieren, bei
RT lagern
H,O ad 11
Trypton 20g .
2YT Hefeextrakt 10g mit 10 M NaOH pH 7.0 .
NaCl 5g einstellen, autoklavieren, bei
RT lagern
H,0O ad 11
2YT + 7,5% Glycerin | 2YT Medium 425 ml mit 10 M NaOH pH 7,0
Glycerin 50 %ig 75 ml einstellen, autoklavieren, bei

RT lagern

2.3.2 Medien fur die Kultivierung von Myxobakterien

Fiir die Herstellung der Medien wurden die nach dem Autoklavieren zugegebenen

Substanzen als 100 x bzw. 1000 x Stockldsungen eingesetzt.

Tabelle 2.7: Zusammensetzung der Medien zur Kultivierung von Myxobakterien

Medium Zusammensetzung Sterilisationsverfahren
und Lagerung
. Trypton 10 H mit KOH (10 M) auf 7,2
Trypton-Medium Mrgg04 x 7 H,0 2 gg Ie)instellen, aut(oklavi)eren und
H,0 ad 11 bei RT lagern
Trypton-Medium Saccharose 50g pH mit KOH (10 M) auf 7,2
mit 5% Saccharose | Trypton-Medium ad 11 einstellen, autoklavieren und
bei RT lagern
Starke 3g pH mit KOH (10 M) auf 7,2
Probion-Medium Probion 3g einstellen, autoklavieren und
CaCl, x 2 Hyo 2g bei RT lagern
MgSO4 X 7H20 0,5 g
HEPES 12¢g
H,0 ad 11
Starke S5g pH mit KOH (10 M) auf 7,4
G51t-Medium Trypton 2g einstellen, autoklavieren und
Probion g bei RT lagern
CaClz x2 Hzo 0,5 g
MgSO4 X 7H20 0,5 g
HEPES 12¢g
Glucose 2g
H,0O ad 11
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Medium Zusammensetzung Sterilisationsverfahren
und Lagerung

Magermilchpulver 4¢g pH mit KOH (10 M) auf 7,2
E-Medium Sojabohnenmehl 4¢g einstellen, autoklavieren und

Hefeextrakt 2g bei RT gelagert

Stérke 10g

CaCl, x 2 H,O lg

MgSO, x 7TH,O lg

8 g/l Fe-EDTA 1 ml

HEPES 12¢g

Glycerol 87 % ig 5g

H,0 Ad 11

Probion lg pH mit KOH (10 M) auf 7,6
P-Agar Pepton 2g einstellen, autoklavieren und

Stiarke 5g bei RT gelagert

CaC12 X 2 HzO 0,5 g

MgSO4 x 7 H20 0,5 g

Glucose 2¢g

Agar I5¢g

HEPES 12¢g

H,0 Ad 11

Agar I5¢g Grundmedium mit KOH
Plattierungs-Agar Casein-Pepton 0,5¢g (10 M) auf pH 7,4 einstellen.
(PMM) MgSO,4 x 7 H,0O 15¢g Zusétze nach dem

HEPES 12 g Autoklavieren steril zugeben

H,0O ad 11 und den Agar sofort

verarbeiten, Platten

5 % (NHy),SOy4 10 ml kurzzeitig bei 4°C lagern

10 % CaCl, x 2 H,O 10 ml

8 g/l Fe-EDTA 1 ml

0,65 % K,HPO, 10 ml

35 % Glucose 10 ml

1,04 % Natriumdithionit 10 ml

Autoklavierte Fliissigkultur von 100 ml

S. cellulosum So ce90 (5 Tage

gewachsen, G51t-Medium)

2.4 Enzyme, ,,Kits*“ und Marker

Die verwendeten Enzyme und ,,Kits“ wurden von den in Tabelle 2.8 angegebenen
Firmen bezogen und nach Anweisungen der Hersteller eingesetzt.

Tabelle 2.8: Verwendete Enzyme, ,,Kits* und Marker, sowie deren Bezugsquellen

Produkt

Hersteller

Prestained Protein Marker

Biorad, Miinchen

1kb-DNA Ladder

Klenow Large Fragment of DNA Polymerase [

Oligonukleotide
Proteinase K

Taq DNA-Polymerase

GIBCO/BRL (Life Technologies), Eggenstein

Puregene TM DNA Isolation Kit

Gentra Systems, USA

TOPO TA Cloning® Kit, Version K
TOPO XL Cloning® Kit

Invitrogen, USA
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Produkt Hersteller

Nucleospin® Extract Macherey und Nagel, Diiren

Nucleospin® Plasmid

Alkalische Phosphatase, Calf Intestinal (CIP)
100 bp-DNA Ladder

New England Biolabs (NEB), Schwalbach

Restriktionsendonukleasen
T4-DNA Ligase

MBI Fermentas, St. Leon-Rot

Ribonuklease A (RNase, DNase frei)

ROTH, Karlsruhe

Desoxynucleoside Triphosphate Set, PCR Grade
DIG-Labeling and Detection “Kit”

DIG labelled DNA Molecular Weight Marker 111
DIG Easy Hyb

DIG PCR Labeling Mix

DIG Gel Shift Kit

Roche, Penzberg

Cloned Pfu DNA-Polymerase
Gigapack®II XL Packaging Extract

Stratagene, USA

HotStar Taq Polymerase

Qiagen, Hilden

2.5 Gerate und Materialien

Agarosegelelektrophorese
Standard Power Pack 25

Elektrophoresekammer SUB-CELL® GT

(Fa. Biometra)

(Fa. Biorad)

Elektrophoresekammer MINI-SUB-CELL® GT (Fa. Biorad)

Elektrophoresekammer TYP Minigel
Bilddokumentation

UV-System Versionl.73a digit store duo
Elektroporator

Gene pulser/Pulse Kontroller
Elektroporationskiivetten, 0,1 cm
Elektroblotter

Trans-Blot SD Semi Dry Transfer Cell
French Press

HPLC

DAD-gekoppelte HPLC

HPLC-MS

Agilent 110 series HPLC system
Bruker HCTplus

Bruker micrOTOF

LTQ-Orbitrap

(Fa. Biometra)

(Fa. Intas)

(Fa. Biorad)
(Fa. Biorad)

(Fa. Biorad)
(Fa. SLM Aminco)

(Fa. Dionex)

(Fa. Agilent)
(Fa. Bruker)
(Fa. Bruker)

(Fa. Thermo Finnigan)
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NMR

Bruker Advance 500 (Fa. Bruker)

DC

Alugram®SL G/UV,s4 TLC Platten (Fa. Macherey & Nagel)
Inkubatoren

Inkubationsschranke (Fa. Binder)
Hybridisierungsofen APT Line Series BFED (Fa. Binder)
Schiittelinkubatoren (Fa. Infors)

PCR

Mastercycler Gradient (Fa. Eppendorf)
pH-Messungen

pH-Meter 766 Calimatic (Fa. Knick)
Photometer

Ultrospec 2100 pro (Fa. Pharmacia)
BioPhotometer (Fa. Eppendorf)
Sterilisation

Autoclav Fedegari (Fa. Tecnomara AG)
Systec V150 (Fa. Systec)
Ultraschallbad

Sonarex (Fa. Bandelin)
Wasseraufbereitung

Milli-Q water purification system (Fa. Milipore)
PURELAB ultra (Fa. ELGA)
Werkbank

HeracusLaminAir® (Fa. Kendro)

Hera Safe (Fa. Kendro)
Zentrifugen

Kiihlzentrifuge 5805R (Fa. Eppendorf)
Tischzentrifuge 5415D (Fa. Eppendorf)
RC-5B Kiihlzentrifuge (Fa. DuPont Instruments)

Kiihlzentrifuge Avanti JE

(Fa.

Beckmann Coulter)



2 Material und Methoden

21

Sonstige Materialien

InCert Diagnose

SeaKem LE Agarose
GTG SeaPlaque Agarose

Membranfilter 0,22 pm

Nylonmembran, positiv geladen

Microspin Column

(FMC Bioproducts)
(FMC Bioproducts)
(FMC Bioproducts)
(Fa. Milipore)

(Fa. Roche)

(Fa. Amersham Pharmacia)

2.6 Bakterienstamme, Vektoren und Oligonukleotide

2.6.1 Bakterienstamme

Tabelle 2.9: Eingesetzte Bakterienstamme

Organismus Genotyp bzw. Eigenschaft Referenz

E. coli SURE® el4 (Mcrd’) A(merCB-hsdSMR-mrr)171 Greener et al. (1990),
endAl supE44 thi-1 gyrA96 relAl lac rec B
rec J sbcC umuC::Tn5(Kan") uvrC Stratagene, USA
[F'prodB laglqg ZAM15 Tnl0 (Tet)]*

E. coli TOP10 FmcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) Invitrogen, USA

D80lacZAM 15 AlacX74 recAl deoR
araD139 A(araleu)7697 galU galK rpsL
(Str') endAl nupG

E. coli XL1-Blue

F::Tnl0 proA B lacl? A(lacZ)M]15/recAl
endAl gyr496 (Tet') thi hsdR17 (rx-my')
supE44 relAl lac

Bullock et al. (1987)

E. coli DH10B

FmcrA A(mrr-hdsRMS-mcrBC)
080dlacZAM15 AlacZAX74 deoR recAl
endAl araD139 A(ara, leu)7697 galU galK
ArpsL nupG

Grant et al. (1990)

E. coli B121

B FP-P ompT hsdS (rBBPB-P mBBPB-P)
gal dem

Studier et al., (1986)

E. coli ET12567

dam dem hsdS Cm'

MacNeil ef al. (1988)

E. coli SCS110

rpsL (Strr) thr leu endA thi-1 lacY galK galT
ara tonA tsx dam dcm

supE44 A(lac-proAB) [F' traD36 proAB
laclqZAM15]

Stratagene, USA

E. coli HB101

supE44 aral4 galK2 lacY1 A(gpt-proA)62
rpsL20 (Strr) xyl-5 mtl-1
recA13 A(mcrC-mrr) HsdS-(r-m-)

Stratagene, USA

S. aurantiaca

Gentamycin-resistent, Produzent von

Qualls et al. (1978)

DW4/3-1 Aurafuronen, DKxanthenen,
Myxochromiden, Myxothiazol
ERM4 Markerlose Deletionsmutante von mtaF in S. Weinig (Dissertation 2003)

S. aurantiaca DW4/3-1, keine Myxothiazol-
Produktion

S. cellulosum
So ce90A1

Einzelklon des Wildisolates, Produzent von
Spirangienen und Epothilonen, Tobramycin-
resistent

Stammsammlung HZI
(ehemals GBF)
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Organismus Genotyp bzw. Eigenschaft Referenz

S. cellulosum UV-Mutante von So ce90A6, produziert K. Gerth, personliche Mitteilung
So ce90D48 keine Spirangiene und nur Spuren Epothilon

A und B, aber Epothilon C und D

2.6.2 In dieser Arbeit hergestellte Mutanten

2.6.2.1 Mutanten von S. aurantiaca DW4/3-1

Tabelle 2.10: Im Rahmen dieser Arbeit erzeugte Mutanten von S. aurantiaca DW4/3-1

Mutante Mutagenese Beschreibung

BFAKR3 Insertion von pBF_AKR3 in ERM4 aufD::;pBF AKR3

BFAKR3-3 Markerlose Mutante von BFAKR3 nach Elimination des | KR AufD2 (Y3189F)
insertierten Vektors (,,Doppelcrossover“-Mutante)

BFAKRS5-2 Insertion von pBF AKRS5 in S. aurantiaca DW4/3-1 aufF . pBF AKRS

E3-2 Insertion von pBFA3in ERM4 auf4::pBFA3

BFAPA Markerlose Mutante von E3-2 nach Elimination des A auf4 (303 bp Deletion,

(alias E3-2-3) insertierten Vektors (,,Doppelcrossover“-Mutante) 560-863)

BFABK Insertion von pBF ABS in S. aurantiaca DW4/3-1 aufB::pBF ABS

BFAPC Insertion von pBF APC in S. aurantiaca DW4/3-1 aufH::.pBF APC

BFAPC2-3 Markerlose Mutante von BFAPC nach Elimination des A aufH (312 bp Deletion,
insertierten Vektors (,,Doppelcrossover“-Mutante) 538-850)

El-4 Insertion von pBFA1 in ERM4 aufJ::.pBFA1

BFAMD Markerlose Mutante von E1-4 nach Elimination des A aufJ (306 bp Deletion,

(alias E1-4-1) insertierten Vektors (,,Doppelcrossover“-Mutante) 586-892)

2.6.2.2 Mutanten von S. cellulosum So ce90

2.6.2.2.1 Mutanten des Spirangien-Biosynthesegenlocus

Tabelle 2.11: Im Rahmen der Arbeit generierte Mutanten des Spirangien-Biosynthesegenlocus

Mutante Mutagenese Beschreibung
BFSA-12 Insertion von pBFS A in S. cellulosum So ce90A1 spid::pBFS A
BFSB-11 Insertion von pBFS B in S. cellulosum So ce90A1 spiB::pBFS B
BFSC Insertion von pBFS C in S. cellulosum So ce90A1 spiC::;pBFS C
BFSCP-6 Insertion von pBFS_CP in S. cellulosum So ce90A1 siche Ergebnisse
41433
BFSK-2 Insertion von pBFS K in S. cellulosum So ce90A1 spiK::;pBFS K

2.6.2.2.2 Weitere Mutanten von S. cellulosum So ce90

Tabelle 2.12: Weitere Mutanten von S. cellulosum So ce90

Mutante Mutagenese Beschreibung
BFA3KO (Insertion von pPbP3KO in S. cellulosum So ce90A1) siche Ergebnisse, 4.2
BFDAI1 Insertion von pSChiR in S. cellulosum So ce90D48 deoRA::pSChiR
BFDA2 Insertion von pSChiR (S. Rachid) in S. cellulosum deoRA::pSChiR

So ce90A1
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Mutante Mutagenese Beschreibung

PbP3KO1, Insertion von pPbP3KO in S. cellulosum So ce90D48 deoRB::pPbP3KO

PbP3KOA,

PbP3KOE

A3KO-5, -6, Insertion von pPbP3KO in S. cellulosum So ce90A1 deoRB::pPbP3KO

-10

PbP4KO Insertion von pPbP4KO in S. cellulosum So ce90D48 pbp4::pPbP4KO

BF PDA2-1, Insertion von pBF_PDA2 in S. cellulosum So ce90A1 deoRA unter Kontrolle

-2,-4,-5,-6 von ptet

BF PDA3 Insertion von pBF_PDA3 in S. cellulosum So ce90A1 deoRA unter Kontrolle
von pT741

2.6.3 Verwendete Vektoren

Tabelle 2.13: Verwendete Vektoren

Vektor Beschreibung Referenz

pCR®2.1 Topo

LacZo, T7 Promotor, fl ori, neoR, bla,
pUC origin

Invitrogen, USA

pBSII (+) (pBluescript)

bla, LacZ’, ColE1 ori

Stratagene, USA

SuperCosl

neoR, bla, pUC origin, cos, SV40
promotor, T3

Stratagene, USA

pSUPHyg pSUP102 Derivat mit Hygromycin- J. Knauber
Resistenzgen (Dissertation 2005)
pSUPKan pSUP102 Derivat mit Kanamycin- Y. Chai, A. Sandmann
Resistenzgen (personliche Mitteilung)
pSWU41 pBluescript-Derivat, kanR, sacB Wu und Kaiser (1996)
pTopoPro aphll Promotor in pCR®2.1 Topo Pradella et al. (2002)
pGEX-6P-1 tac Promotor, lac Operator, lacl?, Amersham Biosciences,

ampR, GST

Freiburg

2.6.4 Plasmide und deren Konstruktion

Tabelle 2.14: Im Rahmen dieser Arbeit generierte Plasmide und deren Konstruktion

Plasmid

Konstruktion

pBFA3

559 bp PCR-Amplifikat Aur9/Aur10 von gDNA S. aurantiaca DW4/3-1 L Sacl/Psi
und 572 bp PCR-Amplifikat Aurl1/Aurl2 von gDNA S. aurantiaca DW4/3-1 L
Pstl/Xbal in pSWU41L Sacl/Xbal

pBF_ABS

874 bp PCR-Amplifikat BF_ AB1/BF _AB2 von gDNA S. aurantiaca DW4/3-1 L
HindlIIl ergibt ein 581 bp Fragment, ligiert in pPSUPKan L HindIll

pBF_APC

883 bp PCR-Amplifikat B APC1/Aur6 von gDNA S. aurantiaca DW4/3-1L+
Notl/Kpnl und 702 bp PCR-Amplifikat Aur7/BF _APC2 von gDNA S. aurantiaca
DW4/3-1 L Kpnl/Spel in pSWU41-L Notl/Spel

pBFAL

585 bp PCR-Amplifikat Aurl/Aur2 von gDNA S. aurantiaca DW4/3-1 L Sacl/Pstl
und 617 bp PCR-Amplifikat von gDNA S. aurantiaca DW4/3-1 Aur3n/Aur4 1
Pstl/Xbal in pSWU41-L Sacl/Xbal

pBF_AKR3

pKR3-5 (1,55kb overlap-extension PCR-Amplifikat BFAKR3-1/BFAKR3-4 von 801
bp PCR-Amplifikat BFAKR3-1/BFAKR3-2 von gDNA S. aurantiaca DW4/3-1 und
783 bp PCR-Amplifikat BFAKR3-3/BFAKR3-4 von gDNA S. aurantiaca DW4/3-1 in
pCR®2.1 Topo) L-BamH1/Xbal in pSWU41 BamHI/Xbal
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Plasmid Konstruktion

pBF_AKRS5 pKRS5-5 (1,58 kb overlap-extension PCR-Amplifikat BFAKR5-1/BFAKRS5-4 von
582 bp PCR-Amplifikat BFAKRS5-1/BFAKRS-2 von gDNA S. aurantiaca DW4/3-1
und 924 bp PCR-Amplifikat BFAKRS-3/BFAKR5-4 von gDNA S. aurantiaca DW4/3-
1 in pCR®2.1 Topo) L-BamH1/Xbal in pSWU41 BamHI/Xbal

pSpilL 3,8 kb PCR-Amplifikat (BFS1/BFS2) von Cosmid ¢48 in pCR®-XL-Topo®

pBFS A 489 bp PCR-Amplifikat (BE_SA1/BF_SA2) gDNA . cellulosum So ce90--
HindIll/Ndel and 408 bp PCR-Amplifikat (BF_SA3/BF _SA4) gDNA S. cellulosum So
¢e90 L Ndel/BamHI in pSUPHyg L BamHI/HindIIl

pBFS B 654 bp PCR-Amplifikat (BF_SB1/BF_SB2 ) gDNA S. cellulosum So ce90 1
HindIll/Ndel und 319 bp PCR-Amplifikat (BF_SB3/BF _SB4) gDNA S. cellulosum
So ce90 - Ndel/BamHI in pSUPHyg - BamHI/HindII

pBFS C 880 bp PCR-Amplifikat (BF_SC1/BF_SC2 ) gDNA S. cellulosum So ce90 L
Ndel/BamHI und 356 bp Fragment vom pTopoPro L HindIIl/Ndel in pSUPHyg -
BamHI/HindIIl

pBFS CP 1279 bp PCR-Amplifikat (BF_SC1/BF_SC3 ) gDNA . cellulosum So ce90 L
Ndel/BamHI und 356 bp Fragment von pTopoPro L HindIII/Ndel in pSUPHyg -
BamHI1/HindIIl

pBFS K 432 bp PCR-Amplifikat (BF_SK1/BF_SK2 ) gDNA S. cellulosum So ce90 L
Hindlll/Ndel und 450 bp PCR-Amplifikat (BF_SK3/BF _SK4) gDNA S. cellulosum So
¢e90 L Ndel/BamHI in pSUPHyg 1 BamHI/HindIIl

pEpoF1, 2,3 1260 bp Amplifikat (EpoFF/EpoFR) von gDNA S. cellulosum So ce90D48 in
pCR®2.1Topo

pPbP4 2,2 kb PCR-Amplifikat (His-reg2-.up/His-reg2-dn) von c¢43 in pCR®2.1Topo

pPbP4KO 905 bp Amplifikat (PbP4KOup/PbP4KOdn) von pPbP4 L BamHI/HindIl in pSUPHyg
L BamHI/HindIII

pPbP3 0,9 kb Amplifikat (DeoR-like-up/DeoR-like-dn) von c31 in pCR®2.1Topo

pPbPA3 3,9 kb Fragment von ¢31 L+ BamHI in pBSII(+)~ BamHI

pPbP3KO 661 bp Amplifikat (PbP3KO1/PbP3K02) von c31 L BamHI/Ndel und 528 bp
Amplifikat (PbP3KO3/PbP3K04) von ¢31 L Ndel/HindIll in pSUPHyg -
BamHI1/HindIll

pDA-RM gDNA BFDA2 L Mul, religiert und transformiert in E. coli DH10B, deoRA Sequenz

pDA-RMBS-2 | 3 kb Fragment von pDA-RM - BamHI/HindIll in pBSII(+) BamHI/HindI1l

pDA90-1, -2, - | 0,9 kb PCR Amplifikat (DA5°/DA3’) gDNA S. cellulosum So ce90 in pCR®2.1Topo

3,4

pBF PDA2 0,55 kb Insert pPDA2.2-L Ndel/HindIII und 0,8 kb Insert pTopoPtetR-L BamHI/Ndel in
pSUPHyg + BamHI/HindIII

pPDA2.2 550 bp Amplifikat (BF PDA3/BF PDA4) gDNA S. cellulosum So ce90 in
pCR2.1Topo

pTopoPtetR 792 bp Amplifikat (BF PDAS/BF PDAG6) von pCT2 (H.B.Bode/T. Mignot; pBJ113-

(=pPDA2.-8) | Derivat mit fetR und ptet) in pCR2.1Topo

pBF PDA3 0,9 kb Insert pPDA5X6- HindIll in pSUPHyg-L HindIIl

pPDA3-25 830 bp Amplifikat (BF_PDA7/BF_PDAS) gDNA S. cellulosum So ce90 in
pCR®2.1Topo

pPDA4-24 0,8 kb Insert pPDA3-25LEcoRI in pPDA3-251EcoRI (andere Orientierung)

pPDA5X6 0,8 kb Insert pPDA4-24-LNdel/Xbal in pEpo-1b--Ndel/Xbal

pEpo-1b 945 bp PCR Amplifikat (BFEPA1/BFEPA?2) in pCR2.1Topo

pGEX-DA 0,8 kb Insert pTopoDAGEX- Bg/ll/EcoRI in pGEX-6P-1-- BamHI/EcoRI

pTopoDAGEX | 825 bp PCR Amplifikat (DAGEXu/DAGEX]) in pCR®2.1Topo
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2.6.5 Oligonukleotide

Tabelle 2.15: Im Rahmen dieser Arbeit generierte Oligonukleotide

Oligonukleotid Oligonukleotidsequenz (5’ — 37)

Aur9 GACGAGAGCTCCTATGTCGACAACGACCC
Aurl0 GCGCGTCTGCAGATACCTCCACCAGCAGGC
Aurl | CGTTCGCTGCAGACCACGTCATCCGGACTG
Aurl2 CGATCGTCTAGATGTCAGAGTCGCTCGACC
BF_ABI AGGTCTTCGCCCGCCTG

BF_AB2 CGTGTCACGAATCCGGATG

BF_APCI GCGGCG GCGGCCGCTCGGCTCGACGAAGAG
BF_APC2 TGCGCCACTAGTCTTACGAACCAGCGCGATC
Aur6 AGAGTTGGTACCCGAACGCGCTGCTTGAG
Aur? TGCACCGGTACCCGGAGAC

Aurl CAGATGGAGCTCGAGGGCAATGACATG
Aur2 TTCGCGCTGCAGCGAATTCGCCCTCCACC
Aur3n TCGGGACTGCAGCAGGACGTTCGCAACCTG
Aur4 GATCAGTCTAGACAGCGCTTTGGGTTGCTG
BFAKR3-1 GTGGCTGTCATGCTGTTAGAG

BFAKR3-2 GCCAAGCAAGCTTTGCGGCTGCCAACGCATTC
BFAKR3-3 GCCGCAAAGCTTGCTTGGCCGTGAGGGC
BFAKR3-4 ACGAGGATCGAGCGCCACT

BFAKRS5-1 GACGGTGCCGCCCGTTTG

BFAKRS5-2 GGCCGCGAAGCTTGCTTGACCGGGCGATCCC
BFAKRS5-3 GTCAAGCAAGCTTCGCGGCCGCCAATGCC
BFAKR5-4 GCATCACGATCCCACCTGTC

BFS| AGCGCGGAGACGTGGAC

BFS2 CGTGACGTGAGCTCCGG

BF SAl GATCACAAGCTTAGGAGGGACCACGGTGTC
BF SA2 GTTGCTCATATGATCGTCCTCGATCGCCGCAC
BF SA3 ATGCAGCATATGACCACAATGGCCTCTGCC
BF _SA4 GGGCGGGGATCCTCGTCCTCCTCACGGAC
BF SBI TGCGCGAAGCTTGCGCAAGTCCGTGAGGAG
BF_SB2 CAGTTCCATATGAGCGTCGCAAGCGCAGTG
BF SB3 CTTTGACATATGTGGGCTGAATCCACGAGAGC
BF SB4 GGGAGGGGATCCACGGAGACGTGCGCCGTC
BF SCI TCGACCCATATGAGGCCTCACCCCCGCCCA
BF _SC2 GACGACGGATCCGCGCCCCAGGCTGATCGAC
BF SC3 CGCGACGGATCCGACGCTTG

BF SKI TCCCGCAAGCTTGAGCTCGGGCACCAGATCT
BF SK2 AATTGTTCATATGTACGCGGGATCTCTCATGAC
BF SK3 TACGAACATATGATTCGCGGGCGGCTACGT
BF SK4 GGAAAGACCTCGGGATCCAG

EpoFF TAGGAGATCATATGACACAGGAGCAAGCGA
EpoFR CGCGAATTCTCCAGCTTTGGAGGGCTTC
His-reg2-.up GGCGGCTTCGACGACCACTA

His-reg2-.dn TCCTTCACCTCCCGCTCCAG

PbP4KOup TCGCGGATCCTGAGTCATCCAGCCCATG
PbP4KOdn GTGTCGAAGCTTGTCGACCGAGATCATC
DeoR-like-up CCCGCGGGATGAGAGGAAGCTA
DeoR-like-dn AACCCGAGGTGGAACGCGAG

PbP3KO1 CAGTTCGGATCCGTTGATCGAGCAGTACTC
PbP3KO2 CCGGGGCATATGGCGTGCACCGGGTAC
PbP3KO3 GCGGCCCATATGGGGCATCGGCGGGG
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Oligonukleotid

Oligonukleotidsequenz (5’ — 3°)

PbP3KO4 GACACGAAGCTTGGCGGCCACGTCCTC

DAS’ TGTTGGAACGCCGGTGTC

DA3’ CGCAAGCAAGTACGTGCAC

BF PDA3 TACGTGCATATGCAAATAGGAACAAACGTGC

BF PDA4 TGCACAAAGCTTCCGAGATAGCAGAGGTC

BF PDAS TACCAACATATGTTTCGCGA AGGCCTCCCG

BF PDA6 CTCCGGGGATCCGCGGTCCT GATCAATCGTC

BF PDA7 AGATCT TTATCAAAAAGAGTATTGACTTAAAGTCTA
ACCTATAGGATACTTACAGCCATCGAGAGGCATATGCAAA
TAGGAACAAACGTGC

BF PDAS AACGCCAAGCTTTGTCGGAGCGCCGCTAC

BFEPA1 GGATCC TTATCAAAAA GAGTATTGACTTAAAGTCTA
ACCTATAGGATACTTACAGCCATCGAGAGGCATATGCTGA
GGATGTGCCCGTC

BFEPA2 AAGCTTCCATTTAAATACTAGTTAACCAATTGTCGGATCA
CCGCCAATATCAAGCTTCCATTTAAATACTAGTTAACCAA
TTGTCGGATCACCGCCAATATC

PSUPHyg rev GGTGATGTCCGCGATATAGG

BF PDA3-2 CGCCTGCGTGATGGTGAC

BFSP1 GATGCCGATGATACACGTG

BFSP2 TGCGTTCCGCCGAAGAC

BFSP3 CACGTGGGCGCGCTCAC

BFSP4 CGGACCGCGAGCGCA

BFSP5 ATTTCGACCCGCGGGTG

BFSP6 CAAGCGAGAAGGAGCGAG

BFEP1 CTTCCGCACCTCGAGCGAG

Epo-non-biotin-dn GCACATCCTCAGCGGCTGAC

DAGEXu GAACAAAGATCTGTGCAAAATAACGCAGACAA

DAGEXI CCGCTGGAATTCCTACGCCGGCTCCTCC

BF_SHI CGGAGATCGCATCGATGTC

BF_SH2 GCCATCCCGACCCACTG

BF_SH3 GCAGGGTCGTGTTCGTGTTC

BF SH4 TGGAGCTCGCCTGCCGAG

BF_SH7 GGCGACCTCGAGCGCTTC

BF_SHS GAGCCATCGCGCCACGTG

BF_SH9 GTTCGGGACCGTGATCCC

BF _SHI10 GGGATCACGGTCCCGAAC

BF SH11 GCTCCATCGCCGCGAAAC

BF SH14 CCTTCGACGTCGCGCAG

BF_SHI15 GGGAGCGCGTCGAGAAG

BF _SHI16 TCTTCGCACGGAGGCTC

PSWU411 TCTACGTGTTCCGCTTCCTT

PSWU41u GTTTTCCCAGTCACGACGTT

BFAPC-3 CGTTCTCTCGTCATGCTGTC

BFAPC-4 ATGCGCAGGGTCTCGTTG

48T7F GACGGATGCCGCCCCATG

48T7R3 GCCGCTTGCCCGCGGAGC

SpilU GTGCACGACGCGCCCTGATG

SpilL GCTGGTGCGGCGAAAGTGCG
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2.7 Kultivierung und Konservierung von Bakterienstimmen

2.7.1 E. coli

Die Anzucht der E. coli Stimme (Tabelle 2.9) erfolgte ausgehend von einer
Einzelkolonie. Die Vereinzelung der Zellen wurde durch das 13-Strichverfahren
(Schlegel, 1992) erhalten. Eine Einzelkolonie wurde in 3-5 ml LB-Fliissigmedium
transferiert und fiir 12-16 h bei 30 bzw. 37°C und 170 rpm kultiviert. Bei Anzucht auf
Festmedien wurden die jeweiligen Petrischalen ebenfalls bei 30 bzw. 37°C kultiviert.
Plasmidhaltige Stimme wurden unter Selektionsbedingungen mit den jeweiligen
Antibiotika in den Medien angezogen.

Fir eine Langzeit-Konservierung (Stammhaltung) wurden 2 ml Glycerinkulturen
angelegt. Dazu wurden 1 ml einer iiber Nacht-Kultur in ein 2 ml Kryordhrchen der Fa.
NalGene (USA) tiberfiihrt und mit 1 ml einer sterilen 50 %igen Glycerin-Stocklosung
vermischt. Die Lagerung erfolgte bei -80°C. Cosmidbdnke wurden in sterilen
Mikrotiterplatten mit 50 %iger Glycerin-Stocklosung konserviert. Die Klone wurden
zundchst mit einem sterilen Metallstempel in die Vertiefungen mit je 150 pl LB-
Medium transferiert und tiber Nacht kultiviert. Nach Zugabe von je 100 pl Glycerin-
Stocklosung wurden die Platten fiir 2 h bei 37°C inkubiert und danach bei -80°C
gelagert.

Zur Reaktivierung eines Stammes aus der Dauerkultur wurde ein Tropfen der
Glycerinkultur auf LB-Festmedium aufgebracht und vereinzelt. Die nach einer iiber
Nacht-Inkubation bei 37°C gewachsenen Einzelkolonien konnten fiir weitere Analysen
herangezogen werden.

2.7.2 S. aurantiaca DW4/3-1 und S. cellulosum So ce90

S. aurantiaca DW4/3-1 und S. cellulosum So ce90 wurden bei 30°C kultiviert und, falls
nicht anders beschrieben, in Trypton-bzw. G51t-Medium angezogen. Fiir
Flissigkulturen von S. aurantiaca DW4/3-1 wurde zunéchst eine Einzelkolonie in
10 ml Medium angezogen, bis eine Zelldichte von 1-2x10% Zellen pro ml erreicht
wurde. Einzelkolonien von S. cellulosum So ce90 wurden auf etwa 1 cm® P-Agar
ausgestrichen und 5-10 Tage bei 30°C inkubiert. Mit etwa 1/3 der Zellmasse und etwas
Agar wurden 10 ml G51t-Medium beimpft und bis eine Zelldichte von 2x10°* -2x10°
Zellen pro ml kultiviert. Die Bestimmung der Zelldichte erfolgte mit Hilfe einer
Neubauer-Zahlkammer (Fa. Brand) mit einer Kammertiefe von 0,01 mm. Von diesen
Kulturen ausgehend wurden dann 50 ml Medium in einer Verdiinnung 1:10 bis 1:20
angeimpft und in 250 ml Erlenmeyerkolben auf einem Schiittelinkubator bei 170 rpm
kultiviert (1-5 Tage fiir S. aurantiaca DW4/3-1 und 4-16 Tage fiir S. cellulosum So
ce90). Je nach Resistenzeigenschaften des Stammes bzw. der Mutante wurde dem
Medium das entsprechende Antibiotikum zugesetzt. Die Kultivierung von S. aurantiaca



28 2 Material und Methoden

DW4/3-1 in Mikrotiterplatten (96 well) erfolgte in 200 ul Medium pro Vertiefung und
bei 30°C. Nach Beimpfung mit Einzelkolonien wuchsen die Kulturen 5-7 Tage (ohne
Schiitteln) bzw. 3-5 Tage (mit Schiitteln).

Fir eine Langzeit-Konservierung wurden 15 ml der jeweiligen Kultur mit einer
Zelldichte von 1-2x10%ml abzentrifugiert (15 min, 5.000 g) und in 1 ml Medium
resuspendiert. Diese Zellsuspension wurde dann in ein 2 ml Kryor6hrchen iiberfiihrt
und mit 1 ml einer 50 %igen Glycerin-Stocklosung vermischt. Diese Rohrchen wurden
bei -80°C gelagert.

Zur Reaktivierung eines Stammes aus der Dauerkultur wurde ein grofer Tropfen der
Glycerinkultur auf P-Agar gebracht und fiir mindestens 48 h bei 30°C inkubiert. Die aus
der Inkubation resultierenden Zellen wurden mit Hilfe einer Impfose abgekratzt und
damit eine 10 ml Ausgangskultur inokuliert. Alternativ wurden 10 ml Medium direkt
mit einem groBen Tropfen aus der Dauerkultur beimpft.

2.8 Isolierung von DNA

2.8.1 Isolierung genomischer DNA aus Myxobakterien

Die Isolierung genomischer DNA von S. aurantiaca DW4/3-1 und S. cellulosum
So ce90 erfolgte mit dem PUREGENE® Genomic DNA Purification Kit der Firma
Gentra. Ausgehend von ca. 0,5-1,5><109 Zellen wurde die DNA nach Anweisung des
Herstellers extrahiert. Hierfiir wurden Zellen aus Fliissig- und Agarkulturen als
Ausgangsmaterial eingesetzt.

2.8.2 Isolierung von Plasmid- und Cosmid-DNA (alkalische Lyse)

Das Zellpellet von 3 ml Ubernachtkultur wurde in 250 pl Puffer P1 (siehe jeweils
Tabelle 2.3) resuspendiert. 250 pl Puffer P2 wurden zugegeben, gut gemischt und fiir
max. 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Zugabe von 250 ul P3 Puffer wurde 5
min bei 13.000 rpm in der Tischzentrifuge zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein
Eppendorf-Gefal mit 600 pl Isopropanol gegeben und nach Mischen 6 min bei 13.000
rpm zentrifugiert. Das erhaltene DNA-Pellet wurde mit 500 pl 70 %igem Ethanol
gewaschen und etwa 9 min bei 55°C getrocknet. Zum Losen der DNA wurden 20-30 pl
Reinstwasser eingesetzt.

2.8.3 Isolierung von hochreiner Plasmid-DNA

Die Isolierung hochreiner Plasmid-DNA erfolgte mit dem NucleoSpin® Plasmid Kit der
Firma Macherey und Nagel nach dem Standardprotokoll des Herstellers.
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2.9 Trennung und Reinigung von DNA

2.9.1 Agarosegelelektrophorese

Diese Methode (Sambrook ef al. 1989) trennt DNA-Fragmente in einer Gelmatrix durch
Anlegen eines elektrischen Feldes entsprechend ihrer Grofe. Je nach zu trennender
DNA-Grofe (100 bp — 40 kb) werden dabei Agarose-Konzentrationen von 0,4 — 1,2 %
eingesetzt.

Die benotigte Agarosemenge wurde in 1 x TAE (siehe Tabelle 2.3) durch Aufkochen in
der Mikrowelle geldost. Auf 50°C abgekiihlte Agaroselosung wurde in einen mit
Probenkamm versehenen Gelschlitten gegossen und mit 1 pupl 1 %iger
Ethidiumbromidlosung versetzt. Das erstarrte Gel wurde anschliefend mit Gelschlitten
in eine Elektrophoresekammer mit 1x TAE-Laufpuffer gesetzt und der Probenkamm
entnommen. Zum Auftragen der Proben wurden diese mit ca. 1/6 VT 6x
DNA_Auftragspuffer versetzt und in die Geltaschen pipettiert. Die Trennung erfolgte
bei 1-5 Volt/cm bis zur gewlinschten Trennung der Fragmente. Die Detektion erfolgte
bei 312 nm aufgrund der Fluoreszens des in die DNA-Doppelstringe interkalierten
Farbstoffs. Uber den Vergleich mit DNA-GréBenstandards wurden die FragmentgroBen
bestimmt und photographisch dokumentiert.

2.9.2 Extraktion von DNA aus Agarosegelen

Nach der gelelektrophoretischen Trennung der Fragmente wurden die bendtigten
Banden auf einem ,darkreader” sichtbar gemacht und mit einem Skalpell
ausgeschnitten. Zur Extraktion der DNA wurde das NucleoSpin® Extract Kit der Firma
Macherey und Nagel nach den Angaben des Herstellers verwendet.

2.9.3 Direkte Aufreinigung von Restriktionen und PCR-Ansatzen

War eine gelelektrophoretische Auftrennung zur Aufreinigung des Restriktions-oder
PCR-Ansatzes nicht notwendig, konnten diese nach Anweisung des Herstellers auch
direkt zur Aufreinigung mit dem NucleoSpine Extract Kit der Firma Macherey und
Nagel eingesetzt werden.

2.9.4 Phenol-Chloroform-Extraktion

Die Phenol-Chloroform-Extraktion ist eine Methode zur Abtrennung von
Verunreinigungen, wie z. B. Proteinen aus nukleinsdurehaltigen Losungen. Das
Volumen der Probe wurde mit TE-Puffer (siche Tabelle 2.3) auf mindestens 50 pl
vergrofert, mit 1 VT Phenol/Chloroform-Gemisch (siche Tabelle 2.1) versetzt und
griindlich gemischt. Nach 10 miniitiger Zentrifugation bei 13.000 rpm wurde die
wissrige Phase in ein neues Eppendorf-Gefd3 iiberfiihrt. Durch eine anschlieBende
Féllung mit Isopropanol (siehe 2.9.5) wurden verbleibende Phenolreste mit der Losung
entfernt.
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2.9.5 Fallung von DNA

Die Féllung von DNA aus wissrigen Losungen wurde zum Reinigen, Konzentrieren
oder Uberfiihrung in einen anderen Puffer durchgefiihrt. Nach Zusatz von 2,5 VT
absolutem Ethanol und 0,1 VT 3 M Natriumacetat-Losung (siche Tabelle 2.3) wurde
der Ansatz zum Féllen der DNA 60 min bei -20°C gekiihlt. Durch Zentrifugation fiir 10
min bei 4°C und 13.000 rpm wurde die DNA sedimentiert. AnschlieBend wurde das
Pellet mit 70 %igem Ethanol gewaschen und erneut fiir 10 min bei 4°C und 13.000 rpm
zentrifugiert. Der Uberstand wurde méglichst vollstindig entfernt und das erhaltene
DNA-Pellet getrocknet. AbschlieBend wurde die DNA in H,O oder TE-Puffer (siche
Tabelle 2.3) gelost.

2.10 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Durch die Polymerase-Kettenreaktion kann ein von zwei Oligonukleotiden begrenzter
DNA-Bereich in vitro amplifiziert werden. Dabei wird eine Folge von drei
Temperaturschritten etwa 30 x durchlaufen.

1. Denaturierung: Durch Erhitzen auf 95°C bis 98°C wird doppelstringige DNA
in ihre Einzelstringe getrennt.

2. Annealing: Die Temperatur wird knapp unter die Schmelztemperatur der
Oligonukleotide gesenkt. Die Oligonukleotide binden dabei an die
komplementéiren Abschnitte der einzelstrangigen Matrizen-DNA.

3. Extension: Bei 72°C erfolgt ausgehend von den Oligonukleotiden in
5'—3’Richtung die Synthese des Komplementirstranges durch eine
thermostabile DNA-Polymerase.

2.10.1 Auswahl der DNA-Polymerase

Neben der tlblicherweise eingesetzten Taq-DNA-Polymerase aus Thermus aquaticus
gibt es noch sogenannte ,long range“-Polymerasen zur Amplifikation von DNA-
Fragmenten bis zu 50 kb, sowie ,proof reading“-Polymerasen mit geringer
Synthesefehlerrate (z.B. Pfu-Polymerase). Diese Polymerasen besitzen neben der
5’—3’-Polymerase-Aktivitit eine 3'—5 -Exonuklease-Funktion, die die Korrektur von
Synthesefehlern erlaubt. Die verschiedenen kommerziell erhiltlichen Polymerasen
unterscheiden sich beziiglich ihrer Synthesegeschwindigkeit, Fehlerrate und der
maximalen Lénge des synthetisierten DNA-Stranges. Die spezifischen Anforderungen
an das PCR-Programm sind den entsprechenden Anweisungen der Hersteller zu
entnehmen. Im Gegensatz zur Tag-Polymerase, die unabhidngig von der DNA-Matritze
einen 3’-A-Uberhang erzeugt, generiert die Pfu-Polymerase glattendige PCR-
Amplifikate.
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2.10.2 Zusammensetzung des Standard-PCR-Ansatzes

Die Amplifikation von DNA-Fragmenten wurde mit einem Thermoblock der Firma
Eppendorf in 0,2 ml Reaktionsgefdalen durchgefiihrt.

Reaktionsansatz:
Plasmid-, Cosmid-DNA ~ 10 pg
genomische DNA bis zu 40 ng
MgCl, (25 mM) 2,5ul
10 x PCR-Puffer 2,5ul
Glycerin (50 %ig) 1,25 ul
DMSO (100 %) 1,25 ul
dNTP’s (1,25 mM pro dNTP) 4,0 ul
Oligonukleotid 1 (50 pmol/ul) 0,25 ul
Oligonukleotid 2 (50 pmol /ul) 0,25 ul
Polymerase 0,1 pul
HOdest ad 25 ul

Um die Bildung unspezifischer Amplifikate zu vermeiden, erfolgte die Zugabe der
DNA-Polymerase immer nach dem initialen Denaturierungsschritt (95°C, 5 min). ,,Hot
start“-Polymerasen wurden von Beginn an der Reaktion zugesetzt und einem initialen
15 miniitigen Denaturierungsschritt unterworfen. Hierbei wird die zunéchst inaktive
Polymerase in ihre aktive Form tiberfiihrt.

Ublicherweise wurde das folgende PCR-Programm durchgefiihrt.
1. Denaturierung 5 min 95°C
2. Zugabe der DNA-Polymerase 95°C
3. Denaturierung 30 s 95°C
4. ,,Annealing* 30 s variabel
5. Extension variabel 72°C

6. finale Extension 10 min 72°C

Die Schmelztemperatur der eingesetzten Oligonukleotide wurde nach folgender Formel
berechnet:

Tvm=69,9 + 0,41 x [GC%] — 650/n
GC% = Prozentualer Anteil der Nukleotide G und C im Oligonukleotid
n = Anzahl der Nukleotide des Oligonukleotides
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Die Zeit der Extension hing von der gewihlten DNA-Polymerase, sowie der zu
erwartenden GroBe des Amplifikates ab. Um den Anteil unvollstindig amplifizierter
PCR-Produkte zu minimieren, wurde eine finale Extension von 10 min durchgefiihrt.
Lieferte die PCR auBler dem Zielfragment auch unspezifische Amplifikate, wurde der
Ansatz gelelektrophoretisch aufgetrennt (siche 2.9.1) und das Zielfragment aus dem
Agarosegel extrahiert (siche 2.9.2). Bei der Amplifikation eines spezifischen PCR
Produktes der erwarteten Grofle konnte dieses direkt gereinigt werden (siehe 2.9.3).

2.10.3 ,,Overlap-extension“ PCR

Bei der ,,overlap-extension PCR (Ho ef al. 1989) werden zwei PCR-Amplifikate, die
iber einen homolgen Bereich verfiigen, in weiteren PCR-Zyklen verbunden. Hierdurch
kann innerhalb eines DNA-Fragments eine Mutation erzeugt werden. Da die beiden
PCR-Amplifikate unabhingig von Restriktionserkennungssequenzen zusammengefiigt
werden konnen, weist das erzeugte Fragment nur die zur Mutagenese unbedingt
notwendigen Basenaustausche auf. Die ,,overlap-extension“ PCR verlduft in drei
Schritten, wie in Abbildung 2.1 schematisch dargestellt. In der ersten Reaktion werden
die beiden zu verbindenen DNA-Fragmente in getrennten PCR-Ansédtzen amplifiziert
(siehe 2.10). Nach Aufreinigung des Ansatzes (siehe 2.9) werden 20-100 ng der beiden
Amplifikate in einem PCR-Ansatz, der keine Primer enthélt, bei einer Annealing-
Temperatur von 50-60°C eingesetzt. Dieser Schritt dient dem Auffiillen der Amplifikate
ausgehend von dem homologen Bereich der beiden Amplifikate. Dieser Ansatz dient als
Matritze in der folgenden PCR, bei der die dusseren Primer fiir die Amplifikation des
zusammengefiigten Fragments eingesetzt werden.
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PCRI1 l l PCRIII

10-12 Zyklen:
Auffilireaktion

l Amplifikation

Abbildung 2.1:  Schematischer Ablauf der ,,overlap-extension* PCR. Im ersten Schritt werden mit
zwei Oligonukleotidpaaren (—<«—) die beiden Fragmente getrennt voneinander
amplifiziert. In den mittleren Oligonukleotiden wurde durch Basenaustausch innerhalb
eines iiberlappenden Bereichs die Mutation erzeugt. Die Amplifikate werden in einem
zweiten Schritt aufgefiillt und im Anschlul unter Verwendung der &usseren
Oligonukleotide amplifiziert.

2.11 Enzymatische Manipulation von DNA

2.11.1 Hydrolyse von DNA mit Restriktionsendonukleasen

Zur sequenzspezifischen Hydrolyse von DNA wurden Restriktionsendonukleasen des
Typ II verwendet. Sie wurden in dem vom Hersteller angegebenen Puffer bei der
empfohlenen Temperatur eingesetzt. 1-5 ug genomische DNA, bzw. 0,2-1 pg Plasmid-
DNA wurden in einem Endvolumen von 20 pl mit 1/10 VT des empfohlenen 10-fach
Puffers und 0,5-1 U des Enzyms versetzt und fiir 1,5-3 h inkubiert. Gegebenenfalls
wurde nochmals Enzym zum Ansatz pipettiert. Enthielten die DNA-Prdparationen
RNA, so wurde dem Ansatz 0,5 pg/pl RNAse zugesetzt. Um die erfolgreiche Hydrolyse
der DNA zu iiberpriifen, wurde diese gelelektrophoretisch aufgetrennt (sieche 2.9.1). Die
Reaktion wurde beendet, indem die Enzyme, wenn moglich, hitzeinaktiviert wurden
und die DNA fiir weitere Anwendungen mittels NucleoSpineExtrakt (siche 2.9.3) oder
Phenol-Chloroform-Extraktion und anschlieBender Féallung (siche 2.9.4; 2.9.5) gereinigt
wurde.

2.11.2 Dephosphorylierung von DNA

Um bei einer Klonierung unter Verwendung nur einer Restriktionsendonuklease die
Religation des Vektors zu vermeiden, wurde dieser mit alkalischer Phosphatase (SAP)
behandelt. Das Enzym hydrolisiert die 5’-Phosphatgruppe der DNA, so daB3 keine
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Selbstligation mit dem 3’-OH-Ende des DNA-Fragmentes katalysiert werden kann. Die
Dephosphorylierung wurde im Restriktionsansatz durchgefithrt. Nach 60 min
Inkubation bei 37°C wurde erneut 1 pul SAP in den Ansatz gemischt und wiederum 60
min bei 37°C inkubiert. Zur Inaktivierung des Enzyms wurde der Reaktionsansatz fiir
15 min auf 65°C erhitzt. Zur vollstindigen Entfernung der Proteine wurde der Ansatz
entweder mit 1 VT Phenol/Chloroform extrahiert (siche 2.9.4) oder iiber eine
Nucleospin-Saule (siehe 2.9.3) aufgereinigt.

2.11.3 Ligation von DNA

Zur Ligation von Insert- und Vektor-DNA wurde eine T4-DNA Ligase verwendet.
Diese DNA-Ligase bildet in Gegenwart von Mg*"-Tonen und mit ATP als Kofaktor den
Phoshphodiester zwischen der 5’-Phosphatgruppe des einen und der 3"-OH-Gruppe des
anderen DNA-Endes. Die einzusetzende Vektor- und Insert-DNA wurde nach
durchgefiihrter Restriktion entweder direkt oder iiber ein Agarosegel aufgereinigt (siche
2.9). Fiir eine Ligation wird ein molares Verhéltnis von Vektor-zu Insert-DNA von 1:5
angestrebt. Hierzu wurde die Konzentration der beiden Reaktionspartner photometrisch
oder iiber ein Agarosegel bestimmt. Die benétigten Mengen DNA wurde gemischt, mit
0,1 VT 10x Ligasepuffer und 1U T4 DNA-Ligase versetzt. Der Ansatz wurde iiber
Nacht bei 16°C inkubiert und konnte direkt zur Transformation von E. coli Stimmen
eingesetzt werden.

2.11.4 Klonierung von PCR-Fragmenten mit dem Topo-TA-Cloning Kit

Die direkte Klonierung von PCR-Fragmenten wurde mit dem TOPO-TA-Cloning Kit
der Firma Invitrogen durchgefiihrt. Hierfiir wurde der am 3’-Ende matritzenunabhéngig
eingefiihrte A-Uberhang an den durch die Tag-Polymerase erzeugten DNA-Fragmenten
ausgenutzt. Durch den 3'-T-Uberhang am pCR®2.1-TOPO Vektor kommt es
zusammen mit dem 3’-A-Uberhang des PCR-Amplifikats zu einer der Ligation
dhnlichen Reaktion. Die 3'-Enden des Vektors sind iiber einen Phosphatrest kovalent
mit Topoisomerase I verbunden. Diese katalysiert den nukleophilen Angriff der 5'-OH-
Gruppe des PCR-Amplifikats an den 3’-Phosphatrest des Vektors. Unter Ausbildung
einer neuen Phosphodiesterbindung werden das PCR-Produkt und der Vektor kovalent
verbunden. Die Durchfiihrung erfolgte nach den Angaben des Herstellers.

2.12 Transformation von Bakterien

2.12.1 Transformation von E. coli

2.12.1.1 Herstellung von elektrokompetenten Zellen

Die Herstellung elektrokompetenter E. coli DH10B Zellen richtete sich nach dem
Protokoll von Birren et al. (1997). 3 ml LB-Medium (siche 2.3.1) wurden mit einer



2 Material und Methoden 35

Einzelkolonie inokuliert und wie unter 2.7.1 beschrieben iiber Nacht inkubiert. Mit
dieser Vorkultur wurden 800-1000 ml LB-Medium 1:1000 in einem 3 Liter-Kolben
angeimpft. Die Kultur wurde bei 37°C bis zu einer ODggo von 0,6-0,8 inkubiert. Die
Zellen wurden in gekiihlten Zentrifugenbechern bei 5.000 rpm fiir 10 min bei 4°C im
GSA-Rotor abzentrifugiert und das Pellet in eisgekiihltem 10 %igem Glycerin
resuspendiert, wobei die Menge an 10 %igem Glycerin dem vorherigen Volumen der
Kultur entsprach. Es wurde erneut zentrifugiert und mit dem erhaltenen Pellet der
Waschschritt wiederholt. AnschlieBend wurden die Pellets vereinigt und mit 25 ml
10 %igem Glycerin in SS34-Zentrifugenrohrchen iiberfiihrt. Es wurde bei 7.000 rpm fiir
10 min bei 4°C zentrifugiert. Das erhaltene Pellet wurde in 2 ml eisgekiihltem GYT
(siche 2.2.2) resuspendiert, zu 40 ul in vorgekiihlte Eppendorfgefisse aliquotiert und
sofort in fliissigem Stickstoff schockgefroren. Die Zellen wurden anschlieBend bei -
80°C gelagert.

2.12.1.2 Transformationsbedingungen

Die bei -80°C gelagerten elektrokompetenten E. coli Zellen wurden auf Eis aufgetaut
und mit 1-4 pl des jeweiligen Ligationsansatzes (siehe2.11.3), bzw. 0,2 pl gereinigter
Plasmid-DNA vermischt. Der Ansatz wurde in eine gekiihlte Elektroporationskiivette
(Spaltbreite 0,1cm) pipettiert und unter folgenden Bedingungen transformiert:

Widerstand 200 Q
Spannung 1,25 kV
Kapazitit 25 pF.

Hierbei wurden iiblicherweise Zeitkonstanten von 3,8-4,5 ms erhalten. Der Ansatz
wurde mit 500 pul LB-Medium (siehe 2.3.1) versetzt und 1 h bei 37°C und 950 rpm
inkubiert. AnschlieBend wurde der Ansatz entsprechend der vektorvermittelten
Resistenz auf Antibiotika-haltigen Agarplatten ausplattiert und iiber Nacht bei 37°C
inkubiert.

2.12.2 Transformation von S. aurantiaca DW4/3-1
2.12.2.1 Elektroporation

2.12.2.1.1 Herstellung elektrokompetenter Zellen

Eine 50 ml Ubernachtkultur von S. aurantiaca DWA4/3-1 mit etwa 2x10® Zellen/ml
wurde zentrifugiert (10 min, 5.000 rpm) und das Zellpellet in 50 ml Waschpuffer (sieche
Tabelle 2.3) resuspendiert. Nach erneuter Zentrifugation (10 min, 5.000 rpm) wurde das
Zellpellet zweimal mit 1 ml Waschpuffer gewaschen (3 min, 13.000 rpm) und
schlieBlich in 200 pul Waschpuffer resuspendiert. 50ul dieser Zellsuspension wurden fiir
die Elektroporation eingesetzt.
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2.12.2.1.2 Transformationsbedingungen

50 ul Zellsuspension und etwa 1ug zu transformierende DNA wurden gemischt, in eine
Elektroporations-Kiivette mit 0,1 cm Spaltbreite pipettiert und und unter folgenden
Bedingungen transformiert:

Widerstand 200 Q
Spannung 0,85 kV
Kapazitit 25 pF.

Hierbei wurden Zeitkonstanten von 3,8-4,5 ms erhalten. Der Ansatz wurde mit 1 ml
Trypton-Medium (siehe Tabelle 2.7) versetzt, steril zu 44 ml Trypton-Medium
zugegeben und 18 h bei 30°C und 170 rpm inkubiert.

2.12.2.1.3 Selektion von Transformanten

Nach der phénotypischen Expression wurde die Kultur zentrifugiert (10 min,
5.000 rpm), in 1 ml Trypton mit Kanamycin-Zusatz resuspendiert und in 2-3 Aliquots
mit Trypton-Softagar auf Kanamycin-haltigen Tryptonagarplatten plattiert. Dafiir wurde
der Softagar aufgekocht, auf etwa 55°C abkiihlen gelassen und mit Kanamycin-
Stockldsung versetzt. Je 3 ml Softagar wurden zu den aliquotierten Zellsuspensionen
gegeben, durch Vortexen kriftig gemischt und auf eine Agarplatte gegossen. Nach
Erstarren des Softagars wurden die Platten mit Parafilm verschlossen und bei 30°C
inkubiert. Einzelkolonien wurden nach 8-10 Tagen sichtbar.

Nach Elektroporation von pSWU41-Derivaten erhaltene Klone wurden nach Anzucht in
Kanamycin-haltigem Trypton auf Trypton-Agar mit Kanamycin und auf Trypton-Agar
mit 5 % Saccharose aufgetropft. Klone, die nicht den gewiinschten Kanamycin-
resistenten und Saccharose-sensitiven Phénotyp zeigten (siche auch 2.12.2.3), wurden
verworfen.

2.12.2.2 Triparentale Konjugation

2.12.2.2.1 Konjugationsbedingungen

Von Ubernachtkulturen von E. coli SCS110/pBF_ABS und dem Helferstamm E. coli
HB101/pRK600 wurden 30 ml LB-Medium mit Kanamyin-bzw. Chloramphenicol-
Zusatz 1:100 angeimpft und bei 37°C und 170 rpm bis zu einer ODgo von 0,6-0,8
inkubiert. Die exakte Zelldichte der Kulturen wurde nach 1:10 Verdiinnung unter
Zugabe von 1 % Formaldehyd bestimmt. Parallel dazu wurde von einer Ubernachtkultur
von S. aurantiaca DW4/3-1 mit etwa 2x10° Zellen/ml die exakte Zellzahl bestimmt. Je
2x10° Zellen wurden abzentrifugiert (10 min, 5.000 rpm) und dreimal mit 1 ml LB-bzw.
Trypton-Medium gewaschen (3 min, 13.000 rpm). Die Zellen wurden in je 200 ul LB-
bzw. Trypton-Medium resuspendiert und zweimal jeweils 100 pl der Zellsuspensionen
vereinigt. Die vereinigten Zellen wurden zentrifugiert (3 min, 13.000 rpm), in 100 pl
Trypton resuspendiert und als ein Tropfen auf eine P-bzw-Trypton-Agarplatte ohne
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Selektionsmarker aufgebracht. Die Platten wurden mit Parafilm verschlossen und 19
Stunden bei 30°C inkubiert.

2.12.2.2.2 Selektion von Konjuganten

Nach der 19 stiindigen Inkubation wurden die Zellen mit Hilfe einer trockenen 1 ml
Pipettenspitze von den Agarplatten abgekratzt und in Iml Trypton resuspendiert. Fiinf
unterschiedlich groBe Aliquots der Zellsuspensionen wurden mit Softagar (siehe
2.12.2.1.3) auf Tryptonplatten mit Kanamycin- und Gentamycinzusatz plattiert. Nach
Erstarren des Softagars wurden die Platten mit Parafilm verschlossen und bei 30°C
inkubiert. Einzelkolonien wurden nach 12-16 Tagen sichtbar.

2.12.2.3 Selektion von markerlosen Mutanten

Der Vektor pSWU41 (siehe Tabelle 2.13) tridgt neben dem Kanamycin-Resistenzgen
auch das sacB-Gen. SacB wandelt Saccharose in einen fiir die Zelle toxischen
Metaboliten um. Nach langerer Passage von Insertionsmutanten des pSWU41 Vektors
und Derivaten davon kann es iiber den eingefiihrten homologen Bereich zum
Auskreuzen der Vektorsequenz kommen, dem ,,Doppel-Crossover“. Dabei wird
entweder der durch den Vektor eingefiihrte, mutierte homologe Bereich deletiert,
wodurch eine dem Wildstamm entsprechenden Revertante resultiert, oder aber
genomische Sequenz des Wildstammes wird deletiert, so daB eine Mutante mit der
gewiinschten eingefilhrten Mutation erhalten wird (sieche Abbildung 3.4). Doppel-
Crossover Mutanten zeigen einen Kanamycin-sensitiven und Saccharose-
unempfindlichen Phénotyp, was fiir ihre Selektion genutzt wird.

Verifizierte Insertionsmutanten von pSWU41-Derivaten wurden mindestens drei
Wochen ohne Selektionsdruck in Trypton passagiert, dabei wurde alle 2 Tage 1:50
tiberimpft. 1 ml einer solchen Kultur wurde abzentrifugiert (3 min 13.000 rpm) und das
erhaltene Pellet in gleichem Volumen Trypton-Medium mit 5 % Saccharose
resuspendiert. Aliquots dieser Zellsuspension (0,1-100 pl) wurden mit Trypton-
Medium mit 5 % Saccharose auf 100 pl aufgefiillt, mit 3 ml flissigem Softagar
(Trypton mit 5 % Saccharose) versetzt und auf Trypton-Agarplatten mit 5 % Saccharose
plattiert (vergleiche 2.12.2.1.3). Die Platten wurden mit Parafilm verschlossen und bei
30°C fiir 8 bis 20 Tage inkubiert. Erhaltene Einzeklone wurden mit Hilfe von sterilen
Zahnstochern in 96er Mikrotiterplatten mit 200 pl Trypton mit 5 % Saccharose pro
Vertiefung tberimpft. Die Platten wurden mit Parafilm verschlossen und bei 30°C
inkubiert, die Kulturen wuchsen 5-7 Tage (ohne Schiitteln) bzw. 3-5 Tage (mit
Schiitteln). Je 30 pl dieser Kulturen wurden auf Trypton-Agar mit Kanamycin und
Trypton-Agar mit 5 % Saccharose aufgetropft und bei 30°C inkubiert. Klone mit dem
gewiinschten Kanamycin-resistenten und Saccharose-sensitiven Phianotyp wurden in 10
ml Trypton angezogen und erneut Aliquots auf Trypton-Agar mit Kanamycin und
Trypton-Agar mit 5 % Saccharose aufgetropft und bei 30°C inkubiert. Bestétigte sich
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der Phanotyp, wurden die Mutanten mittels PCR (sieche 2.10) oder Southern Blot (siche
2.13.4) genotypisch verifiziert.

2.12.3 Konjugation von 8. cellulosum So ce90

2.12.3.1 Konjugationsbedingungen

Von einer Ubernachtkultur von E. coli ET12567/pUZ8002/Inaktivierungskonstrukt
wurden 30 ml LB-Medium mit Kanamycin- und Hygromycinzusatz 1:100 angeimpft
und bei 37°C und 170 rpm bis zu einer ODggo von 0,6-0,8 wachsen gelassen. Die genaue
Zelldichte der Kulturen wurde nach 1:10 Verdiinnung unter Zugabe von 1 %
Formaldehyd bestimmt. Parallel dazu wurde von einer fiinf Tage alten Kultur von
S. cellulosum So ce90 in G51t Medium mit etwa 2x10% -2x10° Zellen/ml die genaue
Zellzahl bestimmt. Je 1x10° Zellen wurden abzentrifugiert (10 min, 5.000 rpm) und
dreimal mit 1 ml LB-bzw. G51t-Medium gewaschen (3 min, 13.000 rpm). Die Zellen
wurden in je 100 pl LB-bzw. G51t-Medium resuspendiert und vereinigt. Die vereinigten
Zellen wurden zentrifugiert (3 min, 13.000 rpm), in 100 pl G51t resuspendiert und als
ein Tropfen auf eine P-Agarplatte ohne Selektionsmarker aufgebracht. Die Platten
wurden mit Parafilm verschlossen und 40-44 Stunden bei 37°C inkubiert.

Fiir eine triparentale Konjugation wurde E. coli ET12567/Inaktivierungskonstrukt unter
Hygromycin-Zusatz und der Helferstamm £E. coli HBI101/pRK600 unter
Chloramphenicol-Zusatz angezogen. Auch in diesem Fall wurden 1x10° Zellen von
jedem Stamm vereinigt und in 100 ul G51T resuspendiert.

2.12.3.2 Selektion von Konjuganten

Nach der mindestens 40-stiindigen Inkubation wurden die Zellen von der Agarplatte
abgekratzt und in 1 ml G51t-Medium resuspendiert. Fiinf verschieden gro3e Aliquots
der Zellsuspension wurden mit Glasperlen oder Drigalski-Spatel auf PMM-Agarplatten
mit Tobramycin- und Hygromycinzusatz plattiert. Als Uberlebens-Kontrolle der
Sorangien wurde 10 pl der Zellsuspension auf PMM-Agar mit Tobramycin-, aber ohne
Hygromycinzusatz aufgetropft. Die Platten wurden mit Parafilm verschlossen und bei
30°C inkubiert. Einzelkolonien waren nach 8-18 Tagen sichtbar.

2.13 Konstruktion einer Cosmidbank von S. cellulosum So ce90

Diese Methode dient der Klonierung von 40-45 kb groBlen Fragmenten genomischer
DNA in einen Cosmid-Vektor (Sambrook et al. 1989) unter Verwendung
phagenvermittelter Transfektion.

2.13.1 Herstellung des Ligationsansatzes

Ein Ligationsansatz fiir die Herstellung der im Rahmen dieser Arbeit generierten
Cosmidbank von S. cellulosum So ce90 war zu Beginn der Arbeit bereits vorhanden
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(Rolf Miiller). Die Arbeitsschritte fiir dessen Herstellung werden deshalb im Folgenden
nur kurz skizziert.

Genomische DNA von S. cellulosum So ce90 wurde mit Sau3A partiell hydrolysiert.
Nach elektrophoretischer Auftrennung des Restriktionsansatzes wurden Fragmente im
GroBenbereich von 35-45 kb aufgereinigt und dephosphoryliert (siche 2.11.2). Der
Vektor SuperCosl (siche Tabelle 2.8) wurde mit Xbal hydrolysiert, dephosphoryliert
und anschlieBend mit BamHI hydrolysiert. Der so behandelte Vektor und die
genomische DNA wurden iiber die von Sau3A/BamHI generierten kompatiblen
Uberhiinge ligiert.

2.13.2 Verpackung in Phagenkopfe

Die Verpackung des vorhandenen Ligationsansatzes in Phagenkopfe erfolgte mit Hilfe
des Gigapackell XL Verpackungsextraktes der Firma Stratagene entsprechend der
Herstellerempfehlungen. Dabei werden nur DNA Fragmente mit eine Groe von etwa
35-45 kb verpackt.

2.13.3 Phageninfektion und Titerbestimmung

E. coli Sure wurde in LB-Medium unter Zusatz von 10 mM Mg;SO4und 0,2% Maltose
bis zu einer ODgop von 0,7 inkubiert. Zur Infektion wurden 25 pl dieser Kultur mit 1 pl,
bzw. 2,5 ul des Gigapackell XL Verpackungsextraktes (siche Tabelle 2.8) gemischt und
30 min bei 37°C inkubiert. Die Zellen wurden im Anschluff mit 200 pul LB-Medium
versetzt und 1 Stunde bei 37°C und 165 rpm phénotypisch exprimiert. AnschlieBend
wurden die Zellen auf LB-Agarplatten (siche Tabelle 2.6) mit 50 pg Ampicillin/ml
plattiert und tliber Nacht bei 37°C inkubiert. Durch Auszéhlen der erhaltenen Kolonien
wurde der Titer und die einzusetzende Menge Verpackungsextrakt bestimmt. Der
ermittelte Titer der Verpackung betrug 20.367 Klone pro 500 pl.

2.13.4 Generierung der Cosmidbank

Entsprechend einer sechs-bis achtfachen Abdeckung bei einer geschitzten Genomgrofie
von 10 bis 14 Mbp sollte die Cosmidbank etwa 2000 Klone umfassen. Die dafiir
ermittelte Menge Verpackungsextrakt wurde mit SM-Puffer (siche Tabelle 2.3) auf
1250 pl aufgefiillt und mit dem gleichen Volumen einer E. coli Sure Kultur gemischt.
Es wurde wie unter 2.7.1 beschrieben inkubiert und im Anschluf3 der Ansatz mit 4 VT
LB Medium versetzt. Nach einer Stunde phénotypischer Inkubation bei 30°C wurden
die Ansdtze auf LB-Agar in 22 cm x 22 cm groflen NUNC-Schalen der Firma Nalgene
mit 50 pg Ampicillin/ml plattiert. Die Platten wurden iiber Nacht bei 32°C inkubiert
und die Klone mit Hilfe des Qbot-Roboters (Firma Genetix) der Abteilung
Genomanalyse des HZI in Braunschweig in sechs 384er Mikrotiterplatten mit 50 pl
2YT Medium mit 7,5 % Glycerin und 50 pg Ampicillin/ml gepickt. Nach Inkubation
tiber Nacht bei 37°C wurden alle Klone in neue (Replika-) Mikrotiterplatten {iberimpft.
Die Original-Platten wurden bei -80°C konserviert.
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2.13.5 Transfer auf Nylonmembranen und deren Prozessierung

Die Replika-Platten wurden iiber Nacht bei 37°C inkubiert und mit Hilfe eines
Roboterstempels auf sechs neue NUNC-2YT-Agarplatten mit 50 pg Ampicillin/ml
gestempelt, auf die zuvor luftblasenfrei eine 22 cm x 22 cm grole Nylonmembran
gelegt wurde. Um eine eindeutige Zuordnung der transferierten Kolonien zu den sechs
Mikrotiterplatten zu gewéhrleisten, wurde jede Kultur der Platten 1-6 zweimal und in
einem bestimmten Muster gestempelt (,,4x4 array*, siche Abbildung 2.2).

%@@@
000
9000,
0000,

Abbildung 2.2: Stempelmuster der Mikrotiterplatten 1-6 auf den Kolonie-Membranen, ,,4x4 array*

Die Mikrotiterplatten wurden anschlieBend mit 50 %igem Glycerin versetzt und bei
-80°C eingefroren. Die NUNC-Schalen mit den Nylonmembranen wurden
nebeneinander stehend (um den Luftaustausch zu gewihrleisten) 16 h bei 37°C
inkubiert. Fiir die Prozessierung der Membranen mit je sechs Kopien der Cosmidbank
wurde je ein Whatman-Filterpapier (Whatman 3MM) mit Denaturierungslosung 2,
Neutralisierungslosung 2 und 2xSSC (siehe Tabelle 2.2) zur Vorbereitung getrankt und
zusitzlich eine Proteinase K-Losung vorbereitet. Die Membranen wurden luftblasenfrei
mit der Unterseite auf das mit Denaturierungslosung getrinkte Whatmanpapier gelegt,
15 min inkubiert, abgezogen und kurz auf trockenes Whatmanpapier gelegt, um
iberschiissige Denaturierungslosung zu entfernen. Es folgten 15 min Inkubation auf
dem mit Neutralisierungslosung getrinkten Whatmanpapier und 10 min Inkubation auf
dem mit 2xSSC getrinkten Wahtmanpapier, schlielich wurden die Membranen auf
trockenem Whatmanpapier antrocknen gelassen. Wihrend der ganzen Prozedur wurde
darauf geachtet, die Kolonien auf der Membranoberseite nicht zu fluten oder zu
verwischen. Durch zweistlindige Inkubation der Membranen bei 80°C wurden die
Kolonien auf der Membran fixiert. Die Membranen wurden mit je 14 ml Proteinase K-
Losung 1 h bei 37°C inkubiert, anschlieBend wurden die Zelltriimmer mit ddH,O
getrankten Papiertiichern abgenommen. Nach dem Trocknen bei Raumtemperatur
wurden die fertig prozessierten Membranen A-E (je Filter OL, OR, ML, MR, UL, UR)
beschriftet und die einzelnen hochdichten Kolonie-Filter auseinander geschnitten. Die
Filter wurden bei Raumtemperatur in einer Papierkiste gelagert.
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2.14 DNA-Hybridisierungen

2.14.1 Southern Blot

Mit dieser Methode, die 1975 von E. M. Southern entwickelt wurde (46), konnen
spezifische DNA-Sequenzen innerhalb chromosomaler DNA identifiziert werden.
Durch einen Transfer der DNA-Fragmente aus einem Elektrophoresegel auf eine
Membran kann dabei eine genaue Groenbestimmung des identifizierten Fragments, auf
dem sich die gesuchte DNA-Sequenz befindet, durchgefiihrt werden.

Ca. 5 pg genomische DNA wurden wie unter 2.11.1 beschrieben mit einem geeigneten
Enzym hydrolysiert und gelelektrophoretisch aufgetrennt (sieche 2.9.1). Nach
Dokumentation des Gels wurde 10 min in 0,25 N HCI unter leichtem Schwenken bei
RT depuriniert. Das Gel wurde kurz mit ddH,O abgespiilt und anschlielend fiir zweimal
20 min in Denaturierungslosung sowie zweimal 20 min in Neutralisierungslosung (sieche
Tabelle 2.2) bei RT inkubiert. Zwischen den verschiedenen Losungen wurde das Gel
kurz mit ddH,O abgespiilt. Danach wurde die DNA mittels Kapillarblot auf die
Membran transferiert.

2.14.2 Kapillarblot

Das vorbehandelte Gel wurde luftblasenfrei auf zwei Lagen mit 10xSSC (siehe Tabelle
2.2) getrdnktem Whatman-Papier gelegt. Dieses befand sich auf einem Tréager oberhalb
eines Pufferreservoires, das mit 10xSSC gefiillt und iiber eine Briicke aus Whatman-
Papier mit dem Triager verbunden war. Auf das Gel wurde die Nylonmembran sowie
zwei weitere Lagen trockenes Whatman-Papier und eine geniigend dicke Schicht eines
saugfdhigen Materials (z. B. 5 cm Papierhandtiicher) gelegt. Darauf wurde zur
Verstiarkung des Saugdruckes ein Gewicht von ca. 1 kg gelegt und die DNA 5 h oder
iber Nacht transferiert.

2.14.3 Sondenmarkierung

Fir die Priparation einer Sonde wurde der DIG-High-Prime-Mix der Fa. Roche
Diagnostics verwendet. Die Herstellung der DIG-makierten DNA-Fragmente wurde
gemal} Herstellerprotokoll durchgefiihrt. Ein Reaktionsansatz von 16 ul DNA (1-1,5 ug
DNA) und 4 pl DIG High Prime Mix wurde zusammen pipettiert und fiir 20 h bei 37°C
inkubiert. Die Reaktion wurde durch die Zugabe von 0,2 M EDTA (pH 8,0) und /oder
10 miniitiger Hitzeinaktivierung bei 65°C abgestoppt.

Alternativ dazu wurden in einer etablierten PCR (siehe 2.10) Digoxigenin-markierte
Desoxynukleotide eingesetzt ( DIG PCR Labeling Mix der Firma Roche).

Die markierte Sonde konnte bis zum Gebrauch bei -20°C gelagert werden.
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2.14.4 Hybridisierung und Detektion

Bei den Hybridisierungsexperimenten und der Detektion der gesuchten DNA-
Fragmente wurde das Protokoll des DIG-Systems der Fa. Roche Diagnostics
angewendet. Nachdem die hydrolysierte DNA-Probe nach Kapillarblot und
zweistliindiger Inkubation bei 80°C auf einer Nitrocellulosemembran fixiert wurde,
konnte diese in Hybridisierungslosung (siche Tabelle 2.2) fiir 1-2 h inkubiert
(Prahybridisierung)  werden. Danach  wurde frische  Hybridisierungslosung
(1 ml/10 cm?) auf die Membran gegeben und mit der jeweiligen Sonde, die vorher durch
10 miniitiges Erhitzen bei 95°C denaturiert wurde, versetzt. Die Hybridisierung wurde
iiber Nacht bei 40-42°C durchgefiihrt. Die Pra-bzw. Hybridisierung und folgende
Detektionsschritte wurden in einem Hybridisierungsofen durchgefiihrt.

Die mit der jeweiligen Sonde hybridisierten DNA-Fragmente wurden durch eine
Chemolumineszenz-Reaktion detektiert. Hierzu wurde die Membran mit Fab-
Fragmenten eines polyklonalen Schaf-Anti-Digoxigenin inkubiert. Die an den
Antikérpern gekoppelte alkalische Phosphatase spaltet CDP®, so dass es beim Zerfall
des Substrates zu einer Lichtemission kommt, die mit Hilfe einer Bilddokumentation
nachgewiesen werden kann. Im Folgenden werden die einzelnen Schritte bis zur
endgiiltigen Detektion angegeben. Die Membran wurde zunichst 2 x 5 min bei RT in 2x
SSC-Puffer gewaschen und anschlieBend 2 x 15 min bei 58-68°C in 0,5x SSC-Puffer.
Bei letzteren Waschschritten wird durch Erhéhung der Temperatur die Stringenz der
DNA-DNA Bindung erhoht und unspezifisch gebundene DNA entfernt. Nach dem
Aquilibrieren der Membran in Maleinsiure-Puffer wurde diese fiir 30-60 min in
Blockierungslosung inkubiert. Nach 30-miniitiger Inkubation in Anti-DIG-AP-L&sung
(1:10.000 verdiinnter Antikdrper in Blockierungslosung) und Waschen mit
Maleinsdurepuffer (2 x 15 min) wurde die Membran 2 x 5 min in Detektionspuffer
aquilibriert. AnschlieBend wurde die Membran mit CDP-Star-Losung beschichtet
(1 ml/100 cm?), fiir 1 min bei RT inkubiert und in Folie eingeschweiBt. Die Detektion
der Chemoluminiszenz erfolgte mit Hilfe einer Bilddokumentation der Firma Intas.

2.14.5 Wiederverwendung hybridisierter Membranen (,,Stripping*)

Bereits hybridisierte Membranen konnten nach Entfernen der gebundenen Sonde erneut
hybridisiert werden. Hierfiir wurde die Membran zweimal fiir 20 min mit ,,Stripping*
Puffer bei 37°C unter leichtem Schwenken gewaschen. Nach kurzem Aquilibrieren der
Membran in 2xSSC konnte diese erneut zu Hybridisierungen eingesetzt oder bei -20°C
gelagert werden.

2.14.6 Kolonie-Hybridisierung

Fiir die Hybridisierung der hochdichten Filter (Membrankopien) der S. cellulosum
Soce90 Cosmidbank wurde DIG Easy Hyb (Roche) entsprechend den
Herstellerangaben verwendet.



2 Material und Methoden 43

2.15 Heterologe Expression von deoRA und Proteinanalytik

Um deoRA heterolog als GST-Fusionsprotein zu exprimieren, wurde das Gen in den
Expressionsvektor pGEX-6P-1 kloniert (pGEX-DA, vergleiche Tabelle 2.14),
sequenziert und in E. coli BI21 transformiert.

2.15.1 Gewinnung zellfreier Proteinrohextrakte

Eine Einzelkolonie von E. coli B121/pGex-DA wurde iiber Nacht bei 37°C in LB mit
100 pg/ml Ampicillin angezogen und am nichsten Morgen 1:100 in 100 ml Ampicillin-
haltiges LB-Medium iiberimpft. Die Kultur wurde etwa 3 h bis zu einer ODgoo von 0,8
bei 30°C, 170 rpm inkubiert, dann mit 500 ul 100 mM IPTG-Losung versetzt und
weitere 1,5 h inkubiert. Durch 5 min Zentrifugation bei 4°C und 5.000 rpm wurden die
Zellen vom Medium abgetrennt und in 1 ml PBS-Puffer resuspendiert. Alle weiteren
Arbeiten erfolgten auf Eis bzw. bei 4°C. Die Zellsuspension wurde zweimal mit einer
French Press mit 700 psi aufgeschlossen und anschlieBend 40 min bei 13.000 rpm
zentrifugiert. Der Uberstand wurde weiter aufgereinigt.

2.15.2 Aufreinigung des Zielproteins

Der Uberstand mit dem 18slichen Zellprotein wurde mit Glutathion-
Affinititschromatographie mit MicroSpin GST-Sédulen der Firma Amersham
Biosciences entsprechend den Herstellerempfehlungen aufgereinigt. Dabei wurden im
zweiten Waschschritt dem Puffer 50mM ATP zugesetzt (pH 7,4). Zuletzt wurden die
Sdulen mit 150 ul Spaltungspuffer mit 10 pl PreScission Protease (Amersham
Biosciences) 16 h bei 4°C inkubiert und anschlieBend das Zielprotein ohne GST-Rest
eluiert.

2.15.3 Konzentrationsbestimmung mittels Bradford

Zur Konzentrationsbestimmung von Proteinldosungen wurde der ,,Protein Assay* der
Firma Biorad eingesetzt. Nach Angaben des Herstellers wurde die saure Coomassie
Brilliant Blue G-250 Losung mit der Proteinldsung versetzt. Durch die Bindung des
Farbstoffes an Proteine kommt es zu einer Verschiebung des Absorptionsmaximums
des Farbstoffs auf 595 nm, die UV-spektroskopisch erfasst wird. Die Erstellung der
Eichgerade erfolgte mit dem im Kit enthaltenen Rinderserumalbumin nach Angaben des
Herstellers in einem Konzentrationsbereich von 1-8 pg/ml.

2.15.4 Ankonzentrierung von Proteinextrakten

Zur Konzentrierung der Proteinextrakte wurden ,,Microcon™-Konzentratoren* mit einer
AuschlussgroBBe 10000 Da der Firma Amicon eingesetzt. Die Durchfiihrung erfolgte
nach Angaben des Herstellers.
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2.15.5 SDS-PAGE

Die Auftrennung der Proteine nach ihrem Molekulargewicht erfolgte in einem
diskontinuierlichem SDS-Polyacrylamidgel (Laemmli 1970). Als GroBenstandard
diente der ,,Prestained Protein Marker* der Firma Biorad.

2.15.5.1 Herstellung des SDS-Gels und Elektrophorese

Zum Herstellen eines Polyacrylamidgels wurden die Bestandteile des Sammel- und des
Trenngels wie in Tabelle 2.16 angegeben gemischt und die Polymerisation durch
Zugabe der Ammoniumpersulfat-Losung (APS-Losung) gestartet. Die Losung des
Trenngels wurde luftblasenfrei zwischen die Glasplatten der Proteingelapparatur
gegossen und mit 70 %igem Isopropanol iiberschichtet. Nach vollstindiger
Polymerisation des Gels wurde das Isopropanol griindlich entfernt, das Sammelgel auf
das Trenngel gegossen und der Probenkamm eingesetzt. Aus dem vollstindig
polymerisierten Sammelgel wurde der Probenkamm entfernt und die Gelreste mit
Laufpuffer aus den Taschen gespiilt. Zur Elektrophorese wurden ca. 100 pg Protein von
Rohextrakten eingesetzt. Von den aufgereinigten Proteinldsungen wurden ca. 5-7 pg auf
das Gel aufgetragen. Die Proben wurden mit 5 pl Probenpuffer versetzt und fiir 5 min
aufgekocht. Die Trennung der Proteine erfolgte zundchst bei 80 V im Bereich des
Sammelgels um eine Ankonzentrierung der Banden zu erreichen. Im Anschlufl wurde
die Spannung auf 120 V erhdht, bis die Lauffront aus dem Trenngel ausgetreten war.

Tabelle 2.16: Zusammenstzung des Sammel- und Trenngels bei der SDS-PAGE Elektrophorese

10 % iges Trenngel Sammelgel
30 % Acrylamid-Mix Sml 30 % Acrylamid-Mix 1,7 ml
1,5 M Tris (pH 8,8) 3,8 ml 1,5 M Tris (pH 6,8) 3,8 ml
10 % SDS 150 ul 10 % SDS 100 pl
H,0 59 ul H,0 7,0 ml
10 % APS 150 pl 10 % APS 100 pl
TEMED 6 ul TEMED 10 ul

2.15.5.2 Detektion der Proteinbanden

Nach Beendigung der Elektrophorese wurde das Gel aus der Apparatur genommen und
das Sammelgel entfernt. Zur Farbung der Proteine wurde das Trenngel zunéchst ca. 2 h
in Férbelosung (Coomassie-Losung, Tabelle 2.3)geschwenkt. Zur Verkiirzung der
Férbezeit konnte das Gel in dieser Losung kurzzeitig erwdrmt werden. Im Anschlufl
wurde fiir ca. 2 h durch wiederholtes Schwenken in Entfarbelosung (Tabelle 2.3)
entfarbt.
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2.16 Protein-DNA Bindungsstudien

2.16.1 Herstellen von markierten Promotor-Regionen

Fir die Protein-DNA Bindungsstudien wurden drei Fragmente des Spirangien-
Biosynthesegenclusters aus dem Bereich zwischen spiB und spiC amplifiziert, welche
nach in silico-Analyse Promotoren beinhalten. Dabei wurden die Oligonukleotidpaare
BFSP1/BFSP2, BFSP3/BFSP4 und BFSP5/BFSP6 eingesetzt, welche ein 262 bp
(SP12), 214 bp (SP34) und 231 bp (SP56) groBes Amplifikat ergaben. Fiir die
Amplifizierung der Promotorregion des Epothilon-Biosynthesegenclusters wurde das
Oligonukleotidpaar BFEP1/Epo-non-biotin-dn eingesetzt, welches ein 231 bp grofBes
Fragment ergab (EPnonB).

Die Markierung der mit PCR generierten Promotorregionen mit Digoxigenin und die
Kontrolle der Markierungseffizienz erfolgte mit Hilfe des DIG Gel Shift ,Kits* der
Firma Roche entsprechend den Herstellerangaben.

2.16.2 DNA-Protein Bindung

Protein und DIG-markierte DNA wurden entsprechend den Herstellerangaben und dem
DIG Gel Shift ,Kits* der Firma Roche inkubiert. Dabei wurden die Menge an Protein,
die Konzentration des Puffers und die Inkubationstemperatur variiert: es wurden bis zu
180 pmol Protein pro 30 fmol DNA eingesetzt, der Puffer 2 x und 0,5 x konzentriert
verwendet und bei 18°C und 30°C inkubiert.

2.16.3 Elektrophoretische Auftrennung und ,,Blotting*

Die Auftrennung des DNA-Protein-Gemisches erfolgte in einem 6 % igen nativen
Polyacrylamidgel in 0,25 x TBE bei 80 Volt iiber etwa 1,5 h. Die genaue
Zusammensetzung ist in Tabelle 2.17 angegeben.

Tabelle 2.17: Zusammensetzung des 6 % igen nativen Polyacrylamidgels in 0,25x TBE

Bestandteil Menge
HZO 5,4 ml
30 % Acrylamid-Mix 2 ml
1x TBE 2,5ml
10 % APS 100 pl
TEMED 4l

Nach der Trennung wurde das Polyacrylamidgel luftblasenfrei auf eine gleich grofe,
positiv geladene Nylonmembran gelegt, welche zuvor in 0,25x TBE &4quilibriert wurde.
Mit je vier Lagen passend zugeschnittenem 0,25x TBE getrinktes Whatmanpapier
darauf und darunter wurden Gel und Membran auf einen Elektroblotter (Firma ) gelegt.
Der Transfer von DNA und Protein erfolgte tiber 30 min bei 400 mA. Durch UV-
Bestrahlung fiir 6 -8 min wurde die DNA auf der Membran fixiert.
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2.16.4 Detektion

Die Deteketion der DIG-markierten DNA-Banden erfolgte mit Hilfe des DIG Gel Shift
,Kits“ der Firma Roche entsprechend den Herstellerangaben.

2.17 In silico Analyse von DNA- und Proteinsequenzen

Sequenzdaten wurden unter Verwendung des Programmpaketes ,DNASTAR*
(DNASTAR, London UK), bzw. mit Hilfe des Programmpaketes VectorNTI (Fa.
InforMax, USA) ausgewertet. Weitere Programme fiir Homologievergleiche,
Sequenzalignments, Strukturvorhersagen etc. waren iiber das Internet zugénglich und
sind im folgenden aufgefiihrt:

BLAST http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/

Blast2 http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/bl2seq/bl2.html
Frame plot http://www.nih.go.jp/~jun/cgi-bin/frameplot.pl

PKS Analysis http://www.tigr.org/jravel/nrps/

ClustalW http://www.ebi.ac.uk/clustalw/

InterPro http://www.ebi.ac.uk/InterProScan/

Phylodendron http://iubio.bio.indiana.edu/treeapp/treeprint-form.html

Promoter Prediction http://www.fruitfly.org/seq tools/promoter.html
http://dbtbs.hgc.jp/

http://bimas.cit.nih.gov/molbio/proscan/
2.18 Gewinnung von Sekundarmetaboliten

2.18.1 Kultivierung in Produktionsmedium

Fiir die Analyse des Metabolitenspektrums von S. aurantiaca DW4/3-1 und Mutanten
wurden diese mit etwa 2 x 10° Zellen (Trypton-Vorkultur) in 50 ml Probion-Medium
angeimpft. Es wurde 1 % (v/v) XAD 16 zugesetzt. Die Kulturen wurden bei 30°C und
170 rpm 3-5 Tage inkubiert.

Fiir die Analyse des Metabolienspektrums von S. cellulosum So ce90 und Mutanten
wurden diese aus einer E-Medium bzw. G51t-Medium-Vorkultur mit etwa 1 x 10°
Zellen/ml in E-Medium mit 1 % (v/v) XAD 16 tiberimpft. Dabei war das Verhiltnis
Vorkultur zu Hauptkultur in der Regel 1:50, fiir quantitative Produktionsvergleiche
wurde mit gleicher Zellzahl angeimpft. Die Kulturen wurden bei 30°C und 170 rpm fiir
7 bzw. 14-16 Tage inkubiert.
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2.18.2 Futterung von Biosynthesevorlaufern

Fiir die Fiitterung von L-[5,5,5-"H;]-Leucin zu S. aurantiaca DW4/3-1 und Mutanten
wurde eine sterile, wissrige L-[5,5,5-"H;]-Leucin-Stocklosung hergestellt (100 mM)
und nach 18, 26, 42 und 50 h Inkubation zu den Kulturen gegeben, so dal} eine
Endkonzentration von 1 mM erreicht wurde.

Fir die Fiitterung von L-[Methyl-">C]-Methionin und L-[Methyl-*Hs]-Methionin zu
S. cellulosum So ce90 und Mutanten wurden sterile, wéssrige Stocklosungen hergestellt
(100 mM) und nach 5, 7 und 9 Tagen Inkubation zu den Kulturen gegeben, so dass eine
Endkonzentration von 1 mM erreicht wurde.

2.18.3 Herstellung von Kulturextrakten

Nach Kultivierung in Produktionsmedium wurden die Kulturen bei Raumtemperatur
zentrifugiert (15 min, 5.000 rpm) und der Uberstand verworfen. XAD und Zellpellets
von S. aurantiaca DW4/3-1 und Mutanten wurden erst mit 10 ml Aceton, dann mit
30 ml Methanol extrahiert. Dabei wurden das XAD und die Zellen je etwa 30 min im
Losungsmittel geriihrt. XAD und Zellpellets von S. cellulosum So ce90 und Mutanten
wurden analog mit Methanol (etwa 2 VT Kulturvolumen) extrahiert. Die (vereinigten)
Kulturextrakte wurden filtriert und in vacuo bei 40°C zur Trockne eingeengt. Der
Riickstand wurde in Methanol (1% des Kulturvolumens) im Ultraschallbad
resuspendiert und 1 min bei 13.000 rpm zentrifugiert, um unldsliche Bestandteile
abzutrennen. 100 pl der Kulturextrakte wurden bis zur weiteren Analyse bei
Raumtemperatur gelagert, der Rest wurde lichtgeschiitzt bei -20°C gelagert.

2.18.4 Aufreinigung von Sekundarmetaboliten

Fir die Aufreinigung der Spirangiene und Spirangien-Derivate nach Fiitterung von
L-[Methyl-">C]-Methionin (vergleiche 2.18.2) wurden XAD und Zellen aus je 500 ml
Kultur zweimal etwa 30 min mit Methanol geriihrt. Der methanolische Etrakt wurde
filtriert, die organische Phaseabdestilliert und der wissrige Riickstand dreimal mit
Ethylacetat extrahiert. Die organische Phase wurde bei 40°C zur Trockne eingeengt, der
Riickstand in Methanol gelost und mit Heptan ausgeschiittelt. Die methanolische Phase
wurde in vacuo auf wenige ml eingeengt und nach dem Prinzip der
GroBenausschluBchromatographie mit Methanol als Laufmittel auf einer Sephadex
LH20 Siule (Amersham Biosciences) chromatographiert. Per DC-Kontrolle (siche
2.19.1) wurde bestimmt, welche Fraktionen Spirangiene enthielten, diese wurden
vereinigt, das Losungsmittel unter vermindertem Druck abdestilliert und der Riickstand
per NMR (siehe 2.19.3) analysiert.
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2.19 Analytik von Sekundarmetaboliten

2.19.1 Dunnschichtchromatographie

Fiir die diinnschichtchromatographische Untersuchung von Extrakten von S. cellulosum
So ce90 und Mutanten wurden Aluminium-Silicagel-Platten verwendet. Als Laufmittel
diente ein Dichlormethan-Methanol-Gemisch (9:1 v/v). Die Detektion erfolgte bei
254 nm (Epothilone) und 360 nm (Spirangiene).

2.19.2 HPLC-UV/VIS, HPLC-MS, HPLC-MS/MS

Fir die HPLC-Analytik mit einem Agilent 1100 System und einem DAD-Detektor
wurde eine 125 x 2 mm Nucleodur C18/3 pm RP-Saule und ein Losungsmittelgemisch
von HO (A) und Acetonitril (B) verwendet, dabei enthielten die Losungsmittel je 0,1 %
Ameisensdure. Nach Elektrosprayionisation erfolgte die Detektion mit einem Bruker
HCT plus Massenspektrometer im positiven und negativem lononisierungsmodus bei
einer Massenbreite von m/z = 100-1000.

Fiir Extrakte von S. aurantiaca DW4/3-1 und Mutanten wurde die Methode BF Aurf1
verwendet, die im Folgenden beschrieben wird: 0-2 min 5 % B, 2-32 min linear von
5% B zu 95 % B, 32-36 min isokratisch mit 95 % B. Aurafuron A und B wurden per
MS Analyse identifiziert: Aurafuron A: R 20,6 min, [M-H]'= 377,2; Aurafuron B: R
24,6 min, [M-H]= 359,2.

Fiir Extrakte von S. cellulosum So ce90 und Mutanten wurde die Methode BF Alt90
verwendet: 0-2 min 35 % B, 2-15 min linear von 35 % B zu 75 % B, 15-25 min
isokratisch mit 75 % B, 25-30 min linear von 75 % B zu 95 % B, 30-33 min isokratisch
bei 95 % B. Epothilone und Spirangiene wurden per MS Analyse identifiziert:
Epothilon A: R; 7,4 min, [M+H]" = 494,3; Epothilon B: R; 8,8 min, [M+H]" = 508,2;
Epothilon C: R 13,5 min, [M+H]" = 478,1; Epothilon D: R, 14,8 min, [M+H] = 492,2;
Spirangien A und cis/trans Isomere: R; 19,5 — 20,4 min, [M-H]= 701,5; Spirangien B
und cis/trans Isomere: R; 21,6 — 22,8 min, [M-H] = 715,5.

Fiir die Messung préziser Massen erfolgte die Detektion mit einem Bruker micrOTOF
Massenspektrometer.

2.19.3 NMR

NMR Spektren wurden mit einem Bruker Advance 500 bei 125,7 MHz und CD;OD als
Losungsmittel und internem Standard aufgenommen.
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3 Ergebnisse I: Analyse der Aurafuron-Biosynthese in
S. aurantiaca DW4/3-1

Das Aurafuron-Biosynthesegencluster wurde durch ein systematisches Screening einer
Cosmidbank von S. aurantiaca DW4/3-1 mit KS-kodierenden Sequenzen identifiziert
(47) und von zwei Cosmiden und einem ausklonierten Plasmid (S. Wenzel) sequenziert
(GBF, Abteilung Genomanalyse). Zu Beginn dieser Arbeit lagen 82,6 kb
Sequenzinformation aus S. aurantiaca DW4/3-1 vor, welche das Aurafuron-
Biosynthesegencluster beinhaltet. Bereiche mit geringer Abdeckung und/oder
vermuteten Sequenzfehlern wurden durch weitere Sequenzierung verifiziert.

3.1 Annotation des Aurafuron-Biosynthesegenclusters

Das Aurafuron-Biosynthesegencluster ist 52,4 kb gro3 und hat ein G+C-Gehalt von
67,6 %. Fiir die Annotation des Biosynthesegenlocus wurden mit Hilfe des Programmes
Frame Plot (2.17) offene Leserahmen (ORFs) identifiziert und die Genprodukte mit
dem Programm BLAST (2.17) mit bekannten Proteinen in Datenbanken verglichen. Auf
diese Weise wurden sechs PKS kodierende Gene (aufCDEFGI), drei Cytochrom Pysg
kodierende Gene (aufABH) und ein eine Monooxygenase kodierendes Gen identifiziert
(autJ) (vergleiche Abbildung 3.1, Tabelle 3.1). Die Gene sind vermutlich in drei
transkriptionalen Einheiten organisiert: zum einen die Cytochrom P50 kodierenden
Gene aufAB, dann auf dem komplementéiren Strang die PKS kodierenden Gene aufDC
und schlieBlich die verbleibenden PKS kodierenden Gene aufEFGI mit dem Cytochrom
P4s0 kodierenden Gen aufH und dem Monooxygenase kodierenden Gen aufJ. Die Start-
und Stopp-Kodons von aufHIJ im letzten Operon iiberlappen, so dass die Gene
vermutlich translational gekoppelt sind. Stromaufwirts des Biosynthesegenclusters
liegen vier Gene orf-1234, deren Genprodukte Ahnlichkeit zu einem hypothetischen
Protein, einer Acyl-CoA-Synthetase, einer Acyl-CoA-Dehydrogenase und einer
Histidinkinase zeigen .
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3 Ergebnisse |

orf-4 orf-3 orf-2 orf-1 aufA aufB aufC aufD
) ) < ) EE—— ) E— ]

orf-4: Histidinkinase
orf-3: Acyl-CoA-Dehydrogenase aufA: Cytochrom P, aufH: Cytochrom P g,

orf-2: Acyl-CoA-Synthetase

aufE  aufF aufG aufH aufl aufd

52,4 kb

orf-1: Hypothetisches Protein aufCDEFGI: PKS

aufB: Cytochrom P, aufJ: Monooxygenase

Abbildung 3.1: Organisation des Aurafuron-Biosynthesegenclusters und abgeleitete Funktionen der
Genprodukte. Gene, die fiir PKS kodieren, sind als schwarze Pfeile dargestellt. Gene, die
fir Post-PKS-Enzyme kodieren sind als dunkelgraue Pfeile und andere Proteine
kodierende Gene als hellgraue Pfeile dargestellt.

Tabelle 3.1: Vermutete Funktionen der im Aurafuron-Biosynthesegencluster kodierten Proteine

PKS-Teil des Biosynthesegenclusters

Protein (Gen) GroBe/Lange Annotierte Funktion (Doménen und ihre Position innerhalb der Proteinsequenz)
(Da/bp) Nach in silico-Analyse vermutlich inaktive Doménen sind mit einem Stern markiert

AufC (aufC) 1.867/5.601 KS (29-455), AT (568-860), DH (923-1093), KR (1463-1641), ACP (1743-1809)

AufD (aufD) 3.450/10.350 KS (96-518), AT (626-919), DH (959-1164), KR (1506-1684), ACP (1808-1851), KS (1897-2322),
AT (2435-2723), KR (3044-3220), ACP (3322-3391)

AUfE (aufE) 1.827/5.481 KS (24-443), AT* (549-800), ER (1095-1410), KR* (1431-1610), ACP (1704-1770)

AufF (aufF) 3.361/10.083 KS (20-439), AT (543-835), DH (899-1074), KR (1414-1592), ACP (1709-1759), KS (1831-2255),
AT (2373-2666), KR* (2977-3155), ACP (3249-3316)

AufG (aufG) 2.125/6.375 KS (25-451), AT (560-853), DH (911-1078), ER (1441-1752), KR* (1772-1939), ACP (2030-2096)

Aufl (aufl) 2.709/8.127 ACP (11-77), KS (102-528), AT (620-916), AT (1047-1343), DH (1402-1575), ER* (1998-2268),

KR (2290-2468), ACP (2574-2640)

Stromauf- und stromabwérts von aufCDEFGI kodierte Proteine

Protein (Gen) GroBe (Da/bp) Vermutete Funktion des Quelle des homologen Ahnlichkeit/Ide | Kenn-Nummer des
homologen Proteins Proteins ntitdt zuzgehorigen
Datenbankeintrages
AufA (aufA) 477/1.431 Cytochrome Piso Frankia sp. Ccl3 48%/32% YP_481755.1
AufB (aufB) 413/1.239 Cytochrome Pyso Saccharopolyspora erythraea | 74%/59% AAQ94244.1
AufH (aufH) 470/1410 Cytochrome Pysg Nostoc punctiforme PCC731 56%/36% ZP _00111619.1
Aufl (auf]) 507/1.521 Monooxygenase Saccharopolyspora erythraea | 62%/47% AAQ94250.1
Orf-4(orf-4) 450/1.350 PAS/PAC Sensor Hybrid | Geobacter metallireducens 68%/47% ABB33685.1
Histidine Kinase GS-15
Orf-3(orf-3) 347/1.041 Acyl-CoA- Archaeoglobus fulgidus DSM | 46%/29% NP 069505.1
Dehydrogenase 4304
Orf-2(orf-2) 625/1.875 Acyl-CoA-Synthetase Nostoc punctiforme PCC 66%/49% ZP 00345760.1
73102
Orf-1(orf-1) 163/489 Hypothetical Protein Myxcoccus xanthus DK1622 69%/49% YP 634318.1
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3.2 In silico-Analyse der Polyketidsynthasen

Mit Hilfe des Programmes ,NRPS/PKS Analysis® (vergleiche 2.17) wurden die
einzelnen Dominen in der Aurafuron PKS annotiert (Tabelle 3.1, Abbildung 3.2).Die
sechs PKS kodieren fiir ein kombiniertes Lade- und Elongationsmodul und sieben
weitere Module fiir die Einfithrung von Extensionseinheiten.

ER ER =
DH M KR DHIKR KR DHIKR KR DH M KR DH M KR
KS AT ACFINR KS AT ACF KS AT CH ACFIN KS AT CFKS AT ACFEKS AT ACFEE\CF KS AT AT ACH
AufC AufD AufE AufG Aufl

AufF

Abbildung 3.2: Domanenorganisation der Aurafuron PKS. Die einzelnen Doménen sind durch Kugeln
dargestellt. Linker-Regionen sind nicht beschriftet.

In dem kombinierten Lade- und Elongationsmodul Aufl ist die KS-Doméne des
Elongationsmodules zwischen dem ACP und der AT-Domine des Startermodules
positioniert (ACPy -KS -ATy -AT-DH -ER -KR -ACP). Diese Doménenorganisation ist
ungewohnlich, aber auch in anderen myxobakteriellen PKS zu finden (48-57). Alle
Elongationsmodule besitzen eine KS-, eine AT- und eine ACP-Doméne. Dabei weisen
alle KS-Dominen den hochkonservierten Cysteinrest und weitere Reste des
beschriebenen DxxCSSxL-Motivs auf, ebenso einen weiteren, konservierten
Histidinrest (vergleiche Abbildung 3.3, (52;53). In allen AT-Doménen ist das
beschriebene konservierte GxSxG-Motiv zu finden (54). Weitere Motive wurden nach
extensiven Sequenzvergleichen von Malonyl- und Methylmalonyl-CoA selektierenden
AT-Dominen beschrieben (55). Dabei scheint ein Serin-Rest in einem YASH-Motiv an
Position ~200 bzw. ein Phenylalanin-Rest in einem HAFH-Motiv an gleicher Stelle
spezifisch fiir Methylmalonyl-CoA bzw. Malonyl-CoA transferierende AT-Doménen zu
sein. Von den acht im Aurafuron-Biosynthesegencluster kodierten AT-Doménen weisen
fiinf AT-Doménen an entsprechender Stelle einen Serin-Rest auf (die AT-Doménen der
Module AufC, AufD1, AufF2, AufG und Aufl), wihrend zwei einen Phenylalanin-Rest
beinhalten (die AT-Domédnen der Module AufD2 und AufF1). Die AT-Doméne von
AufE trégt an dieser Position einen Leucin-Rest und weicht auch in weiteren Positionen
von den anderen AT-Dominen ab. Die AT;-Domine des Lademoduls, welche
wahrscheinlich die Startereinheit auswéhlt, weist in dieser Position einen Prolin-Rest
auf. Neben der Minimalausstattung KS -AT -ACP sind in allen Elongationsmodulen
verschiedene Kombinationen der optionalen KR-, DH- und ER-Dominen vorhanden.
Die Module AufD2 und AufF2 besitzen eine KR-Doméne, die Module AufC, AufD1
und AufF1 eine DH-KR-Didoméne und die Module AufG und Aufl schlieBlich weisen
die komplette reduktive Schleife mit DH-, ER- und KR-Domine auf. Die konservierte
NADPH-Bindestelle GxGxxG (56) ist in allen KR-Dominen zu finden, mit Ausnahme
der KR-Doménen von AufE, AufF2 und AufG (vergleiche Abbildung 3.3). Diese KR-
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Dominen weisen auch Abweichungen in den konservierten Serin-, Tyrosin- und
Asparaginresten auf (57). Abhédngig von der Prisenz eines Aspartat-Restes in einem
LDD-Motiv konnen KR-Doménen einem A-oder B-Typ zugeordnet werden. KR-
Dominen, in denen der Aspartat-Rest vorhanden ist, werden als B-Typ klassifiziert und
katalysieren hiufig die Reduktion der intermedidren Ketofunktion zu einem D-Alkohol.
A-Typ-Dominen katalysieren die Reduktion zum L-Alkohol (57;58).Der entsprechende
Aspartat-Rest ist in der Aurafuron PKS in den KR-Dominen der Module AufC, AufD2,
AufF1 und Aufl vorhanden. In den DH-Doménen ist jeweils das konservierte
HxxxGxxxxP vorhanden (30). Eine Ausnahme ist die DH-Domédne von AufC, in
welcher der Glycin-Rest des konservierten Motives durch einen Aspartat-Rest ersetzt ist
(vergleiche Abbildung 3.3). Die ER-Doméinen der Module AufG und AufE weisen mit
einigen Abweichungen das beschriebene HxxxGGVGxxAxxxA-Motiv auf (59), die ER-
Domine von Aufl weicht in vielen Positionen von den konservierten Resten
funktionaler ER-Domédnen ab und ist wahrscheinlich inaktiv (Abbildung 3.3). Alle
Module enthalten gréBere ,,Linker“-Doménen, welche N-terminal der KR- bzw. der ER-
Dominen liegen. Diese Doménen weisen gemeinsame Motive auf, wie ein GLxRxxxxE
Motiv an Position ~359 (Ausnahme: DH-KR-Linker Region von AufG) und ein
E/DxxxxxR Motiv an Position ~413. Eine TE-Doméine, welche iiblicherweise die
Freisetzung des Polyketides vom Multienzymkomplex katalysiert (33), konnte in der
Aurafuron PKS nicht identifiziert werden.
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Abbildung 3.3: Sequenzbereiche der konservierten Motive in den Doménen der Aurafuron PKS.
a: KS-Dominen, b: AT-Doménen, c¢: ACP-Doménen, d: KR-Doménen, e¢: DH-
Doménen, f: AT-KR/DH-KR/DH-ER-Linker g: ER-Dominen. Die konservierten
Motive sind unterhalb der Sequenzvergleiche angegeben. Der Motivbereich, welcher in
Malonyl-CoA und Methylmalonyl-CoA transferierenden AT-Doménen unterschiedlich
ist, ist durch einen schwarzen Rahmen markiert.

3.3 Inaktivierungsexperimente zur Analyse der Polyketidsynthasen

Die in silico Analyse der AT-Doménen des Aurafuron-Biosynthesegenclusters legt
nahe, dal entweder AufD2 oder AufFl in der Biosynthese iterativ genutzt wird
(vergleiche 5.1.1). Um zu untersuchen, welches der beiden Module iterativ genutzt
wird, sollten die KR-Doménen der beiden Module unabhingig voneinander inaktiviert
werden. Die Inaktivierung markerlos erfolgen, damit die Funktionalitit der restlichen
Doménen erhalten bleibt. Fiir die Einfilhrung der markerlosen Mutation wurde das
ntpll/sacB-Gegenselektionssystem gewihlt, welches auf dem Vektor pSWU41
vorhanden ist und bereits erfolgreich fiir markerlose Mutagenesen in S. aurantiaca
DW4/3-1 verwendet wurde (60). Ein pSWU41 basiertes Inaktivierungskonstrukt kann
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tiber einen homologen Bereich, der gegeniiber der Wildstammsequenz eine Deletion
oder Punktmutation aufweisen kann, in das Chromosom von S. aurantiaca DW4/3-1
integrieren. Durch das n#pll-Gens des Vektors wird Resistenz gegeniiber Kanamycin
vermittelt, anhand derer Integrationsmutanten selektioniert werden konnen. Das
ebenfalls auf dem Vektor vorhandene sacB-Gen vermittelt Sensitivitidt gegeniiber
Saccharose, welche vom zugehorigen Genprodukt in einen fiir die Zelle toxischen
Metaboliten umgewandelt wird. Nach ldngerer Passage ohne Selektionsdruck kdnnen
deshalb durch Zusatz von Saccharose solche Mutanten selektiert werden, in denen die
Vektorsequenz iiber den homologen Bereich deletiert wurde (,,Doppelcrossover-
Mutante®). Die Mutanten entsprechen entweder im Genotyp dem Wildstamm
(Revertanten), oder weisen die Deletion/Punktmutation des homologen Bereiches des
pSWU41-Derivates auf.

— SN
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YIMIANNN

l 1. Homologe Rekombination

X
AN

l 2. Homologe Rekombination l
X
.\ - =S\ -
Mutante Revertante
X eingefiihrte Schnittstelle w7 kodierende Sequenzbereiche
- S
— Vektorsequenz HEE .

Abbildung 3.4: Prinzip der Generierung markerloser Mutanten durch zweifache homologe
Rekombination. Zur Erlduterung siche den laufenden Text.

3.3.1 Generierung und genotypische Analyse der PKS-Mutanten

Fiir die markerlose Inaktivierung der KR-Doménen von AufD2 und AufF1 wurden die
pSWU41 basierten Konstrukte pBFAKR3 und pBFAKRS entworfen und kloniert
(vergleiche 2.6.4). Der 1,55 kb bzw. 1,58 kb grole homologe Bereich der Konstrukte
beinhaltet je zwei Punktmutationen, die zum Austausch eines hochkonservierten
Tyrosin-Restes gegen einen Phenylalanin-Rest fithren (Y3189F und Y1561F).
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Zusitzlich wurden durch die Punktmutationen HindIII-Schnittstellen eingefiihrt
(vergleiche Abbildung 3.5 a). pPBFAKR3 und pBFAKRS wurden in die S. aurantiaca
DW4/3-1-Mutante ERM4 elektroporiert. Diese markerlose Mutante trigt eine Deletion
im Gen mtaF des Myxothiazol-Biosynthesegenclusters, welche zum Ausfall der
Myxothiazolproduktion fiihrt (6/). Die erhaltenen Kanamycin-resistenten und
Saccharose-sensitiven Klone wurden mittels PCR verifiziert, dabei wurde der gesamte
homologe Bereich der Inaktivierungskonstrukte amplifiziert (Oligonukleotidpaare
BFAKR3-1/BFAKR3-4 und BFAKRS5-1/BFAKR5-4) und anschlieBend mit HindIIl
hydrolysiert. Wie erwartet wurden je etwa 50 % des erhaltenen Amplifikates mit
HindIll zu den 801 bp und 783 bp bzw. 582 bp und 924 bp groBlen Fragmenten
hydrolysiert: die Mutante besitzt zwei Kopien des Genbereiches, und der urspriingliche
Genbereich enthélt keine HindIIl-Schnittstelle. Die verifizierten Mutanten BFAKR3
(Integration von pBFAKR3) und BFAKRS5-2 (Integration von pPBFAKRS) wurden {iber
mehrere Wochen bis Monate ohne Selektionsdruck in fliissigem Medium passagiert.
SchlieBlich konnte durch Selektion auf Saccharose eine markerlose Mutante der KR-
Doméne von AufD2 isoliert werden. Nach Restriktion der genomischen DNA der
Mutante BFAKR3-3 und des Wildstammes ERM4 mit BamHI/HindIll und
gelelektrophoretischer Auftrennung wurde die DNA mit einem Southern Blot analysiert
und die Mutante bestétigt. Als Sonde diente das 801 bp Fragment des Vektors
pBFAKR3 (vergleiche Abbildung 3.5 b, c). Nach Restriktion des Wildstammes
hybridisiert ein 4,7 kb grofles Fragment (BamHI-BamHI). In der Mutante ist durch die
eingefiihrten Punktmutationen eine zusdtzliche HindIII-Schnittstelle vorhanden und das
hybridisierende Fragment ist somit nur 1,1 kb grof3 (HindIII-BamHI).

Trotz intensiven Bemiihens konnte keine markerlose KR-Mutante von AufF1 isoliert
werden.
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Abbildung 3.5: Mutagenese der KR-Doménen der Module AufD2 und AufFl (a, b) und
genotypische Analyse der Mutante BFAKR3-3 (c). a: Sequenzbereiche der
eingefithrten Punktmutationen im Wildstamm (oben) und den Mutanten (unten). Die
Punkmutationen sind in grau dargestellt, gleichzeitig wurde eine HindIII-Schnittstelle
eingefithrt. b: Lage des Inaktivierungskonstruktes der KR-kodierenden Sequenz von
AufD2 und resultierender Genotyp der markerlosen Mutante. ¢: Southern Blot Analyse
des Wildstammes (Spur 1) und der Mutante BFAKR3-3 (Spur 2) nach Restriktion mit
BamHI/HindIIl im Vergleich zu einem DIG-markierten DNA-GroBenstandard (D). Als
Sonde diente das 801 bp Fragment von pBFAKR3 (siche b). Durch die eingefiihrte
HindIlI-Schnittstelle ist das hybridisierende Fragment der Mutanten-DNA deutlich
kleiner als das der Wildstamm-DNA.

3.3.2 Phéanotypische Analyse der markerlosen Mutante

Mutante BFAKR3-3 wurde parallel
Produktionsmedium unter XAD-Zusatz kultiviert und anschlieBend wurden Zellen und
XAD extrahiert (vergleiche 2.18). Im Gegensatz zum Wildstamm enthielten die
Extrakte der Mutante weder Aurafuron A noch Aurafuron B. Verdnderte
Aurafuronderivate konnten nicht identifiziert werden.

Die markerlose zum Wildstamm in
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3.4 In silico-Analyse der kodierten Post-PKS-Enzyme

Im Aurafuron-Biosynthesegencluster sind vier Post-PKS-Enzyme kodiert, welche
vermutlich an der Biosynthese des Furanonringes beteiligt sind: drei Cytochrom Pyso
Monooxygenasen AufABH und eine Monooxygenase Auf]. Alle Cytochrom Pyso
Monooxygenasen weisen die fiir diese Enzymklasse beschriebenen Motive auf
(A/GGxD/ETT/S, ExxR, FxxGxRxCxG, (62)). Um Hinweise auf die Funktion der Post-
PKS-Enzyme bei der Aurafuron-Biosynthese zu erhalten, wurde mit Hilfe des
Programmes Blast (vergleiche 2.17) nach experimentell charakterisierten homologen
Proteinen gesucht. AufA zeigt 21 % identische und 36 % &hnliche Aminosduren zu
einer ,,ent-kaurenoic acid oxidase* KAO aus Pisum sativum, die an der Biosynthese des
Pflanzenhormons Giberellin beteiligt ist (63). Diese Cytochrom P45 Monooxygenase
katalysiert die Hydroxylierung eines Cyclohexanderivates, die nachfolgende Oxidation
und Ringkontraktion zu einem Cyclopentanal-Derivat und moglicherweise auch die
weitere Oxidation des Aldehyds zu Carboxylgruppe. AufB zeigt Ahnlichkeit zu den
Cytochrom P45 Monooxygenasen NikQ und Novl aus Streptomyces sp. (35 %
identische und 52 % &hnliche Aminosduren bzw. 34 % identische und 50 % &hnliche
Aminosduren iiber die gesamte Proteinlinge). NikQ und Novl katalysieren die B-
Hydroxylierung von Peptidyl-Carrier-Protein (PCP) gebundenem Histidin bzw. Tyrosin
in der Nikkomycin-bzw. Novobiocin-Biosynthese (64,65). Fiir AufH konnten keine
signifikanten Homologien zu experimentell charakterisierten Cytochrom Puso
Monooxygenasen ermittelt werden. Die Monooxygenase Aufl ist zu 27 % idenisch mit
MtmOIV (38 % &dhnliche Aminosduren {iber die gesamte Proteinldnge), welche an der
Mithramycin-Biosynthese in Streptomyces argillaceus beteiligt ist (66). MtmOIV
katalysiert in einer biologischen Bayer-Villiger Oxidation die Transformation des
Cyclohexanon-Derivates Premithramycin B zum entsprechenden Caprolacton, gefolgt
von Ringdffnung und Decarboxylierung (67).

3.5 Inaktivierungsexperimente zur Analyse der Post-PKS-Enzyme

Um die Funktion der Post-PKS-Enzyme in der Aurafuron-Biosynthese nédher zu
untersuchen, wurden alle vier Gene aufABHJ durch Insertionsinaktivierung bzw.
markerlose Deletionen inaktiviert.

3.5.1 Inaktivierung von aufA

aufA sollte inaktiviert werden, ohne gleichzeitig die Transkription des direkt
stromabwirts folgenden Gens aufB zu beeinflussen, dafiir wurde das pSWU41 basierte
Konstrukt pBFA3 entworfen und kloniert. pBFA3 enthdlt einen 1,1 kb groBlen
homologen Bereich zu auf4, in dem jedoch 303 bp aus der Mitte des Gens deletiert sind
(vergleiche Abbildung 3.6 a, 2.6.4). Nach Integration von pBFA3 in das S. aurantiaca
DW4/3-1 Chromsom und nachfolgender Deletion der Vektorsequenz resultiert eine
Doppelcrossovermutante (vergleiche Abbildung 3.1) mit einer verkiirzten Kopie von
aufA, in der die zentralen 303 bp deletiert sind. Dem abgeleiteten Genprodukt fehlen so
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101 Aminosduren in der Mitte des Proteins, was zum Verlust von Raumstruktur und
Funktion des Proteins fiihren sollte. Nach Elektroporation von pBFA3 in ERM4 wurden
Klone erhalten und mittels PCR verifiziert. Dabei wurde das Oligonukleotidpaar
Aur9/PSWU411 eingesetzt, welches in der homolgen Sequenz und in der Vektorsequenz
bindet. Genomische DNA der Mutante E3-2 ergab ein 1,1 kb groBes Amplifikat,
entsprechend einer Integration des Vektors iiber das homologe Fragment zum 3’-Ende
von aufA. Die Mutante E3-2 wurde ohne Selektionsdruck passagiert und schlieB3lich
konnte ein Klon isoliert werden, der nach Deletion der Vektorsequenz den gewiinschten
Genotyp zeigte. In einer PCR mit dem Oligonukleotidpaar Aur9/Aurl2, welches am 5°-
und 3’-Ende von auf4 bindet, wurde nur das um 303 bp verkiirzte Amplifikat erhalten.
Eine PCR mit Oligonukleotiden, die Vektorsequenz nachweisen wiirden
(Aur9/PSWU411), ergab kein Amplifikat.

Die verifizierte markerlose Mutante BFAPA und die Parallelmutanten E3-2-7 und
E3-2-16 wurde parallel zum Wildstamm in Produktionsmedium unter XAD-Zusatz
angezogen und anschlieend die Sekundérstoffproduktion analysiert. BFAPA und die
anderen Mutanten produzierten weder Aurafuron A noch Aurafuron B (vergleiche
Abbildung 3.6 b).

a b
aufA '"‘?:}g‘: EIC 377 -All MS
—AINNN.. iy — “71  Aurafuron A Wildtyp
-303 bp- | 0.5
Sacl Pstl Xbal x?bq‘: EIC 368 -All MS
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Abbildung 3.6: Inaktivierung von aufA. a: Prinzip der Mutagenese (vergleiche Text) b: Phinotypische
Analyse der markerlosen Mutante BFAPA im Vergleich zum Wildstamm (WT) mit
HPLC-MS. Dargestellt sind extrahierte Chromatogramme von lonen mit einem Masse-
Ladungsverhiltnis m/z von 377 und 359 nach negativer Ionisierung, jeweils von
Extrakten des Wildstammes (WT) und der Mutante (BFAPA). Aurafuron A zeigt nach
negativer lonisierung ein Molekiilion mit m/z 377, Aurafuron B 359 (je [M-H]).

3.5.2 Inaktivierung von aufB

Nach mehrfach erfolgloser Elektroporation von S. aurantiaca DW4/3-1 mit
Inaktivierungskonstrukten fiir aufB wurde das konjugierbare Inaktivierungskonstrukt
pBFABS entworfen und kloniert (vergleiche Abbildung 3.7 a, 2.6.4). Nach Konjugation
von pBFABS konnten Kanamycin-resistente Klone erhalten werden. Diese wurden
angezogen und mit einem Southern Blot genetisch verifiziert. Dafiir wurde die
genomische DNA der Mutanten mit BamHI hydrolysiert, gelelektrophoretisch
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aufgetrennt und nach Transfer auf eine Nylonmembran mit dem DIG markierten
Kanamycin-Resistenzgen hybridisiert. Es hybridisierte das erwartete 7,1 kb Fragment
(vergleiche Abbildung 3.7 b). Die verifizierte Mutante BFABK wurde parallel zum
Wildstamm in Produktionsmedium unter XAD-Zusatz kultiviert und anschlieend die
Sekundérstoffproduktion untersucht. Die Mutante produziert weder Aurafuron A noch
Aurafuron B. Stattdessen wird eine Verbindung produziert, welche ein vergleichbares
Laufverhalten in der HPLC zeigt wie Aurafuron B, nach negativer lonisierung die
gleiche Molekiilmasse hat wie Aurafuron B ([M-H]= 359), jedoch ein anderes
Fragmentierungsmuster zeigt (vergleiche Abbildung 3.7 c, 3.6). Das Ausmal} der
Produktion von Aurafuron B und der unbekannten Verbindung ist vergleichbar (etwa
0,3 mg/1 (82)-Aurafuron (26)).
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Abbildung 3.7: Mutagenese von aufB. a: Lage des Inaktivierungskonstruktes zum Gen, b: Southern Blot
Analyse der Mutante BFABK. D: DIG markierter DNA-GrofBenstandard, L: DNA-
GroBenstandard (durch unspezifische Hybridisierung sichtbar), Spuren 1 und 2: gDNA
(chromsomale DNA) von BFABK-1 und BFABK-2. Die DNA wurde mit BamHI
hydrolysiert. Als Sonde diente das Kanamycin-Resistenzgen des Vektors. c:
Fragmentierung von Aurafuron B und der von BFABK produzierten Verbindung mit m/z
359 (negative lonisierung).

3.5.3 Inaktivierung von aufH

Fiir die markerlose Inaktivierung von aufH wurde das Inaktivierungskonstrukt
pBF_APC entworfen und kloniert (vergleiche Abbildung 3.8 a). Nach Elektroporation
von pBF_APC in S. aurantiaca DW4/3-1 wurden Kanamycin-resistente Klone erhalten
und mit PCR analysiert. Dabei wurde mit dem im Vektorriickgrat und im homologen
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Fragment bindenden Oligonukleotidpaar PSWU411/BF_APC1 das erwartete Amplifikat
erhalten. Nach Passage der verifizierten Mutante BFAPC ohne Selektionsdruck konnten
Klone isoliert werden, in denen die Vektorsequenz deletiert worden war. Mutanten mit
der gewlinschten 312 bp Deletion in aufH wurden mittels PCR identifiziert. Mit dem
Oligonukleotidpaar BFAPC-3/BFAPC-4, welches auflerhalb des homologen Bereichs
bindet, wurde das gegeniiber dem Wildstamm um 312 bp verkiirzte Amplifikat erhalten.
Die verifizierte Mutante BFAPC2-3 wurde parallel zum Wildstamm in
Produktionsmedium unter XAD-Zusatz angezogen. BFAPC2-3 produziert weder
Aurafuron A noch Aurafuron B, aber wie BFABK eine Verbindung, die nach negativer
Ionisierung ein Molekiilion von m/z = 359 aufweist. Diese Verbindung entspricht von
Masse und Laufverhalten in der HPLC Aurafuron B, fragmentiert jedoch anders
(vergleiche 3.5.2, 3.6).

a aufH b autJ
S \\\\\ 7 =& = A\ 7 &
-312 bp- -306 bp-
MNotl K,tlml Snlel Sacl Pstl Xbal
1 |
— 883 bp— —702bp— — 585 bp——617 bp—

pBF_APC pBFA1

Abbildung 3.8. Inaktivierungskonstrukte fir aufH (a) und aufJ (b)

3.5.4 Inaktivierung von aufJ

aufJ kodiert eine Monooxygenase. Fiir die Inaktivierung wurde das pSWU41 basierte
Konstrukt pBFA1 entworfen und kloniert (vergleiche Abbildung 3.8, 2.6.4). Nach
Elektroporation von pBFA1 in ERM4 wurden Kanamycin-resistente und Saccharose-
sensitive Klone erhalten und mittels PCR verifiziert. Dafiir wurde das
Oligonukleotidpaar PSWU41u/Aur4, welches im Vektorriickgrat und im homologen
Fragment bindet, und das Oligonukleotidpaar Aurl/Aur4, welches direkt am 5’-bzw. 3’-
Ende von aufJ bindet, eingesetzt (vergleiche Abbildung 3.9). Die verifizierte Mutante
E1-4 wurde ohne Selektionsdruck passagiert, schlielich konnten Kanamycin-sensitive
und Saccharose-tolerante FEinzelkolonien erhalten werden. Die Klone wurden
angezogen und mittels PCR kontrolliert. Dabei wurde mit dem Oligonukleotidpaar
Aurl/Aur4 ein 1,4 kb Fragment (Revertanten) bzw. ein 1,1 kb Fragment (Mutanten)
amplifiziert. Das von Mutanten-DNA erhaltene 1,2 kb Fragment wurde mit Ps?l zu zwei
585 bp bzw. 617 bp groflen Fragmenten hydrolysiert.

Die verifizierte markerlose Mutante BFAMD und die Parallelmutanten E1-4-4 und
E1-4-6 wurden parallel zum Wildstamm in Produktionsmedium unter XAD-Zusatz
kultiviert, anschlieBend wurden Kulturextrakte hergestellt. Die Mutanten produzieren
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weder Aurafuron A noch Aurafuron B, aber wie BFABK und BFAPC eine Verbindung,
die nach negativer lonisierung ein Molekiilion von m/z = 359 besitzt. Diese Verbindung
entspricht von Masse und Laufverhalten (auch nach Verdnderung des Gradienten) in der
HPLC Aurafuron B, fragmentiert jedoch anders. Die unbekannten Verbindungen der
Mutanten BFABK, BFAPC und BFAMD mit m/z von 359 (nach negativer lonisierung)
fragmentieren gleich (vergleiche 3.5.2, 3.6).

s aufJ (1,4 kb)

N . Pstl 1

3 3

NI~ y —NW e NN &
-306 bp- \—2 .- - -7 \—2
3 Pstl
n-./ — T 3. A3, Pstl
2 NN\ AN 7 =
pBFA1 T2 T2
1. "2 3. "2
Oligo- Erwartete Amplifikate [kb]
M 1 2 3 4 5 6 M 1 2 3 4 5 nuklectide A B ERM4 pBFA1
1. T2 |14 |12 - 1,2
— —
— — | 12 12 14 |12
o - — -——14kb S 2 |iqg |1 | "
L — e e— -___I-——— —12kb
— — — 500 bp

Spuren 1 - 4: Mutanten
Spur 5: ERM4

Spur 6: pBFA1

M: DNA Grékenstandard

Abbildung 3.9: PCR-Kontrolle der nach Elektroporation von pBFALl erhaltenen Mutanten.
Abhingig davon, iiber welches der homologen Fragmente von pBFA1 die Integration
stattfindet, resultiert eine Mutante des A-Typs (oben rechts) oder eine B-Typ Mutante.
Das Oligonukleotidpaar 1/2 (PSWU41u/Aurd4) bindet im Vektorriickgrat und im
homologen Fragment, so dass von der Mutanten-DNA je nach Integration ein 1,4 kb (A-
Typ, Spur 4) oder 1,2 kb (B-Typ, Spuren 1-3) grofes Amplifikat erhalten wird. Von
pBFA1 wird das 1,2 kb Amplifikat erhalten, von Wildstamm-DNA wird kein Amplifikat
erhalten. Das Oligonukleotidpaar 3/2 (Aurl/Aur4) bindet am 5’- und 3’-Ende von aufJ im
Bereich des homologen Fragmentes. Mit diesem Oligonukleotidpaar werden von
Wildstamm-DNA das erwartete 1,4 kb Fragment erhalten. Die Mutanten-DNA enthilt je
eine verkiirzte und lange Kopie, so dass ein 1,2 kb und (schwach) ein 1,4 kb groB3es
Amplifikat erhalten wird.

3.6 ldentifizierung von moglichen Aurafuronderivaten

Bei der genauen Auswertung der HPLC-Léaufe von S. aurantiaca DW4/3-1 und der
generierten Mutanten fielen vier bisher unbekannte Verbindungen auf, die
wahrscheinlich Aurafuronderivate darstellen. In Kulturextrakten des Wildstammes sind
zwei Verbindungen vorhanden, die nach 18,3 min und 19,0 min von der HPLC-Séule
eluieren (Methode: BF Aurfl, vergleiche 2.19.2), also vor den bekannten Aurafuronen
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A und B. Diese Verbindungen haben nach negativer Ionisierung die Massen [M-H|=
395,2. Nach Bestimmung der prizisen Massen mit einem micrOTOF
Massenspektrometer der Firma Bruker wurde mit einer geringen Abweichung von 1,0
ppm fiir das Molekiilion die Summenformel C,,H3s0¢ berechnet (theoretische Masse:
395,24282; gefunden: 395,24322 und 395,24323). Das Fragmentierungsmuster der
beiden Verbindungen nach MS/MS-Kopplung ist nahezu identisch (vergleiche
Abbildung 3.10). Einige der Fragmente werden nach Fragmentierung unter gleichen
Bedingungen auch von Aurafuron A erhalten. Nach Fiitterung von L-[5,5,5-"Hz]-Leucin
wurde eine Massenverschiebung von +3 festgestellt, was konsistent mit der
Verwendung von Isovaleryl-CoA als Startereinheit der Aurafuronbiosynthese ist. Ein
UV-Spektrum konnte nicht zugeordnet werden. Die beiden Verbindungen konnten in
keinem der Mutanten-Kulturextrakte detektiert werden. Sie wurden Aurafuron D; und
D, genannt.

Eine weitere Verbindung, die bei sorgfiltiger Analyse von HPLC-Chromatogrammen
von Kulturextrakten auffiel, eluiert nach 26,2 min (Methode: BF _Aurfl) und hat nach
negativer lonisierung die Masse [M-H]= 373,2. Nach Bestimmung der prizisen Masse
des Molekiilions wurde die Summenformel C,3H34O4 berechnet (8.3 ppm
Verschiebung; theoretische Masse: 373,23789, gefunden: 373,23820). Die nach
MS/MS-Kopplung detektierten Fragmente (vergleiche Abbildung 3.10) werden von
keinem der bekannten Aurafurone erhalten. Nach Fiitterung von L-[5,5,5-"Hs]-Leucin
wurde eine Massenverschiebung des Molekiilions von +3 festgestellt. Die Verbindung
wurde vorldufig Aurafuron C genannt, das zugeordnete UV-Spektrum ist in Abbildung
3.10 abgebildet. Aurafuron C wird vom Wildstamm und allen in dieser Arbeit
generierten Mutanten produziert, mit Ausnahme der Mutante BFAKR3-3 (KR -Mutante
von AufD2).

In Kulturextrakten der Mutanten BFABK (aufB-Mutante), BFAPC2-3 (aufH-Mutante)
und BFAMD (aufJ-Mutante) ist eine Verbindung zu finden, die von der Masse nach
negativer lonisierung und dem Laufverhalten Aurafuron B entspricht, jedoch bei
MS/MS-Kopplung unter gleichen Bedingungen in andere Fragmente zerfillt. Das
Fragmentierungsmuster dieser Aurafuron B’ genannten Verbindung ist stattdessen dem
der Aurafuron C genannten Verbindung sehr dhnlich (vergleiche Abbildung 3.10). Nach
Bestimmung der préizisen Masse des Molekiilions von Aurafuron B’ (m/z 359, negative
Ionisierung) ist die berechnete Summenformel identisch mit der Summenformel des
Molekiilions von Aurafuron B (C;Hj3,04; theoretische Masse des des Moleliilions:
359,22169, gefunden: 359,22153; negative lonisierung).

Von allen Verbindungen wurden nach MS/MS-Kopplung die priazisen Fragmentmassen
bestimmt und anhand dessen die Summenformeln der Fragmente ermittelt (Tabelle 3.2).
Die moglicherweise zuzuordnenden Fragmente der Molekiile sind in Abbildung 3.11
dargestellt.
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Abbildung 3.10: HPLC-UV/VIS-MS/MS Analytik der Aurafurone. a) Auschnitt aus einem HPLC-

Chromatogramm von ERM4. b) UV-Spektren von Aurafuron A, B und C. c¢)
Fragmentierungsmuster der Aurafurone A, B und der neuen Derivate C, D, B’. (82) und
(8F) Aurafuron B (vergleiche Abbildung 1.3) fragmentieren gleich, ebenso Aurafuron
D1 und Dz.

Tabelle 3.2: Fragmentierung der Aurafurone bei MS/MS-Kopplung (negative lonisierung)

Verbindung | Mutterion | Summen- Frag- Summen- Differenz | Differenz | Bemer —
[M-HT formel ment formel Frag- | Fragment- | Fragment- | kung
Mutterion [M-HT ment Mutterion | néchst -
(theoretische (theoretische groftes
Masse) Masse) Fragment
Aurafuron A 377,23271 C22H3305 - - - - *
(377,23225)
359,22098 | C,H;3,04 H,O - entspricht
(359,22169) Aufafuron
B,
277,17972 | C,7Hy505 CsH;0, CsHsO "
(277,17982)
233,11717 | C14H;,0; CsH 60, C;Hg #

* nach Fiitterung von L—[5,5,5-2H3]-Leucin ist eine Massenverschiebung von +3 zu beobachten

# nach Fiitterung von L—[5,5,5—2H3]-Leucin ist keine Massenverschiebung zu beobachten




64 3 Ergebnisse |
Verbindung | Mutterion | Summen- Frag- Summen- Differenz | Differenz | Bemer —
[M-HT formel ment formel Frag- | Fragment- | Fragment- | kung
Mutterion [M-HT ment Mutterion | néchst -
(theoretische (theoretische grofites
Masse) Masse) Fragment
(233,11722)
141,05536 | C;HyO; CisH40, C;Hg
(141,05462)
Aurafuron B | 359,22060 | C,,H3,04 - - - -
(82) (359,22169)
233,11713 | C4H;05 CsH,,0 - #
(233,11722)
215,10654 | C14H;50, CsH 60, H,0 #
(215,10666)
161,09655 | C;;H 30 C1H 304 C;H,O #
(161,09609)
Aurafuron C | 373,23820 | Cp3H3304 - - - - "
(373,23789)
329,24691 | C»H330, CO, -
(329,24751)
247,13273 | C,5H}405 CgH 40 - i
(247,13287)
203,14327 | C14H;0 CoH,405 CO, #
(203,14304)
178,06292 | C,oH,00; Cy3Hx0 - #
(178,06245)
135,08070 | CoH;,0 CH»0; | - #
(135,08044)
Aurafuron | 395,24322 | C,,H;505 - - - - :
D, (395,24282)
377,23130 | C5,H3305 H,O - entspricht
(377,23225) Aurafuron
A
323,18774 | Ci3Hx0s C,HO C,H, "
(323,18530)
295,19010 | Cy7H»704 CsH;z0, CO "
(295,19039)
277,17959 | C17H,50;3 CsH ;405 H,0 "
(277,17982)
141,05543 | C;HyO; CsHy605 CioHis #
(141,05462
Aurafuron 3 59,22 153 C22H3104 - - - -
B’ (359,22169)
315,23151 | CH;5,0, CO, -
(315,23186)
247,13290 | Ci5H ;905 C;H,,0 -
(247,13287)
203,14336 | C14H;50 CgH,0; CO, #
(203,14304)
178,06293 | C1oH (03 C,H,,0 -
(178,06245)
135,08128 | CoH;;0 C13H005 - #

(135,08044
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Abbildung 3.11: Mdgliche Fragmente von Aurafuron A und B nach MS/MS-Kopplung (negative
lonisierung). Theoretische, aber nicht gefundene Fragmente sind in Klammern
angegeben. Vermutete Sekundérabspaltungen sind durch Reaktionspfeile angegeben.

3.7 Vergleich des Aurafuron-Biosynthesegenclusters mit ausgewahlten
aktinobakteriellen Biosynthesegenclustern

Bei der in silico Analyse von AufB und Auf] fiel eine groBe Ahnlichkeit zu Post-PKS-
Enzymen aus zwei Biosynthesegenclustern aus Streptomyces aculeolatus NRRL 18422
und  Streptomyces  sp. Eco86 auf. Diese Gencluster kodieren die
Biosynthesemachinerien fiir drei Polyketide mit einer Furanongruppe (E837 und
E492/E875), welche den Aurafuronen sehr &hnlich sind ((68), vergleiche 5.2). Ein
drittes Biosynthesegencluster (Pke), welches ebenfalls sehr dhnliche Enzyme kodiert,
wurde aus  Saccharopolyspora  erythraea  sequenziert. Ein  dazugehoriges
Biosyntheseprodukt konnte bisher nicht identifiziert werden (69).

3.7.1 Vergleich der Organisation der Biosynthesegencluster

Die Organisation der vier Biosynthesegencluster ist in Abbildung 3.12 schematisch
dargestellt. Das Biosynthesegencluster aus S. aculeolatus NRRL 18422 (im folgenden
E837 genannt) kodiert fiinf Typ I PKS (ORF34567), die Gene sind stromaufwirts von
zwei Genen, die fiir Cytochrom P4s9p Monooxygenasen kodieren (orfI und orf2), und
stromabwirts von dem Monooxygenase-kodierenden Gen (orf8) flankiert. Die acht
Gene stellen vermutlich ein Operon dar, dabei liberschneiden sich die Start- und Stopp-
Kodons der orfs5678. Der Biosynthesegenlocus aus Streptomyces sp. Eco86 (im
folgenden E492 genannt) beinhaltet die vier Typ I PKS kodierende Gene orf9, 10, 11
und /2. Stromaufwirts liegt ein Gen, das fiir eine Cytochrom P45 Monooxygenase-
kodiert (orf8), stromabwirts ein Monooxygenase kodierendes Gen (orf13) und zwei
weitere Gene, die fiir Cytochrom P45 Monooxygenase-kodierenden Gene (orf14 und
orfl5). Alle Gene liegen in einem Operon und das Stopp-bzw. Start-Kodon von orf12
und orf13 liberschneiden sich. Der Biosynthesegenlocus von S. erythraea (im folgenden
Pke genannt) enthdlt vier Typ I PKS kodierende Gene pkeAl, pkeAll, pkeAIll und
pkeAlV, flankiert von den Cytochrom P4s9p Monooxygenase-kodierenden Genen pkel,
pkell und pkelll am 5’-Ende und einem Monooxygenase kodierenden Gen (orf8) und
ein weiteres Cytochrom P45 Monooxygenase-kodierendes Gen (orf9) am 3’-Ende. Mit
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Ausnahme von orf9 auf dem komplementéren Strang sind die Gene in einem Operon
organisiert, und das Stopp-Kodon von pkeAIV iiberschneidet sich mit dem Start-Kodon
von orf8. Die beschriebenen E837 und E492 Biosynthesegencluster sind 50,1 kb und
50,5 kb groB3, was etwa der GroBe des Aurafuron-Biosynthesegenclusters entspricht
(52,4 kb). Stromaufwirts- und stromabwérts dieser Cluster sind weitere Enzyme
kodiert, darunter regulatorische Proteine und weitere Proteine, die vermutlich nicht
direkt an der Biosynthese beteiligt sind. Der zentrale Teil des Pke
Biosynthesegenclusters aus S. erythraea ist 51,8 kb gro. Da fiir diesen
Biosynthesegenlocus kein Produkt beschrieben ist, kann iiber eine Beteiligung der
weiteren kodierten Proteine an einer eventuellen Biosynthese keine Aussage getroffen
werden (69).

5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 kb

a
aufA aufB aufC aufD aufe aufF aufG aufH aufl aufJ
=D < g - o - =D >
b
orf1 orf2 orf3 orf4 orf5 orfé orf7 orf8
ez e = =S = g
c
orf8 orf9 orf10 orf11 orf12 orf13 orf14 orf15
=P i —— ——
d
pkel pkell pkelll pkeAl pkeAll pkeAlll pkeAlV  orf8 orf9
)y ez T ie— i -=D{0
B PKS EA E=1 Cytochrom P,g,
=] Monooxygenase (BVMO) ([

Abbildung 3.12: Organisation des Aurafuron-Biosynthesegenclusters (a) im Vergleich zu den
Biosynthesegenclustern fur E837 (b), E492/875 (c) und (Pke) (d).

3.7.2 Homologievergleich der Post-PKS-Enzyme

In allen drei Biosynthesegenclustern sind Homologe von AufB und Auf] kodiert. Die
Cytochrom P50 Monooxygenasen Orfl (E837), Orf8 (E492/E875) und Pkell zeigen
jeweils iiber 50 % identische Aminosduren zu AufB. Die Monooxygenasen Orf8
(E837), Orfl3 (E492/E875) und Orf8 (Pke) zeigen zwischen 42-48 % identische
Aminoséduren zu Auf], jeweils bezogen auf das gesamte Protein. Homologe von AufA
und AufH sind nicht kodiert. Innerhalb der aktinobakteriellen Biosynthesegencluster
gibt es weitere homologe Cytochrom P59 Monooxygenasen, ndmlich Orf2 (E837),
Orf14 (E492/E875)/Orf15 (E492/E875) und Pkel/Pkell. Orf9 aus dem Pke-Cluster zeigt
keine signifikante Homologie zu den anderen Cytochrom P59 Monooxygenasen. Die
Ergebnisse der Homologievergleiche der Post-PKS-Enzyme sind in Tabelle 3.3 und
Tabelle 3.4 zusammengefalit.
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Tabelle 3.3:  Homologievergleich von Cytochrom P, Monooxygenasen des Aurafuron-
Biosynthesegenclusters mit  den aktinobakteriellen Cytochrom Paso
Monooxygenasen. Aufgefiihrt ist der Anteil an identischen/dhnlichen Resten in %.

AufA AufB AufH Orfl Orf2 Orf8 Orf14 Orf15 Pkel Pkell Pkelll
(837) (837) (492) (492) (492)
AufA X
AufB X 52/67 50/64 57/69
AufH X
Orfl (837) 52/67 X 52/65 53/65
Orf2 (837) X 65/73 53/66 50/63
Orf8 (492) 50/64 52/65 X
Orf14 (492) X
Orfl5 (492) 65/73 X 54/67 53/67
Pkel 53/66 54/67 X 53/65
Pkell 57/69 53/65 X
Pkelll 50/63 53/67 53/65 X

Tabelle 3.4:  Homologievergleich von AufJ mit den Monooxygenasen der aktinobakteriellen
Biosynthesegenluster. Aufgefiihrt ist der Anteil an identischen/ghnlichen Resten in %.

Auf] Orf8 Orf13 Orf8

(837) (492/875) (Pke)

Auf] X 48/60 42/52 45/57

Orf8 (837) 48/60 X 46/56 49/61

Orf13 (492/875) 42/52 46/56 X 53/61
Of8 (Pke) 45/57 49/61 53/61 X

3.7.3 Phylogenetische Analyse der KS-Domanen

Mit den KS-Doménen der Aurafuron PKS und den KS-Doménen der E837, E492 und
Pke PKS wurde ein phylogenetischer Baum erstellt (vergleiche Abbildung 3.13).
Zusatzlich wurden weitere myxobakterielle und aktinobakterielle KS-Domédnen aus
modularen Typ I PKS in die Analyse eingeschlossen. Insgesamt wurden 20 KS-
Doménen von verschiedenen myxobakteriellen Stimmen und 30 KS-Doménen von
aktinobakteriellen ~ Arten analysiert. KSop-Domidnen, welche lediglich die
Decarboxylierung der Startereinheit und keine Verkniipfung mit einer
Verldngerungseinheit katalysieren, wurden nicht in die Analyse mit einbezogen. Fiir
diese Domédnen wurden Abweichungen zu KS-Dominen aus Elongationsmodulen
beschrieben, die zu einer getrennten Gruppierung in der phylogenetischen Analyse
fiihren (70). Die KS-Doménen aus S. erythraea gruppieren mit denen aus Streptomyces-
Arten. Die KS-Dominen der Aurafuron-PKS zeigen deutlich gréBere Ahnlichkeit zu
anderen myxobakteriellen KS-Doménen, wie z.B. zu der Stigmatellin-PKS (50) aus
S. aurantiaca Sg al5 oder der Ambrucitin PKS (77) aus S. cellulosum So cel0.
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Pke KS1 (0.1328)

E837 K52 (0.1116)

E837 KS3 (0.0854)
E837 KS8 (0.0805)

E837 K85 (0.0990)

E&837 KS6 (0.1068)

E837 K57 (0.1081)

E837 K59 (0.1343)

Abbildung 3.13: Phylogenetische Analyse von myxo- und aktinobakteriellen KS-Doméanen. Amb:

Ambrucitin PKS (Sorangium cellulosum So cel0), Auf: Aurafuron PKS (Stigmatella
aurantiaca DW4/3-1), Sti: Stigmatellin PKS (Stigmatella aurantiaca Sgal5), Sor:
Soraphen PKS (Sorangium cellulosum So cel0), Spi: Spirangien PKS (Sorangium
cellulosum So ce90), DEBS: 6-Deoxyerythronolid B Synthase (Saccharopolyspora
erythraea), Aur: Aureothin PKS (Streptomyces thioluteus), Pke: Pke PKS
(Saccharopolyspora erythraea), E492: E492 PKS (Streptomyces sp.), Ave: Avermectin
PKS (Streptomyces avermitilis), E837: E837 PKS (Streptomyces aculeolatus)
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4 Ergebnisse I1: Untersuchungen zur Sekundarstoff-
Biosynthese in S. cellulosum So ce90

4.1 Spirangien-Biosynthese in S. cellulosum So ce90A1

Zu Beginn dieser Arbeit lagen von zwei Cosmiden (c71 und c66) 44 kb
Sequenzinformation aus S. cellulosum So ce90 vor, welche das 3’-Ende des Spirangien-
Biosynthesegenclusters beinhalten (72). Am 5’-Ende der vorhandenen Sequenz sind 8
Typ I PKS-Module kodiert. Da Spirangien aus 16 Acetat-bzw. Propionat-Einheiten
aufgebaut ist, wurden mindestens Gene fiir 8§ weitere PKS-Module erwartet, die etwa
40 kb Sequenz entsprechen sollten.

4.1.1 Identifizierung des 5’-Endes des Spirangien-Biosynthesegenclusters

4.1.1.1 Strategie zur Identifizierung des 5’-Endes des Spirangien-
Biosynthesegenclusters

Um Cosmide mit weiterer Sequenz des 5’-Ende des Spirangien-Biosynthesegenclusters
zu identifizieren, wurde das Oligonukleotidpaar SpilU/SpilL verwendet, welches direkt
am 5’-Ende des sequenzierten Bereiches des Genclusters bindet. Mit Hilfe dieser
Oligonukleotide sollte per PCR-Screen ein Cosmid identifiziert werden, welches das
unbekannte 5°-Ende des Clusters trigt. Je 32 Klone der bestehenden S. cellulosum
So ce90 Cosmidbank wurden vereinigt und als Matritze fiir eine PCR mit dem
Oligonukleotidpaar SpilU/SpilL eingesetzt. Gaben die Ansitze das gewiinschte 1,0 kb
Amplifikat, wurden die enthaltenen Klone einzeln angezogen und fiir die PCR
eingesetzt. Auf diese Weise konnten allerdings nur die bekannten Cosmide c71, c66,
c48 und c7 identifiziert werden. Aus vorhergehenden Untersuchungen war bekannt,
dass etwa 30 kb des T3-Endes von Cosmid c48 mit dem 5’-Ende des bis dahin
bekannten Spirangien-Biosynthesegenclusters iiberlappen. Vom T7-Ende des Cosmids
c7 tiberlappen etwa 28 kb mit der bekannten Sequenz (vergleiche Abbildung 4.1), eine
vollstindige Sequenzierung der Cosmide schien aufgrund der geringen zu erwartenden
neuen Sequenzinformation nicht sinnvoll. Das T7-bzw. T3-Ende der Cosmide wurde
ansequenziert und anhand dieser Sequenzinformation vom T7-Ende von c48 ein
Oligonukleotidpaar (48T7F und 48T7R3) entworfen, welches spezifisch ein 257 bp
Fragment amplifiziert. Mit diesen Oligonukleotiden wurde erneut ein PCR-Screening
der Cosmidbank durchgefiihrt. Wieder konnten nur die bereits bekannten Cosmide c48
und c7 bestdtigt und keine neuen Cosmide mit dieser Sequenz gefunden werden.
Deshalb wurde eine zweite genomische Bibliothek von S. cellulosum So ce90 erstellt.
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44 kb

SpiG spiH spif spiJ spiK  spil spiZ

cT

c66
i
c7 W

SpiG - spi): PKS spiK: Methyltransferase SpiL: Cytochrom P, spiZ. Transkriptionsfaktor

Abbildung 4.1: Teilsequenz des Spirangien-Biosynthesegencluster, die zu Beginn der Arbeit vorlag.
Gene sind durch Pfeile symbolisiert, die abgeleiteten Genprodukte sind darunter
aufgefiihrt. Die Lage der sequenzierten (schwarz) und ansequenzierten Cosmide
(gestrichelt) ist durch Linien markiert.

4.1.1.2 Erstellung einer zweiten Cosmidgenbank von S. cellulosum So ce90

Fiir die Erstellung der zweiten Cosmidgenbank von S. cellulosum So ce90 konnte der
Ligationsansatz der ersten Cosmidbank erneut verwendet werden. Zur genauen
Erstellung der Cosmidbank vergleiche 2.13. Die zweite Cosmidbank umfasst etwa 2300
Klone in sechs 384er Mikrotiterplatten. Fiir Hybridisierungsexperimente wurde die neu
angelegte Cosmidbank mehrfach auf 11 x 7 cm grofle Nylon-Membranen aufgebracht.

4.1.1.3 Identifizierung und Charakterisierung von Anschluf3cosmiden

Um in der neuen Cosmidbank AnschluBcosmide zum bekannten Spirangien-

Biosynthesegencluster zu finden, wurde ein hochdicht bedruckter Filter hybridisiert. Als

Sonde diente das DIG-markierte 257 bp Amplifikat (vergleiche 4.1.1.1). In Abbildung

4.2 ist das Ergebnis der Hybridisierung dargestellt. Da alle Klone der sechs

Mikrotiterplatten doppelt und in einem bestimmten Muster (vergleiche 2.13)

reprisentiert sind, ist eine sichere Zuordnung der Signale zu einzelnen Klonen méglich.
12345 67 8 91011 1213 1415161718 19 202122 23 24

A « -
B | , - :
c | of- 3
D |
E .
F h 7
c T,
H
I
T
K .
L .
M ‘. :' \
N
0 " S
P L
2A3 2M4 4L6 2012  2P15 4020

Abbildung 4.2:  Ergebnis der Hybridisierung der Cosmidbank mit einem 257 bp Fragment des T7-
Endes von Cosmid c48
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Sechs hybridisierende Klone wurden angezogen und die Cosmid-DNA isoliert
(Cosmide 2A3, 2M4, 4L6, 2012, 2P15 und 4020). PCR mit dem Oligonukleotidpaar
48T7F und 48T7R3 ergab bei allen Cosmiden das erwartete 257 bp Amplifikat. Eine
weitere PCR mit spezifischen Oligonukleotiden fiir das 5’-Ende der bekannten Sequenz
(SpilU und SpilL) ergab nur bei Cosmid 2P15 das erwartete 1033 bp Amplifikat. Die
anderen Cosmide, welche nur neue Sequenzinformation trugen, wurden in E. coli
DHI10B retransformiert und erneut isoliert. Da in den Zellen mehrere Kopien der
Cosmide vorliegen, deren Inserts identisch sind, kommt es wegen des grofBen
homologen Bereiches hédufig zu Neuordnungen der Insert-DNA. Um dies fiir die
identifizierten Cosmide auszuschlieBen, wurde die isolierte Cosmid-DNA mit
verschiedenen Restriktionsendonukleasen hydrolysiert und mit ebenso behandelter
genomischer DNA von S. cellulosum So ce90 nach gelelektrophoretischer Auftrennung
in einem Southern Blot verglichen. Dabei wurde mit der bereits beschriebenen 257 bp
Sonde hybridisiert. Bei den Cosmiden, in denen keine Neuordnung der Insert-DNA
stattgefunden hat, sollten die GroBen der hybridisierenden Fragmente denen der
Wildtyp-DNA entsprechen. Nur fiir das Cosmid 4020 konnten eindeutig dem
Wildtypen entsprechende Fragmente identifiziert werden. Das Cosmid 4020 wurde in
der Abteilung Genomanalyse des HZI (ehemals GBF) sequenziert, es enthdlt 39,5 kb
genomische DNA von S. cellulosum So ce90 mit bis dahin unbekannter Sequenz des
Spirangien-Biosynthesegenclusters.

4.1.1.4 Klonierung der Sequenzliicke

Die Sequenzlicke von Cosmid 4020 zur bekannten Sequenz wurde nach
Restriktionsanalyse von 4020 und c48 auf etwa 3,8 kb geschitzt. Anhand der
Sequenzinformation vom T3-Ende von c¢7 und der bereits bekannten Cluster-Sequenz
wurde ein Oligonukleotidpaar BFS1 und BFS2 entworfen und mit diesem der 3,8 kb
groBe Sequenzbereich amplifiziert. Nach Klonierung in pCR®2.1Topo wurden drei
unabhingige Klone von pSpiL (pSpiL1,2,3) sukzessive von beiden Seiten sequenziert
(,,Primer Walking®).

4.1.2 Annotation des Spirangien-Biosynthesegenclusters

Die von Cosmid 4020 und pSpiL erhaltenen 43,3 kb Sequenzinformation erweitert die
bekannte Sequenz des Spirangien-Biosynthesegenclusters auf 89,4 kb. Mit Hilfe der im
Internet frei zuginglichen Programme FramePlot und BLAST (siehe 2.17) wurden
offene Leserahmen (ORFs) identifiziert und anhand von Ahnlichkeiten der kodierten
Proteine zu bekannten Proteinen annotiert (siche Abbildung 4.3, Tabelle 4.1). Die Gene
spiD bis spiJ im Zentrum des Biosynthesegenclusters kodieren fiir sieben
Polyketidsynthasen. Sie werden auf beiden Seiten von drei weiteren Genen flankiert.
spid und spiB am 5’-Ende des Clusters liegen auf dem komplementiren Strang und
kodieren fiir Proteine mit Ahnlichkeit zu Typ II Thioesterasen bzw. Methyltransferasen.
spiC liegt direkt stromaufwérts von spiD und kodiert ein Protein, welches Homologien
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zu Cytochrom Pss9 Monooxygenasen zeigt. Hinter spiJ liegen spiK und spil, die
kodierten Proteine zeigen Homologien zu Methyltransferasen bzw. Cytochrom Pysg
Monooxygenasen. spiZ schlielich liegt auf dem komplementdren Strang und kodiert
fiir einen Transkriptionsfaktor. Am 5°-Ende des sequenzierten Bereiches wurde ein
OREF (orf1) identifiziert, dessen abgeleitetes Genprodukt Homologien zu Transposasen
zeigt. Das Stopp-Kodon von orfl liegt deutlich (mehrere 100 bp) im Sequenzbereich
von SpiA, welches auf dem komplementiren Strang kodiert ist.

Das annotierte Spirangien-Biosynthesegencluster ist unter der Zugriffs-Nummer
AM407731 in der EMBL-Datenbank verfiigbar.

88,4 kb
orfi spid spiB spiC spiD spiE spiF SpiG spiH spil spiJ spiK  spiL spiZ
%y > > > = B > =
4020 _pseit_ o
c66
(orfi: Transposase) spiA: Typ Il Thicesterase spiC: Cytochrom P, SpiK: Methyltransferase spiZ: Transkriptionsfaktor
spiB: Methyltransferase spiD - spiJ: PKS spiL: Cytochrom P,

Abbildung 4.3: Organisation des Spirangien-Biosynthesegenclusters und Lage der Cosmid- bzw.
Plasmid-Inserts. Die Lage der Inserts ist durch Linien markiert. Gene sind durch Pfeile
symbolisiert, die abgeleiteten Genprodukte sind darunter aufgefiihrt.
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Tabelle 4.1: Im Spirangien-Biosynthesegencluster kodierte Proteine und deren abgeleitete Funktion

PKS-Teil des Spirangien Biosynthesegenclusters

Protein (Gen)

GroBe (Da/bp)

Vermutete Funktionen (Doménen und ihre Position innerhalb der Proteinsequenz)

SpiD (spiD) 470.885/13.602  ACP (214-411), KS (499-1776), AT (2056-2946), AT (3409-4299), DH (4492-4989), KR (5974-6510),
ACP (6847-7020), KS (7090-8370), AT (8698-9588), DH (9784-10293), ER (11335-12258), KR
(12289-12825), ACP (13138-13338)

SpiE (spiE) 356.285/10.281  KS (106-1365), AT (1684-2577), KR (3616-4148), ACP (4477-4677), KS (4765-6039), AT (6367-
7266), DH (7465-7977), KR (8959-9495), ACP (9808-10008)

SpiF (spiF) 172.992/4.953  KS (97-1371), AT (1699-2604), KR (3613-4149), ACP (4483-4683)

SpiG (spiG)

554.784/15.996

KS (103-1383), AT (1720-2634), KR (3670-4203), ACP (4522-4722), KS (4804-6084), AT (6412-
7302), DH (7498-7995), ER (9028-9951), KR (9982-10518), ACP (10858-11031), KS (11113-12387),
AT (12718-13611), KR (14644-15180), ACP (15520-15720)

SpiH (spiH) 524.296/15.018  KS (73-1353), AT (1672-2562), KR (3598-4131), ACP (4450-4650), KS (4732-6012), AT (6331-7230),
KR (8257-8793), ACP (9133-9333), KS (9421-10701), AT (11014-11919), DH (12155-12621), KR
(13699-14235), ACP (14554-14754)

Spil (spil) 366.953/10.542  KS (115-1389), AT (1717-2628), KR (3658-4194), ACP (4522-4722), KS (4813-6093), AT (6436-
7341), DH (7537-8037), KR (9154-9690), ACP (10009-10209)

Spil (spiJ) 374.780/10.740  KS (106-1377), AT (1705-2616), DH (2815-3312), KR (4354-4890), ACP (5209-5406), KS (5482-

6755), AT (7072-7980), KR (8839-9375), ACP (9670-9870), TE (10117-10722)

Stromaufwarts von spiC und stromabwarts von spiJ kodierte Proteine

Vermutete Funktion Ahnlichkeit/ Zugangsnummer
Protein (Gen) GroBe (Da/bp) des homologen Quelle des homologen Proteins Identitdt (GroBe  des homologen
Proteins des homologen Proteins
Bereiches in
Aminosduren)
(Orfl) (orf1)* (15.558/393)* Transposase Myxococcus xanthus DK1622 67%/59% (106)  YP_630331.1
SpiA (spid) 29.789/792 putative Thioesterase Nostoc sp. 56%/36% (241)  NP_486085.1
SpiB (spiB) 35.748/963 mogliche Mycobacterium bovis 51%/39% (220)  NP_856621.1
Methyltransferase
SpiC (spiC) 51.172/1.434 mogliches C-Typ Pseudomonas aeruginosa 39%/30% (229)  NP_253309.1
Cytochrom
SpiK (spiK) 28.863/792 mogliche Vermutetes Symbionten- 56%/42% (188)  AA547557.1
Methyltransferase Bakterium von Paederus fuscipes
SpiL (spil) 50.503/1.368 Cytochrom Pyso Trichodesmium erythraeum 61%/40% (447)  ZP_00675674.1
SpiZ (spiZ) 27.785/759 Sigma-24 Faktor Anaeromyxobacter dehalogenans — 55%/40% (158)  YP_464957.1"

* Beriicksichtigt ist der Bereich bis zum Stopp-Kodon von spid auf dem komplementiren Strang

4.1.3 In silico-Analyse der Polyketidsynthasen

Mit dem im Internet frei zugénglichen Programm ,,PKS/NRPS-Analysis* (siche 2.17)
wurden die im Spirangien-Biosynthesegencluster kodierten PKS SpiDEFGHIJ genauer
analysiert. Dabei wurden die katalytisch aktiven Domédnen in der Proteinsequenz
annotiert. In Abbildung 4.4 und Tabelle 4.1 ist die Lage der einzelnen Doménen in den
PKS dargestellt. Die sieben PKS enthalten ein kombiniertes Lade- und
Elongationsmodul und 14 weitere Module fiir den Einbau von Extensionseinheiten. Am
C-Terminus des letzten Modules von Spil ist eine TE-Doméne kodiert.

Die Proteinsequenzen der einzelnen Doméinen der Spirangien PKS wurden (getrennt
nach katalytischer Aktivitit) miteinander verglichen und auf das Vorhandensein der
beschriebenen konservierten Motive untersucht.
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DHIKR DH I KR KR DHIKR
ACF KS AT, AT ACF KS, AT ACH Ks, AT JER°CFKS AT l.cH
Modul L1 Modul 2 Modul 3 Modul 4 Modul 5 Modul 6 Modul 7 Modul 8
spiH spil spiJ

KR DHEKR DH KR KR
PCH ks AT JEIACF KS AT els COY ACF KS, AT CFTE

Modul & Modul 10 Maodul 11 Maodul 12 Modul 13 Modul 14 Meodul 15

Abbildung 4.4: Anordung der einzelnen Doménen in der Spirangien PKS. Die einzelnen Doménen
sind durch Kugeln symbolisiert, Linkerregionen sind nicht beschriftet.

Wie bereits erldutert, sind fiir KS-Doménen ein DxxCSSxL-Motiv und ein konservierter
Histidinrest beschrieben (52;53), die auch in den KS-Doménen der Spirangien PKS zu
finden sind (Abbildung 4.5 a). In AT-Dominen ist ein GxSxG-Motiv konserviert (54),
welches in allen AT-Dominen identifiziert werden konnte. Weitere Reste wurden in
Abhingigkeit von der Substratspezifitit der AT-Doménen als konserviert beschrieben
(54,55). Dabei scheint ein konservierter Serinrest in einem YASH-Motiv spezifisch zu
sein fiir Methylmalonyl-CoA transferierende AT-Doménen und ein konservierter
Phenylalaninrest in einem HAFH-Motiv fiir Malonyl-CoA transferierende AT-
Dominen. Die AT-Doménen von Modul 1, 2, 3, 4, 7, 8 und 9 weisen das YASH-Motiv
auf, die AT-Doménen von Modul 5, 6, 10, 11, 12, 13, 14 und 15 das HAFH-Motiv
(Abbildung 4.5 b). Die ACP-Dominen des Spirangien-Biosynthesegenclusters weisen
alle den konservierten Serinrest im LGFDS Motiv auf (29), auf welchen der
Phosphopantetheinrest ~ iibertragen  wird (Abbildung 4.5 ¢, (29)). Alle
Elongationsmodule der Spirangien PKS enthalten KR-Doménen. Diese zeigen das
konservierte GxGxxGxxxA Motiv (,,Rossman fold“, (56)) und die ebenfalls
hochkonservierten Serin-, Tyrosin- und Asparaginreste (57). Die KR-Dominen der
Module 1, 2,4,6,7,9, 11, 13 und 15 der Spirangien PKS weisen an der entsprechenden
Position den fir B-Typ KR-Dominen beschriebenen Aspartatrest auf (57,58)
(Abbildung 4.5 d, vergleiche auch 3.2). Die Module 1, 2, 4, 7, 11, 13 und 14 der
Spirangien-PKS beinhalten DH-Doménen, welche alle das beschriebene konservierte
LxxHxxxGxxxxP Motiv zeigen (Abbildung 4.5 e, (30)). Die Module 2 und 7 beinhalten
zusitzlich  ER-Doménen, diese  zeigen das  beschriebene  konservierte
HxxxGGVxxAxxxA Motiv (59). Alle Module der Spirangien PKS weisen etwa 300
Aminosduren grofle Linker-Doménen auf, welche direkt N-terminal der KR-oder, falls
vorhanden, ER-Doménen liegen. Alle diese Doménen haben gemeinsame Motive, wie
z.B. ein GLxRxxxxE und ExxLAL/VR Motiv an Position ~301 bzw. ~352 (Abbildung
4.5 1, (73)).
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a 177 310 b -
KSSpi1 BTACSSSLV DAVEREHG AT Spi1 GHSQGE@ VD Ea
KS Spi12 TACSSSLV DAVEBHG AT Spid GHSQGE VI Ea
KSSpi2 DPTACSSSLV DAVERHG AT Spi2 GHSQGE@ VD EE
KS Spii4 BTACSSSLV DAVEMHG AT Spi7 GHSQGE@ VD s E
KS Spi3 TACSSSLV DAVEBHG AT Spi3 GHSQGE VD sa
KS Spi8 BITACSSSLV DAVEBHG AT Spi8 GHSQGE[E VD A
KSSpi5 BITACSSSLV DAVERHG AT Spi9 GHSQGE@ VD Ea
KSSpiL NTACSSSLV DYVEBHGP AT SpiL GHSFGE@ V
KS Spi10 BTACSSSLV DVVECHG AT Spi10 GHSMGEE V
KS Spi11 PTACSSSLV DVVECHG AT Spi6 GHSMGEE V
KS Spi13 TACSSSLV DVVECHG ATSp:|12 GHS@GE v
KSSpi4 BTACSSSLV DVVECHG AT Spit4 GHSHGEH V
KSSpi9 BTACSSSLV DVVECHG AT Spi15 GHSEGEH V
KSSpi6 DPTACSSSLV DVVECHG AT Spit1 GHSEGER V
KSSpi7 BTACSSSLV DVVECHG A;ng”g ggg gg g
H P
DxxCSSxL GxSXG
¢ " d 10 140 150
ACP Spi1 GLEsL KR Spi1 GGTGTHG N
ACP Spi14 GLBSL KR Spil5 GGTGTLG N
ACP Spi2 GLBSLT KR Spi11 GGTGTHG N
ACP Spi7 GLBSL KR Spi13 GGTGTHG N
ACP Spi10 GLBSL KR Spi2 GGTGTEG NT
ACP Spi5 GLESL KR Spi7 GGTGTLG N T
ACP Spi12 SGLPSL KR Spi4 ceTcHLG S N
ACP Spi3 GLBSL KR Spi6 GGTGALG s N
ACP Spi6 GLBSL KR Spi9 GGTGALG S N
ACP Spi9 GLESL KR Spi10 GGTGRLG s N
ACP Spi8 GLBSL KR Spi5 GGTGHEEG s N
ACP Spi15 GLBSL KR Spi12 GGTGALG ] N
ACP SpiL GLASLQ KR Spi14 GGTGALG ] N
ACP Spi11 GLBsL KR Spi3 GGTGARG s N
ACP Spi13 GLBSL KR Spi8 GGTGALG ] N
ACP Spi4 GLBSL GXGXXGXxXXA s Y N
LGFDS
e f
300
DH Spi1 LAGH Domane vor KR Spi10 GLE
DH Spi11 LADH Doméne vor KR Spi5 GEE
DH Spi13 LADH Doméne vor KR Spi12 ABE
DH Spit4 Domane vor ER Spi2 GLVRAAQ TE
DH Spi2 LAGH Doméne vor ER Spi7 = WGLVEARQME
DH Spi7 LAGH Domane vor KR Spi4 GLVRAAQAE
DH Spi4 HEV Doméne vor KRSpi1 WGLLRTAQTE
Haxxx Domane vor KR Spi11  WGLVRSAQAE
Lxx GxoooxP Domane vor KR Spi13 WGLVRSAQAE
Domane vor KR Spi15 SGLVRESAQAE
Domane vor KR Spi14 GLEBRMVALE
Domane vor KR Spi3 GLEBRVVGLE
Domane vor KR Spi8 GLEBRMVALE
Doméne vor KR Spi6  WGLBRVVSLE
Domane vor KR Spi9 WGLERVVSLE
GLxRxxxxE

Abbildung 4.5: Sequenzbereiche der konservierten Motive in den Doménen der Spirangien PKS.
a: KS-Doménen; b: AT-Doménen; ¢: ACP-Doménen; d: KR-Doménen; e: DH-Doménen
und f: AT-KR/DH-KR/DH-ER-Linkerregionen. Konservierte Motive sind unter den
Sequenzvergleichen abgebildet. Der Bereich der AT-Doménen, welcher maligeblich fiir
die Auswahl des CoA-Esters ist, ist schwarz umrandet.
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4.1.4 Inaktivierungsexperimente zur funktionalen Analyse der Post-PKS Enzyme

Um die Funktion der im Gencluster kodierten Post-PKS Enzyme bei der Spirangien-
Biosynthese zu untersuchen, wurden alle entsprechenden Gene unabhédngig voneinander
durch Insertion von pSUPHyg-Derivaten inaktiviert.

4.1.4.1 Inaktivierung der Typ II Thioesterase spid

Fiir die Inaktivierung von spid wurde das Plasmid pBFS A hergestellt (Abbildung 4.6).
pBFS A enthélt ein 0,9 kb grofles Insert, welches homolog zum 5’-Ende von spiA ist.
Allerdings wurden stromabwirts des spid-Startkodons ein Stopp-Kodon und eine Ndel-
Schnittstelle eingefiihrt. Das Vektor-Riickgrat stammt von pSUPHyg (72) und enthalt
ein Hygromycin-Resistenzgen. Zur genauen Klonierung des Plasmides siche 2.6.4.
Nach DNA-Transfer von pBFS A durch biparentale Konjugation (vergleiche 2.12.3)
kann die Plasmid-DNA {iber das zur genomischen DNA homologe Insert in das
S. cellulosum  So ce90A1-Chromosom integrieren. Bei einem  gewiinschten
Integrationsereignis stromabwérts des eingefiihrten Stopp-Kodons resultieren zwei
Kopien von spid, welche beide inaktiv sind. In der ersten Kopie fehlen 0,3 kb am 3’-
Ende und in der zweiten Kopie folgt dicht auf das Start-Kodon das eingefiihrte Stopp-
Kodon (vergleiche Abbildung 4.6 a).

Nach Konjugation von pBFS A in S. cellulosum So ce90A1 wurden Hygromycin-
resistente Klone erhalten, angezogen und sowohl genotypisch als auch phénotypisch
charakterisiert.

4.1.4.1.1 Genotypische Analyse der Mutante

Fiir die genotypische Analyse der Mutanten wurde die genomische DNA isoliert und
mit den Restriktionsendonukleasen Ndel und Notl hydrolysiert. Die DNA-Fragmente
wurden gelelektrophoretisch aufgetrennt, auf eine Nylon-Membran transferiert und mit
einer Digoxigenin (DIG)-markierten Sonde hybridisiert (Southern Blot, verleiche 2.14).
Als Sonde wurde das 0,5 kb grofe, zum 5’-Ende von spi4 homologe Fragment
eingesetzt, welches in pBFS A kloniert vorliegt. In allen analysierten Mutanten konnten
die zwei Kopien von spi4 nachgewiesen werden, die nach Integration des Vektors
erwartet wurden: jeweils zwei DNA-Fragmente hybridisierten mit der Sonde
(Abbildung 4.6 b). Durch die eingefiihrte Ndel-Schnittstelle konnte auch nachgewiesen
werden, ob die Integration stromaufwirts oder, wie fiir die Inaktivierung gewiinscht,
stromabwirts der Ndel-Schnittstelle und des eingeiihrten Stopp-Kodons stattgefunden
hatte. Bei einer Integration stromabwirts der Ndel-Schnittstelle hybridisieren nach
Restriktion mit Ndel und Notl ein 1,4 kb und ein 13,0 kb grofles Fragment (vergleiche
Abbildung 4.6 a), bei einer unerwiinschten Integration stromaufwirts der Ndel-
Schnittstelle hybridisieren nach Restriktion mit Ndel und Notl ein 3,6 kb und ein 6,4 kb
groles Fragment. Die Mutante BFSA-2 zeigte die gewiinschten Signale bei 1,4 und
13,0 kb (Spur 5 in Abbildung 4.6 b) und wurde phénotypisch charakterisiert.



4 Ergebnisse 11 77

a _ b 12345
- — 21,1 kb
-
=
- — 5,1kb
o=
Lol o
/
Ndel
—1,5kb
1. Integration von pBFS_A in die chromosomale DNA
2. Restriktion mit Ndel/ Notl o~
3. Hybridisierung mit dem DIG-markierten  DIG
0,5 kb Fragment des Vektors
Ndel °r el el °° Notl
3,1 kb 0,5 kb 0,4 kb // 9,0kb

1,4 kb 13,0 kb

Abbildung 4.6: Das Inaktivierungskonstrukt pBFS_A (a) und die genotypische Analyse der
Insertionsmutanten (a, b) a: Nach Integration von pBFS_A in die chromosomale DNA
iiber den eingefiihrten homologen Bereich (gemustert) resultieren zwei Kopien von
spid. Je nachdem, ob die Integration stromaufwérts oder stromabwiérts des eingefiihrten
Stopp-Kodons (Stern) stattgefunden hat, wird nach Restriktion mit Ndel/Nofl und
Hybridierung mit dem DIG markierten homologen 0,5 kb Fragment des Vektors ein
unterschiedliches Bandenmuster erhalten. Der Genotyp nach gewiinschter Integration
und die GroBe der erwarteten Banden ist unten abgebildet. b: Southern Blot Analytik
von vier Mutanten (Spuren 1, 3, 4 und 5). Spur 2: DIG markierter DNA-
GroBenstandard. Das Signal der 1,4 kb Bande (siehe laufender Text) in Spur 1 ist
schwach vorhanden, die Mutanten-DNA in den Spuren 1 und 5 zeigt das erwartete
Restriktionsmuster: eine 1,4 kb und 13,0 kb grofe Bande hybridisieren. Bei einer
unerwiinschten Integration hybridisieren eine 3,6 kb und 6,4 kb grofle Bande (Spuren 3
und 4).

4.1.4.1.2 Phanotypische Analyse der Mutante

Die Mutante BFSA-2 wurde parallel zum Wildstamm 14 Tage unter XAD-Zusatz in
Produktionsmedium kultiviert, dann wurden Zellen und XAD abgetrennt, die
enthaltenen Sekundirstoffe extrahiert und per HPLC-MS analysiert (zur genauen
Vorgehensweise vergleiche 2.18, 2.19). Die Mutante und der Wildstamm produzierten
vergleichbar viel Epothilon und Spirangien.

4.1.4.2 Inaktivierung der Methyltransferasen spiB und spiK

Die Methyltransfersen kodierenden Gene spiB und spiK wurden unabhingig
voneinander durch Insertion inaktiviert, um Einblick in die Funktion der Genprodukte
bei der Spirangien-Biosynthese zu erhalten.. Die entsprechenden Konstrukte pBFS B
und pBFS K basieren auf pSUPHyg, die Lage der homologen Bereiche zur
genomischen DNA sind in Abbildung 4.7 a undAbbildung 4.7 ¢ dargestellt.
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Abbildung 4.7: Inaktivierungskonstrukte fur spiB (a) und spiK (c) und Southern Blot Analyse der
Mutanten (b, d). a, ¢: Der Stern symbolisiert das eingefiihrte Stopp-Kodon. b, d: Spuren
1-5 bzw. 1-3: genomische Mutanten-DNA, hydrolysiert mit No#l/Ndel. Hybridisiert
wurde mit DIG-markierten Fragmenten der Inaktivierungskonstrukte: 654 bp Fragment
von pBFS B (b) und 450 bp Fragment von pBFS-K (d). In b) zeigen Mutanten mit
gewlinschter Integration stromabwirts der eingefiihrten Ndel-Schnittstelle Signale bei 2,4
kb und 12,5 kb (Spuren 2-5), Mutanten mit unerwiinschter Integration zeigen Signale bei
3,8 kb und 7,4 kb (Spur 1). In d) zeigen Signale bei 2,6 kb und 10,6 kb eine gewiinschte
Integration stromabwirts der eingefithrten Ndel-Schnittstelle an (Spur 1+3), Signale bei
5,1 kb und 6,1 kb eine unerwiinschte Integration (Spur 2). D: DIG markierter DNA-
GroBenstandard.

4.1.4.2.1 Genotypische Analyse der Mutanten

Die Mutanten, welche nach Konjugation von pBFS B und pBFS K erhaltenen wurden,
wurden angezogen und nach Isolation der genomischen DNA genotypisch
charakterisiert. Die DNA wurde mit Notl/Ndel hydrolysiert, elektrophoretisch
aufgetrennt und in zwei Southern Blots analysiert. Fiir die genotypische
Charakterisierung der spiB-Mutanten wurde das DIG-markierte 654 bp Fragment von
pBFS B eingesetzt. Bei einer erwiinschten Integration von pBFS B stromabwirts des
eingefiihrten Stopp-Kodons und der Ndel-Schnittstelle hybridisierten ein 2,4 kb und ein
12,5 kb grofles Fragment mit der Sonde. Nach einer unerwiinschten Integration des
Vektors stromaufwérts der eingefiihrten Ndel-Schnittstelle hybridisierten ein 3,8 kb und
ein 7,4 kb groBes Fragment mit der Sonde (Abbildung 4.7 b). Fiir die genotypische
Charakterisierunng der spiK-Mutanten wurde das DIG-markierte 450 bp Fragment von
pBFS K eingesetzt. Bei einer erwiinschten Integration von pBFS K stromabwirts des
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eingefiihrten Stopp-Kodons und der Ndel-Schnittstelle hybridisierten ein 2,6 kb und ein
10,6 kb grofles Fragment mit der Sonde. Nach einer unerwiinschten Integration des
Vektors stromaufwirts der eingefiihrten Ndel-Schnittstelle hybridisierten ein 5,1 kb und
ein 6,1 kb groBBes Fragment mit der Sonde (Abbildung 4.7 d).

Es konnten neben Mutanten mit unerwiinschter Integration jeweils Mutanten mit der
gewiinschten Integration der Inaktivierungskonstrukte identifiziert werden.

4.1.4.2.2 Phanotypische Analyse der Mutanten

Kulturextrakte der genetisch verfizierten Mutanten BFSB-11 (Inaktivierung von spiB)
und BFSK-2 (Inaktivierung von spiK) wurden per HPLC-MS analysiert. Beide
Mutanten produzierten keine Spirangiene A und B mehr, aber je neue Verbindungen.
Diese neuen Verbindungen zeigten eine Massendifferenz von -14 Masseneinheiten
gegeniiber Spirangien A und B und ein UV-Spektrum, welches dem der bekannten
Spirangiene sehr dhnlich ist (Abbildung 4.8).

Intens. BFSE-11.0: LV Chromatogram, 333-335 nm |

| BFSB-11 L - 668

300 4

IDU%
o] NLLM N
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BFSKZ.D: UV Chromatagram, 333-355 nm
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Abbildung 4.8: HPLC-MS-UV/VIS Analyse von Extrakten der Mutante BFSB-11, des Wildstammes
und der Mutante BFSK-2. Rechts im Bild sind die UV-Spektren im Bereich 200-
600 nm der beschrifteten Peaks angezeigt. Mit Sternen gekennzeichnete Peaks haben
gleiche Massen und entsprechen vermutlich verschiedenen cis/trans Isomeren von
Spirangien A (*) und Spirangien B ().
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4.1.4.2.3 Fitterungsversuche zur Strukturaufklarung der Desmethylderivate

Es wurde vermutet, dass es sich bei den von den Methyltransferase-Mutanten BFSB-11
und BFSK-2 produzierten Derivaten um Spirangien-Varianten handelt, die anstelle
einer Methoxygruppe eine OH-Gruppe an C3 bzw. C23 tragen (vergleiche Abbildung
1.3). Durch Fiitterungsexperimente des Wildstammes und der Mutanten mit L-[Methyl-
*H;]-Methionin sollte diese Hypothese iiberpriift werden (vergleiche 2.18.2). In dem
Kulturextrakt des Wildstammes konnte nach der Fiitterung der deuterierten Substanz fiir
Spirangien A und B eine Massenverschiebung von +3 und +6 Masseneinheiten
festgestellt werden, entsprechend einer bzw. zwei auf die Hydroxylgruppen an C3/C23
tibertragenen Dj-markierten Methylgruppen. In den Kulturextrakten der Mutanten
konnte nach der Fiitterung je nur eine Massenzunahme um +3 Masseneinheiten
festgestellt werden, entsprechend dem Einbau von nur einer Dj-markierten
Methylgruppe.

Um zu untersuchen, welche Hydroxylgruppe in den Mutanten jeweils nicht methyliert
wird, wurden der Wildstamm und die Mutanten in 500 ml Kulturmedium kultiviert und
mit L-[Methyl-">C]-Methionin gefiittert (2.19.2). Spirangien(-Derivate) enthaltende
Fraktionen der Kulturextrakte (vergleiche 2.18) wurden per "C-NMR vermessen. Die
chemischen Verschiebungen der 3-OMe Kohlenstoffe der Spirangiene liegen zwischen
56,7 und 57,0 ppm, die der 23-OMe Kohlenstoffe bei 55,7 ppm (Abbildung 4.9, (27)).
Das Signal des 3-OMe Kohlenstoffs fehlt bei den Spirangien-Derivaten der Mutante
BFSK-2, demgegeniiber fehlt das Signal des 23-OMe Kohlenstoffs bei den Derivaten
der Mutante BFSB-11 (Abbildung 4.9).
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Abbildung 4.9: Ausschnitt der *C NMR Spektren der isolierten Spirangien-Fraktionen des
Wildtypen (WT) und der Mutanten BFSB-11 und BFSK-2 nach Fitterung von L-
[Methyl-*C]-Methionin.

Zur Diskussion des Signales bei 56,44 ppm vergleiche 5.3.3.1.

4.1.4.3 Inaktivierung der Cytochrom-P4s9 Monooxygenase spiC

spiC kodiert eine Cytochrom-P4s0 Monooxygenase. Deren Funktion in der Spirangien-
Biosynthese wurde untersucht, indem das Gen durch Insertion des pSUPHyg-Derivates
pBFS_C inaktiviert wurde. Direkt stromabwirts von spiC folgt mit 13 bp Abstand spiD,
welches die erste PKS kodiert. Um auch nach der Insertionsinaktivierung von spiC die
Transkription von spiD und der folgenden Gene zu gewihrleisten, wurde der aphll-
Promotor (74) zusammen mit dem homologen Fragment zu spiC in das
Inaktivierungskonstrukt kloniert (vergleiche Abbildung 4.10 a). Nach Integration von
pBFS _C ist die erste Kopie von spiC am 3’-Ende um 308 bp verkiirzt, in der zweiten
Kopie folgt ein eingefiihrtes Stopp-Kodon direkt auf das letzte potentielle Start-Kodon
GTG. Das tatsdchliche Start-Kodon von spiC konnte anhand von Leserahmen-Analysen
und Vergleichen mit bekannten Sequenzen nicht eindeutig bestimmt werden, das
beschriebene GTG ist das letzte Start-Kodon, das als wahrscheinlich angesehen werden
kann. Der -eingefiihrte aphll-Promotor liegt in den resultierenden Mutanten
stromaufwirts der zweiten inaktiven spiC Kopie und den folgenden PKS kodierenden
Genen.
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Abbildung 4.10: Inaktivierungskonstrukt fir spiC (a) und Southern Blot Analyse der Mutanten (b).
a: Ein Stern symbolisiert das eingefiihrte Stopp-Kodon. b: Spuren 1-5: genomische
Mutanten-DNA, D: DIG markierter DNA-Grof3enstandard.Nach Restriktion mit BamHI
und Hybridisierung mit dem DIG-markierten Hygromycinresistenzgen des Vektor-
Riickgrats wurde bei allen Mutanten die erwartete 8,5 kb grofie Bande detektiert.

4.1.4.3.1 Genotypische Analyse der Mutanten

Nach biparentaler Konjugation von pBFS C in S. cellulosum So ce90A1 wurden
Hygromycin-resistente Klone erhalten. Die genomische DNA der Klone wurde isoliert,
mit BamHI hydrolysiert und gelelektrophoretisch aufgetrennt. In einem Southern Blot
wurde mit dem DIG-markierten Hygromycinresistenzgen des Vektor-Riickgrats
hybridisiert. Bei mehreren Mutanten konnte die erwartete 8,5 kb-Bande detektiert
werden (vergleiche Abbildung 4.10 b).

4.1.4.3.2 Phanotypische Analyse der Mutante

Die vier genetisch verfizierten Mutanten BFSC-2, -3, -5 und -7 wurden parallel zum
Wildstamm kultiviert, anschlieBend wurden die Sekundirstoffe extrahiert und per
HPLC-MS analysiert. Im Gegensatz zum Wildstamm-Extrakt konnten in keinem der
Mutanten-Extrakte Spirangiene oder Spirangien-Derivate nachgewiesen werden.

4.1.4.3.3 Verifizierung der Kontrolle der Transkription der PKS kodierenden Gene
durch den aphll-Promotor

Um sicherzustellen, dass die fehlende Spirangien-Produktion der BFSC-Mutanten nicht
durch unzureichende Transkription der PKS kodierenden Gene begriindet ist, wurde ein
zweites Insertionskonstrukt fiir spiC kloniert. Das Konstrukt pBFS CP trdgt ebenfalls
den aphll-Promotor stromaufwirts des homologen Fragments zu spiC, das homologe
Fragment ist jedoch gréBer als in pPBFS _C und beinhaltet das gesamte 3°-Ende des Gens
(siche Abbildung 4.11 a). Nach Integration von pBFS CP resultiert eine erste,
vollstdndige Kopie von spiC unter Kontrolle des natiirlichen Promotors und eine zweite,
inaktive Kopie von spiC unter Kontrolle des aphll-Promotors. Die Transkription der
PKS kodierenden Gene ist abhéngig vom eingefiihrten aphll-Promotor. Eine potentielle
Ribosomen-Bindestelle ist stromaufwérts von spiD vorhanden.
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Abbildung 4.11: Konstrukt zur Kontrolle der Expression der PKS-kodierenden Gene

durch den aphII-Promotor (a) und Southern Blot Analyse der Mutanten
(b). a: Ein Stern symbolisiert das eingefiihrte Stopp-Kodon. b: Spuren 1-6:
genomische Mutanten-DNA, D: DIG markierter DNA-GroBenstandard, L:
DNA GroBenstandard (unspezifische Hybridisierung). Nach Restriktion mit
BamHI/Hindlll und Hybridisierung mit dem DIG-markierten Hygromycin-
Resistenzgen des Vektor-Riickgrats wurde bei allen Mutanten die erwartete 7,8
kb groBle Bande detektiert.

4.1.4.3.4 Genotypische Analyse der Mutanten

Auch nach Konjugation von pBFS CP in S. cellulosum Soce90Al wurden
Hygromycin-resistente Klone erhalten. Die genomische DNA der Klone wurde isoliert,
mit BamHI/Hindlll hydrolysiert und gelelektrophoretisch aufgetrennt. In einem
Southern Blot wurde mit dem DIG-markierten Hygromycinresistenzgen des Vektor-
Riickgrats hybridisiert. Die erwartete 7,8 kb-Bande wurde bei mehreren Mutanten
detektiert (vergleiche Abbildung 4.11 b).

4.1.4.3.5 Phanotypische Charakterisierung der Mutanten

Die verifizierte Mutante BFSCP-6 wurde parallel zum Wildstamm kultiviert und
anschlieBend der Sekunddrstoffgehalt der Kulturextrakte analysiert. Wie beim
Wildstamm konnten bei der Mutante die Produktion von Spirangienen nachgewiesen
werden, wenn auch mit etwas reduzierter Ausbeute. Die Kontrolle der Transkription der
PKS-kodierenen Gene durch den aphll-Promotor ist somit in der Mutante gewéahrleistet.

4.1.5 Untersuchung der Sequenzwiederholungen im PKS kodierenden Teil des
Spirangien-Biosynthesegenclusters

Bei Vergleichen des PKS-kodierenden Sequenzbereiches des Spirangien-
Biosynthesegenclusters mit sich selbst (,,dot plot“) fielen eine Reihe von
Sequenzwiederholungen im Gencluster auf. Sechs Sequenzbereiche mit einer GrofB3e
von 1,0 bis 4,6 kb sind mindestens zweimal im Cluster vorhanden, dabei sind jeweils
bis zu 99,9 % der Basenpaare identisch (vergleiche Tabelle 4.2, Abbildung 4.12). Die
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wiederholt vorkommenden Sequenzbereiche lassen sich drei Regionen zuordnen. Die
erste Region umfasst drei der hoch homologen Sequenzbereiche und hat eine
GesamtgroBe von 8,0 kb. Diese Region kodiert den Bereich von der AT-Doméne von
Modul 2 bis einschlieBlich der AT-Doméne von Modul 3 von SpiD/SpiE und ist ein
weiteres Mal in spiG vorhanden, wo sie den Bereich von der AT-Doméne von Modul 7
bis einschlieBlich der AT-Domine von Modul 8 kodiert. Die beiden Sequenzregionen
sind zu 86,2 % identisch. Die 4,1 kb grofle, das gesamte Modul 5 kodierende Region
von spiF existiert ein zweites Mal in spiH, wo sie fiir Modul 10 kodiert. Das Ausmal
der Identitit der beiden Sequenzbereiche betrdgt 78,2 %. Die dritte Region von
Sequenzwiederholungen liegt in spiH und spil beziehungsweise in spil und spiJ. Die
8,2 kb grofle Region kodiert fiir das gesamte Modul 11 bzw. Modul 13 und die KS-AT-
Didomine der jeweils folgenden Module 12 bzw. 14. Diese beiden Regionen sind zu
90,1 % identisch. Der letzte, die KS-AT-Didoméne kodierende Sequenzbereich dieser
Region existiert ein drittes Mal, auf spiJ. Die beiden Sequenzwiederholungen in spiJ
sind iiber 2,2 bzw. 2 kb zu 99,4 % bzw. 98,6 % mit dem entsprechenden Bereich in spil
identisch. In Tabelle 4.2 ist die genaue Lage der Sequenzwiederholungen im Cluster
aufgefiihrt; in Abbildung 4.12 sind die Dot-Plot Analyse des gesamten PKS-
kodierenden Bereichs und die Lage, GroBe und Ahnlichkeit der wiederholt
vorkommenden Sequenzregionen dargestellt.

Tabelle 4.2: Lage und Lange der Sequenzwiederholungen im Spirangien-Biosynthesegencluster

Position im Genbe- Position im | Genbe- Lénge des | Identische | kodierte Domanen®
Cluster 1 reich | Cluster 11 reich 11 Bereiches | Basen-

[bp] [bp] [bp] paare [%0]

14.000 - spiD2 40.916 - spiG2 1.676 99,9 AT-DH

15.676 42.591

16.753 - spiD2 43.647 - spiG2 2.140 95,1 ER-KR-ACP

18.898 45.784

20.645 - spiEl 47.283 - spiG3 1.232 99,8 AT

21.877 48.514

30.001 - spiF 55.968 - spiH?2 4.113 78,2 (KS)-AT-L*-KR-(ACP)
34.099 60.081

60.186 - spiH3 70.592 - spil2 4.615 87,4 KS-AT-DH-L-(KR)
64.801 75.207

64.532 - spiH3 75.000 - spil2 965 97,8 (KR)-(ACP)

65.496 75.965

66.369 - spill 76.833 - spiJl 2.246 99,4 (KS)-AT

68.615 79.079

66.555 - spill 82.432 - spiJ2 2.062 98,6 (KS)-AT”

68.581 84.446

* durch den beschriebenen Sequenzbereich unvollstindige erfasste Dominen sind in Klammern
angegeben, nahezu komplette Doménen sind in grauen Klammern angegeben

* L= Linker
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Abbildung 4.12: Analyse von Sequenzwiederholungen im Spirangien-Biosynthesegencluster.
a: Lage der Sequenzwiederholungen im Cluster und Funktion der kodierten
Proteinbereiche; b: GroBe und Ausmal3 der Identitdt der Sequenzwiederholungen; c:
»Dot Plot“ Analyse des gesamten PKS kodierenden Bereiches des Spirangien-
Biosynthesegenclusters. Dabei wird die Sequenz mit sich selbst verglichen, Bereiche
mit groBer Ahnlichkeit (>85%/ 30 bp) werden durch Punkte angezeigt. Punkte, welche
sich zu einer Geraden verbinden lassen, zeigen Regionen mit hohem Identitdtsgrad an.
Die Diagonale in der Mitte des Diagramms zeigt die Ubereinstimmung jeder Base mit
sich selbst an.

4.2 Untersuchungen zur Regulation der Sekundarstoffproduktion in
S. cellulosum So ce90

S. cellulosum So ce90 produziert nicht nur Spirangiene, sondern auch Epothilone,
welche sich als Zytostatika in Phase I1I der klinischen Priifung befinden. Ein Ziel dieser
Arbeit war es, regulatorische Proteine der Sekundérstoff-Produktion in S. cellulosum
So ce90A1 bzw. So ce90D48 zu finden. Der Stamm S. cellulosum So ce90D48 ist durch
UV-Mutagenese entstanden und produziert bereits Epothilone mit erhdhter Ausbeute
(K. Gerth, personliche Mitteilung). Fiir die Identifizierung regulatorischer Proteine der
Sekundérstoffproduktion wurden zwei verschiedene Strategien verfolgt. Beide gehen
von der Annahme aus, dass homologe Proteine aus S. cellulosum So ce90 und S.
cellulosum So ce56 wegen der nahen Verwandschaft der Staimme (K. Gerth, personliche
Mitteilung) eine groBe Ahnlichkeit aufweisen. Zum einen wurden regulatorische
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Proteine isoliert und ndher charakterisiert, welche an die Promotor-Region des
Epothilon-Biosynthesegenclusters binden. Zum anderen wurden
Inaktivierungskonstrukte fiir Gene bekannter Regulatoren aus S. cellulosum So ce56 in
S. cellulosum So ce90 konjugiert mit dem Ziel, vorhandene homologe Gene zu
inaktivieren.

4.2.1 Die UV-Mutante S. cellulosum So ce90D48

Untersuchungen zur Regulation wurden sowohl mit dem Wildstamm S. cellulosum
So ce90 als auch mit der Mutante S. cellulosum So ce90D48 durchgefiihrt. Diese
Mutante resultiert aus mehrfacher UV-Mutagenese des Wildstammes und produziert vor
allem die pharmakologisch wichtigen Epothilone C und D in erhohter Ausbeute,
wohingegen Spirangiene nicht mehr gebildet werden (K. Gerth, personliche Mitteilung).
Die Epothilone A und B werden nur in Spuren produziert. Die Epothilone A und B
entstechen im Wildstamm durch Epoxidierung von Epothilon C und D durch die
Cytochrom Pss0 Monooxygenase EpoF (auch als EpoK bezeichnet) (vergleiche
Abbildung 5.19, (75,76)). Nach Amplifizierung von epoF von genomischer DNA von
S. cellulosum So ce90D48 wurde das Gen in pCR2.1Topo kloniert und von drei
unabhingigen Klonen sequenziert (pEpoF1 -3, vergleiche 2.6.4). Das abgeleitete
inaktive Genprodukt weist gegeniiber dem Wildtyp-EpoF zwei Punktmutationen auf,
Leucin in Position 270 ist in der Mutante durch Prolin ersetzt, Arginin an Position 296
durch Cystein.

4.2.2 Untersuchungen von regulatorischen Proteinen, welche durch
biomagnetische Separation von Promotorbindeproteinen identifiziert wurden

Die biomagnetische Separation von Promotorbindeproteinen wurde zu Beginn dieser
Arbeit von Shwan Rachid durchgefiihrt: Der biotinylierte Promotor des Epothilon-
Biosynthesegenclusters aus  S. cellulosum So ¢e90 wurde mit einem
Gesamtproteinextrakt einer sechs Tage alten Kultur von S. cellulosum So ce90D48
inkubiert. Zugehdorige regulatorische Proteine konnen an die Promotorregion binden und
mit Hilfe des eingefiihrten Biotinrestes vom restlichen Zellprotein abgetrennt werden
(,,Promotor-Fischen*). Dabei bindet der Biotinrest an Streptavidin, welches wiederum
an magnetische Partikel gekoppelt ist und {iber diese abgetrennt werden kann. Die
gebundenen Proteine wurden isoliert und mit Trypsin hydrolysiert. Das hydrolysierte
Proteingemisch wurde massenspektrometrisch analysiert, die entstandenen Fragmente
wurden mit dem in in silico hydrolysierten und translatierten S. cellulosum So ce56
Genom verglichen. Das ist moglich, weil vorhandene Sequenzen aus S. cellulosum So
ce90 eine groBe Ubereinstimmung mit der Sequenz von S. cellulosum So ce56 zeigen.
Auf diese Weise wurden zwei im Genom von S. cellulosum So ce56 kodierte Proteine
mit potentiell regulatorischer Funktion gefunden, welche PbP4 und DeoRB genannt
wurden (abgeleitet von Promotor-Bindeprotein bzw. dem Namen des dhnlichen Gens in
S. cellulosum So ce56).
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4.2.2.1 PbP4

Das im Genom von S. cellulosum So ce56 kodierte PbP4 besitz ein Molekulargewicht
von 186.356 Dalton (pbP4: 5082 bp) und zeigt Ahnlichkeiten zu Serin-Threonin-
Kinasen (z. B. 41 % identische und 61 % &hnliche Aminoséduren liber die gesamte
Proteinldnge zu einer Serin-Threoninkinase mit ,two component’ Sensordomidne aus
Nostoc sp. PCC7120; NP_484398).

4.2.2.1.1 Sequenzierung von pbp4

Um die Sequenz von pbp4 in im S. cellulosum So ce90 zu erhalten, wurde zunichst mit
dem Oligonukleotidpaar His-regulator-2-up/His-regulator-2-dn ein 2,2 kb grofles
Fragment von pbp4 von genomischer DNA von S. cellulosum So ce56 amplifiziert. Mit
diesen Oligonukleotiden wurde von genomischer DNA von S. cellulosum So ce90 als
Matritze kein Amplifikat erhalten. Das von S. cellulosum So ce56 erhaltene Fragment
wurde DIG markiert und als Sonde fiir die Hybridisierung mit einem hochdichten Filter
der S. cellulosum So ce90 Cosmidbank eingesetzt (vergleiche 4.1.1.2). Drei
hybridisierende Cosmide (c41, c42 und c43) wurden isoliert und als Matritze fiir eine
PCR mit His-regulator-2-up/His-regulator-2-dn eingesetzt. Dabei wurde ein 2,2 kb
groles Fragment erhalten, welches in pCR®2.1Topo kloniert (pPbP4) und durch
»primer walking“ sequenziert wurde. Das erhaltene pbp4 Fragment aus S. cellulosum So
ce90 ist mit dem entsprechenden Fragment aus S. cellulosum So ce56 zu 91,2 %
identisch, auf Protein-Ebene sind die Fragmente zu 90,1% identisch.

4.2.2.1.2 Inaktivierung von pbp4

Ausgehend von den 2,2 kb bekannter Sequenz wurde das Inaktivierungskonstrukt fiir
pbp4 pPbP4KO mit 0,9 kb homologen Bereich entworfen, kloniert (vergleiche 2.6.4)
und in S. cellulosum So ce90D48 konjugiert. Die erhaltenen Klone wurden nach
Restriktion der genomischen DNA mit BamHI in einem Southern Blot verifiziert, dabei
hybridisierte das als Sonde eingesetzte DIG-markierte Hygromycin-Resistenzgen mit
einem etwa 9 kb groBBen Fragment. Die Parallel-Mutanten PbP4KO-2, -4 und -5 wurden
analog zum Wildstamm in Produktionsmedium unter XAD-Zusatz angezogen, die
Kulturextrakte wurden mit HPLC-MS analysiert. Die Sekundirstoffproduktion der
Mutanten war vergleichbar mit der des Wildstammes.

Die Sequenzierung der restlichen pbp4-Sequenz wurde daraufthin nicht weiter verfolgt.

42.2.2 DeoRB

DeoRB ist ein weiteres S. cellulosum So ce56 Protein, das nach (in silico) tryptischer
Hydrolyse Fragmente aufweist, die mit nach tryptischer Hydrolyse des mit dem
Epothilon-Promotor ,,gefischten S. cellulosum So ce90 Proteins erhaltenen Fragmenten
iibereinstimmen. DeoRB hat ein Molekulargewicht von 39.840 Dalton (1104 bp) und
zeigt Homologien zu Transkriptionsfaktoren, wie einem Transkriptionsregulator der
DeoR-Familie aus Streptomyces avermitilis MA4680 (57 % identische und 71 %



88 4 Ergebnisse 11

dhnliche Aminoséuren von insgesamt 307; NP_827712.1). Ein fiir die DNA-Bindung
typischerweise benotigtes Helix-turn-Helix-Motiv ist vorhanden. Nach tryptischer
Hydrolyse von DeoRB (S. cellulosum So ce56) entstehen 42 Fragmente, welche aus
mindestens zwei Aminosduren bestehen, 15 davon entstehen auch nach tryptischer
Hydrolyse von DeoRB aus S. cellulosum So ce90.

4.2.2.2.1 Sequenzierung von deoRB

deoRB sollte aus S. cellulosum So ce90 sequenziert werden. Ausgehend von der S.
cellulosum So ce56 Sequenz wurde ein Oligonukleotidpaar DeoR-like-up/DeoR-like-dn
entworfen, welches ein 930 bp Fragment von deoRB amplifiziert. Mit genomischer
DNA von S. cellulosum So ce90 als Matritze wurde kein Amplifikat erhalten. Das von
genomischer DNA von S. cellulosum So ce56 erhaltene Fragment wurde darauthin DIG
markiert und als Sonde fiir die Hybridisierung mit der S. cellulosum So ce90
Cosmidbank eingesetzt. Drei hybridisierende Cosmide ¢31, ¢32 und ¢33 wurden isoliert
und als Matritze fiir eine PCR mit dem Oligonukleotidpaar DeoR-like-up/DeoR-like-dn
eingesetzt. Das erhaltene 0,9 kb Fragment wurde in pCR®2.1Topo kloniert (pPDA3)
und sequenziert. Um die vollstandige Sequenz von deoRB aus S. cellulosum So ce90 zu
erhalten, wurden die Cosmide mit verschiedenen Restriktionsendonukleasen
hydrolysiert, gelelektrophoretisch aufgetrennt, und in einem Southern Blot erneut mit
dem DIG markierten deoRB Fragment hybridisiert. Nach Restriktion von ¢31 mit
BamHI hybridisierte ein 3,9 kb groBes Fragment (vergleiche Abbildung 4.13 a). Dieses
Fragment wurde iiber die BamHI-Schnittstelle in pBSII(+) kloniert (pPbPA3) und durch
»~Primer Walking® sequenziert. deoRB aus S. cellulosum So ce90 ist 1134 bp grof3
(DeoRB: 40.824 Dalton) und ist mit deoRB aus S. cellulosum So ce56 liber 1063 bp zu
87 % identisch (auf Protein-Ebene iiber 325 Aminosduren 85 % Identitit).

4.2.2.2.2 Inaktivierung von deoRB

Die Funktion von DeoRB in S. cellulosum So ce90 sollte untersuchen werden, deshalb
wurde das Inaktivierungskonstrukt pPbP3KO (vergleiche Abbildung 4.13 b) kloniert
und in S. cellulosum So ce90D48 und S. cellulosum So ce90A1 konjugiert. Mit einem
Southern Blot nach Restriktion mit Nofl/Ndel und einem homologen Fragment des
Inaktivierungskonstruktes als Sonde (Oligonukleotidpaar PbP3KO1/PbP3K0O2) wurden
Mutanten mit gewiinschter Integration des Inaktivierungskonstruktes identifiziert
(Hybridisierung eines 5,3 und eines 8 kb-Fragmentes, unerwiinschte Integration:
Hybridisierung eines 4,1 und eines 7,2 kb-Fragmentes, vergleiche Abbildung 4.13 c¢).
Die deoRB Mutanten von S. cellulosum So ce90D48 (Parallelmutanten PbP3KOI1,
PbP3KOA und PbP3KOE) wurden parallel zum Wildstamm unter XAD-Zusatz in
Produktionsmedium kultiviert. Der Epothilongehalt der Kulturextrakte der Mutanten
unterschied sich nicht signifikant von dem der Wildtamm-Extrakte. Von S. cellulosum
So ce90A1 wurden die verifizierten deoRB Mutanten A3KO-3, -5, -6 und -10 parallel
zum Wildstamm kultiviert. Alle Mutanten produzierten wie der Wildstamm Epothilone,
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aber keine der Mutanten produzierte Spirangien A oder B. Die Mutante A3KO-3 (spiter
umbenannt in BFA3KO) produziert neue Spirangien-Derivate (vergleiche 4.3).

@ 123D456 b C 1 23 D45
=3 — 21 kb deoRB Notl
g g —) - I ' NP
I 24 BanrHI Ndel Hindlll = —5,1kb
A 4 e 615 bp— — 530 bp— Wil i isateay
= =3 -
- —20kb pPbP3KO E

Ndel

Abbildung 4.13: Southern-Blot Analyse der Cosmide ¢31 und ¢33 (a), das Inaktivierungskonstrukt
pPbP3KO (b) und Southern-Blot Analyse von mit pPbP3KO erhaltenen Mutanten
von S. cellulosum So ce90AL (c). a: Spuren 1 — 3: ¢31 hydrolysiert mit BamHI, Pstl
und Notl, D: DIG markierter DNA-GroBenstandard, Spuren 4 — 6: ¢33 hydrolysiert mit
BamHI, Pstl und Notl. b: Ein Stern symbolisiert das eingefiihrte Stopp-Kodon. ¢)
Spuren 1 — 5: genomische DNA von S. cellulosum So ce90A1-Mutanten, D: DIG
markierter DNA-GroBenstandard. Bei Mutanten mit gewiinschter Integration
hybridisiert eine 5,3 kb und ein 8 kb-Fragment (Spuren 2, 3 und 4), nach unerwiinschter
Integration hybridisiert eine 4,1 kb und eine 7,2 kb-Fragment (Spuren 1 und 5),

4.2.3 Untersuchungen zu Proteinen in S. cellulosum So ce90, welche signifikante
Homologien zu bekannten regulatorischen Proteinen aus S. cellulosum So ce56
aufweisen

Von DeoRA und NtcA aus S. cellulosum So ce56 ist bekannt, dass deren Inaktivierung
zu einer reduzierten-(DeoRA) bzw. erhohten (NtcA) Chivosazolproduktion fiihrt ((/8)
und S. Rachid, personliche Mitteilung). Bei DeoRA handelt es sich neben DeoRB (siehe
oben) um einen zweiten Transkriptionsfaktor, der Ahnlichkeit zu Regulatoren vom
DeoR-Typ zeigt. Aufgrund der nahen Verwandtschaft von S. cellulosum So ce56 und
S. cellulosum So ce90 wurde vermutet, dass die entsprechenden Gene auch in
S. cellulosum So ce90 vorhanden sein konnten. Die Inaktivierungskonstrukte fiir deoRA
(spéter umbenannt in chiR) und ntcA in S. cellulosum So ce56 wurden deshalb auch in
S. cellulosum So ce90A1 konjugiert.

4.2.3.1 DeoRA

4.2.3.1.1 Inaktivierung von deoRA

pSChiR, welches urspriinglich fiir die Inaktivierung von deoRA in S. cellulosum
So ce56 hergestellt wurde (/8), wurde in S. cellulosum So ce90A1 und S. cellulosum
So ce90D48 konjugiert. Es wurden Hygromycin-resistente Klone erhalten und per
Southern Blot analysiert. Dabei diente das DIG markierte Hygromycinresistenzgen als
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Sonde, es hybridisierte jeweils ein 9 kb groBes Fragment. Die verifizierten Mutanten
DA1 (S. cellulosum So ce90D48) und BFDA2 (S. cellulosum So ce90A1) wurden
parallel zu den Wildstimmen unter XAD-Zusatz 16 Tage in Produktionsmedium
angezogen und anschlieBend der Sekundérstoffgehalt der Kulturextrakte untersucht. Die
Mutanten DA1 und BFDA2 produzierten deutlich geringere Mengen Epothilon als die
jeweiligen Wildstdmme, die Mutante BFDA2 produzierte auBerdem keine Spirangiene
mehr. Das Ausmal} der Produktionsminderung fiir das von beiden Stimmen produzierte
Epothilon C betrug im Mittwelwert Faktor 44 in der Mutante BFDA2 (Spannweite von
20 bis 87, Standardabweichung: 22, insgesamt 6 Extrakte) und Faktor 60 in der Mutante
DA1 (Spannweite von 18 bis 125, Standardabweichung: 46, insgesamt 4 Extrakte).
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Abbildung 4.14: HPLC-MS-UV/VIS Analyse von Kulturextrakten der Mutante BFDA2 und des
Wildtypen

4.2.3.1.2 Sequenzierung von deoRA

Um die Sequenz von deoRA in S. cellulosum So ce90 zu erhalten, wurde aus der
Mutante BFDA?2 eine Vektor-Riickgewinnung durchgefiihrt. Dafiir wird die genomische
DNA mit verschiedenen Restriktionsendonukleasen hydrolysiert und die entstandenen
Fragmente religiert. Nach Transformation der Ansédtze in E. coli zeigen nur die Zellen
Hygromycinresistenz, die ein religiertes Plasmid mit dem Vektorriickgrat (pSUPHyg)
des Inaktivierungskonstruktes enthalten. Ausgehend von der bekannten Sequenz des
Inaktivierungskonstruktes kann das Plasmid sequenziert und Information iiber den
Bereich der genomischen DNA  erhalten werden, in  welchen das
Inaktivierungskonstrukt integriert worden ist.

Nach Restriktion von genomischer DNA der Mutante BFDA2 mit M/ul, nachfolgender
Religation und Transformation in E. coli DH10B konnte ein Plasmid erhalten werden,
welches neben dem Vektor-Riickgrat knapp 3 kb angrenzende genomische Sequenz
trigt (pDA_RM). Da mit pDA RM keine guten Sequenzierergebnisse erzielt werden
konnten, wurde das Plasmid mit BamHI/HindIIl partiell hydrolysiert und der
unbekannte genomische Bereich in pBSII(+) kloniert (pDA RMBS-2). Das 5’-Ende
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und das 3’-Ende von deoRA (So ce90) waren auf dem Plasmid enthalten, davon wurde
ein Oligonukleotidpaar DAS5’/DA3’ abgeleitet, mit dem deoRA schlieBlich von
genomischer DNA von S. cellulosum So ce90 amplifiziert werden konnte. Nach
Klonierung in pCR2.1Topo wurden mehrere Parallelklone sequenziert (pDA90-1 bis-4).
deoRA aus S. cellulosum So ce90 ist 801 bp lang und kodiert ein Protein mit einem
Molekulargewicht von 28.757 Dalton. Das Gen ist zu deoRA aus S. cellulosum So ce56
zu 89 % identisch. Auf Proteinebene sind 92 % der Aminosduren identisch und 96 %
dhnlich.

4.2.3.1.3 Uberexpression von deoRA

Da die Inaktivierung von deoRA zu einer verringerten Epothilon-Produktion und dem
Ausfall der Spirangien-Produktion fiihrt, ist im Riickschluss eine Produktionssteigerung
durch verstiarkte Expression von deoRA denkbar. Diese Hypothese sollte iiberpriift
werden, deshalb wurden Konstrukte mit zwei verschiedenen Promotoren fiir die
Uberexpression von deoRA entworfen und kloniert.

4.2.3.1.3.1 deoRA unter Kontrolle des induzierbaren tet-Promotors

Im ptet-tetR System bindet der Tetrazyklin-Repressor in der ptet-Region und behindert
die Bindung der RNA-Polymerase und damit die Transkription der von ptet
kontrollierten Gene. In Anwesenheit von Tetrazyklin oder Anhydrotetrazyklin wird
konzentrationsabhédngig die Bindung des Tetrazyklin-Repressors an pfet unterdriickt
(77), dieses System wurde in Myxococcus xanthus bereits erfolgreich verwendet (H. B.
Bode, personliche Mitteilung). pPBF_PDA2 (vergleiche 2.6.4) enthélt das 5’-Ende von
deoRA und stromaufwérts davon den tet-Promotor. Stromaufwiérts des fe-Promotors ist
auf dem komplementiren Strang der Tet-Repressor kodiert (vergleiche Abbildung 4.15
a). Nach Integration von pBF _PDA2 in das S. cellulosum So ce90 Genom resultieren
zwei Kopien von deoRA. Die erste, unter Kontrolle des natiirlichen Promotors stehende
Kopie ist unvollstindig, es fehlen 266 bp am 3’-Ende des Gens. Die zweite Kopie ist
vollstindig und wird durch ptet kontrolliert.

Nach Konjugation von pBF PDA2 in S. cellulosum So ce90A1 wurden Hygromycin-
resistente Klone erhalten und mit PCR verifiziert. Mit dem Oligonukleotidpaar
BF _PDAS/BF_PDAG6 wurde tetR-ptet von genomischer DNA der Mutanten, nicht aber
von genomischer DNA des Wildstammes als Negativkontrolle amplifiziert. Die
genetisch verifizierten Mutanten BF PDA2-1, -3 und -4 wurden parallel zum
Wildstamm zweimal iiber je 7 und 14 Tage kultiviert. Dabei wurde je eine der zwei
Kulturen zu Beginn der Kultivierung mit 800 pug/ml Anhydrotetrazyklin versetzt. Die
Mutante BF-PDA2-4 hatte nach 7 und 14 Tagen etwa gleich viel Epothilon und
Spirangien produziert wie der Wildstamm. Die Mutante BF PDA2-3 produzierte
jeweils nur Spirangiene, die Mutante BF PDA2-1 jeweils nur Epothilone. In allen
Féllen war die Produktion bei Kultivierung mit oder ohne Anhydrotetrazyklin-Zusatz
vergleichbar.
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Abbildung 4.15: Konstrukte fir die Uberexpression von deoRA in S. cellulosum So ce90AL.
a: pBF_PDA2,b: pPBF_PDA3

4.2.3.1.3.2 deoRA unter Kontrolle des konstitutiven T7A1-Promotors

Der T7A1-Promotor fiihrt zu einer konstitutiven Expression in Sorangien (78). deoRA
sollte unter die Kontrolle des T7A1-Promotors gestellt werden, dafiir wurde das
Insertionskonstrukt pBF PDA3 kloniert (vergleiche Abbildung 4.15 b). pBF PDA3
tragt den T7A1-Promotor 15 bp stromaufwirts des vollstindigen deoRA-Gens. Nach
Integration von pBF PDA3 in das S. cellulosum So ce90 Genom resultieren zwei
intakte Kopien von deoRA, die erste unter Kontrolle des nativen Promotors, die zweite
unter Kontrolle des T7A1-Promotors.

Nach Konjugation von pBF PDA3 in §. cellulosum So ce90A1 wurden Hygromycin-
resistente Klone erhalten und mit PCR verifiziert. Dabei wurde das Oligonukleotidpaar
PSUPHyg rev und BF PDA3-2 eingesetzt. PSUPHyg rev bindet 70 bp nahe der
BamHI-Schnittstelle in der Vektorsequenz, BF PDA3-2 bindet 49 bp stromabwirts des
3’-Endes von deoRA, aullerhalb des auf pBF PDA3 enthaltenen homologen
Fragmentes. Bei allen Mutanten wurde mittels PCR das erwartete 1,4 kb Fragment
erhalten, nicht aber bei einer parallel angesetzten Kontroll-PCR mit genomischer DNA
einer Insertionsmutante eines anderen pSUPHyg-Derivates. Die verifizierten Mutanten
BF PDA3-1, -4 und -6 wurden angezogen und parallel zum Wildstamm kultiviert. Die
Kulturextrakte wurden mit HPLC-MS analysiert, die Epothilon- und Spirangien-
Produktion der Mutanten war der des Wildstammes vergleichbar.

4.2.3.1.4 DNA-Bindungsstudien mit DeoRA

Um Bindungsstudien mit der Spirangien- und Epothilon-Promotorregion durchfiihren
zu konnen, wurde deoRA als N-terminales GST-Fusionsprotein in E. coli BI121 heterolog
exprimiert. Dafiir wurde deoRA in den Expressionsvektor pGEX-6P-1 kloniert
(pGEX-DA, 2.6.4). Unter den gewéhlten Expressionsbedingungen (vergleiche 2.15)
wurden 1,5 mg Protein pro Liter Kultur erhalten (Abbildung 4.16 a), die Identitit von
DeoRA wurde per MALDI-MS Analyse bestitigt. Mit dem gereinigten Protein
(vergleiche 2.15) wurden Bindungsversuche durchgefiihrt. Dafiir wurden die
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vorhergesagten  drei  potentiellen =~ Promotor-Regionen  des Spirangien-
Biosynthesegenclusters (SP12, SP34 und SP56, vergleiche 2.16) und die Epothilon-
Promotorregion (BFEPnB) mit PCR amplifiziert und DIG markiert. Die 214 bis 263 bp
groBen DIG markierten Fragmente wurden mit unterschiedlichen Mengen DeoRA
inkubiert, das DNA-Protein Gemisch wurde schlieBlich mit nativer Polyacrylamid-
Gelelektrophorese aufgetrennt. Nach Transfer vom Polyacrylamidgel auf eine
Nylonmembran wurde die Lauflinge der DIG markierten DNA Fragmente durch
Hybridisierung mit DIG-Antikorpern festgestellt (vergleiche 2.16). DNA-Fragmente mit
gebundenem Protein zeigen aufgrund der Grofenzunahme ein verdndertes
Laufverhalten bei der Gelelektrophorese, die Bande wird verschoben (,,band-shift™).
Trotz mehrfacher Verdnderung der Versuchsbedingungen wie Inkubationstemperatur,
Pufferstirke und eingesetzter Proteinmenge konnte bei keiner der DNA-Banden nach
Inkubation mit DeoRA eine Verschiebung festgestellt werden (vergleiche Abbildung
4.16 b).

a b
‘1 2 3 4 12 34 5678
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- — 50 kD
E 3
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Abbildung 4.16: SDS-Gelelektrophorese nach heterologer Expression von deoRA (a) und DNA-
Bindungsstudie (b).
a: Spur 1: Proteinrohextrakt von Zellen ohne Expressionsvektor, Spur 2:
Proteinrohextrakt von Zellen mit pGEX-DA, Spur 3: Protein-GroBenstandard Spur 4:
aufgereinigtes Protein (28,8 kD). b: 30 fmol DIG markierte DNA-Fragmente SP12
(Spuren 1 und 2), SP34 (Spuren 3 und 4), SP56 (Spuren 5 und 6) und BFEPnB (Spuren
7 und 8), je ohne Inkubation mit DeoRA (linke Spur) und nach Inkubation mit 90 pmol
DeoRA (rechte Spur).

4.2.3.2 NtcA

Das Inaktivierungskonstrukt fiir ntcA in S. cellulosum So ce56 pSUPHygGNR
(S.Rachid, personliche Mitteilung) wurde in S. cellulosum So ce90A1 konjugiert, dabei
wurden Hygromycin-resistente Klone erhalten. Die Klone BFGNR-1, -2 und -3 wurden
angezogen und parallel zum Wildstamm unter XAD-Zusatz in Produktionsmedium
kultiviert. Der Sekundérstoffgehalt der Kulturextrakte war jeweils vergleichbar. Die
genetische Verifizierung und Sequenzierung wurde darauthin nicht weiter verfolgt.
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4.3 Untersuchungen zur Produktion von Spirangienderivaten der
Mutante BFA3KO

Nach Inaktivierung des Transkriptionsfaktor-kodierenden Gens deoRB in S. cellulosum
So ce90A1 (vergleiche 4.2.2.2) wurde eine genetisch verifizierte Mutante mit
gewiinschter Integration des Inaktivierungskonstruktes erhalten, die sich in ihrem
Phénotyp von den Parallelmutanten unterscheidet. Diese Mutante wurde BFA3KO
(Alias: A3KO-3) genannt, sie produziert im Gegensatz zu den Parallelmutanten, welche
keine Spirangiene produzieren, verdnderte Spirangiene. Vermutlich ist eine spontante
Mutation im Biosynthesegencluster die Ursache fiir den abweichenden Phénotyp
(vergleiche 5.5).

4.3.1 Phanotypische Analyse der Mutante BFA3KO

Die Mutante BFA3KO wurde parallel zum Wildstamm 14 Tage in Produktionsmedium
unter XAD-Zusatz kultiviert. Die gewonnenen Kulturextrakte wurden mit HPLC-MS
und HPLC-UV/VIS analysiert (vergleiche Abbildung 4.17 a). Die Mutante produziert
weder Spirangien A noch B, aber eine Reihe neuer Verbindungen. Diese weisen nach
negativer lonisierung die Massen 661,4 und 675,4 (erste Peakgruppe mit 15-18 min
Retentionszeit) bzw. 6454 und 659,4 auf (zweite Peakgruppe mit 25-32 min
Retentionszeit), was einer Differenz von -40 Masseneinheiten (erste Peakgruppe) bzw. -
56 Masseneinheiten (zweite Peakgruppe) gegeniiber Spirangien A und B entspricht
(Spirangien A [M-H]= 701,5; Spirangien B [M-H]= 715,5). Die neuen Verbindungen
wurden nach negativer lonisierung mit einem hochauflosenden Massenspektrometer
vermessen und anhand der ermittelten prazisen Massen die Summenformeln ermittelt:

[M-H]=661,43018: Ci3gHe1O9 (berechnet: 661,43101)
[M-H]'= 675,44543: C;39Hg309 (berechnet: 675,44666)
[M-H]= 645,43518: C;33Hg0g (berechnet: 645,43610)
[M-H]= 659,45074: C;39Hg305 (berechnet: 659,45175)

Die UV-Spektren der neuen Verbindungen &hneln dem charakteristischen UV-
Spektrum der Spirangiene, sind aber 30 nm hypsochrom verschoben (vergleiche
Abbildung 4.17 b). Vermutlich handelt es sich bei den Verbindungen um verkiirzte
Spirangien-Derivate.
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Abbildung 4.17: HPLC-MS-UV/VIS-Analyse des Wildtypen und der Mutante BFA3KO (a)

und UV-Spektren von Spirangien A und der neuen Verbindungen (b).
BPC steht fiir ,,base peak chromatogram®, dargestellt ist die Intensitit des
stirksten (negativ geladenen) Ions im Spektrum zum jeweiligen Zeitpunkt (b).
mAu= Milliabsorptionseinheiten (b).

4.3.2 Futterungsversuch zur Strukturaufklarung der Derivate

Die Ergebnisse der phénotypischen Analyse der Mutante BFA3KO lassen vermuten,
dass es sich bei den neuen Spirangienen der Mutante um (verkiirzte) Desmethylderivate
handeln konnte (5.5.1). Deshalb wurde die Mutante parallel zum Wildstamm unter
Zusatz von L-[Methyl-*Hs]-methionin kultiviert. Im Extrakt des Wildstammes wurden
bei der HPLC-MS-Analyse Massenverschiebungen von +3 und +6 Masseneinheiten von
Spirangien A und B detektiert, entsprechend einer bzw. zwei aus L-[Methyl-"H;]-
methionin stammenden eingebauten Methylgruppen. Im Extrakt der Mutante konnte
jeweils nur eine Massenverschiebung der neuen Derivate um +3 Masseneinheiten
detektiert werden.

BFA3KO wurde im 10 1 Maf3stab unter XAD-Zusatz in Produktionsmedium kultiviert,
zur Zeit werden die neuen Derivate aus dieser Kultur aufgereinigt und per NMR
strukturell aufgeklart.

4.3.3 Genotypische Charakterisierung der Mutante BFA3KO

Es wurde vermutet, dass eine Rekombination bzw. Mutation im Spirangien-
Biosynthesegencluster die Ursache fiir die Produktion von verkiirzten Spirangien-
Derivaten der Mutante ist, und nicht die Inaktivierung von deoRB. Als Ort einer
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moglichen Deletion oder Mutation wurde der Bereich von spiHIJ angenommen (siche
5.5).

4.3.3.1 PCR-Analytik

Der Bereich von spiH , in dem eine Deletion oder Mutation vermutet wurde, kodiert
Modul 9 (vergleiche 5.5). Dieser Sequenzbereich wurde in mehreren Fragmenten von
genomischer DNA der Mutante BFA3KO amplifiziert und nach Klonierung in
pCR2.1Topo sequenziert (vergleiche Tabelle 4.3). Allerdings konnte weder eine

Deletion noch eine Mutation gegeniiber der Wildtyp-Sequenz festgestellt werden.

Tabelle 4.3: Amplifizierte und sequenzierte Fragmente von spiH aus der Mutante BFA3KO

Oligonukleotide AmplifikatgroRe [bp] | resultierendes Plasmid | kodierter Bereich von
Modul 9

BF SHI/BF SH9 952 pSHI19 KS (Teil)

BF SH2/BF SH10 820 pSH210 KS (Teil)

BF SH3/BF SH4 951 pSH34 AT

BF SH7/BF SHS8 1080 pSH78 Linker-Region

BF SHI16/BF SHI11 665 pTopoSC KR

BF SHI14/BF SH15 519 pSH2 ACP und Bereich davor

4.3.3.2 Southern-Blot Analytik

Auch eine Mutation oder Deletion im 5’-Sequenzbereich des Spirangien-
Biosynthesegenclusters kann die Produktion verkiirzter Spirangiene verursachen.
Genomische DNA der Mutante BFA3KO und des Wildstammes S. cellulosum
So ce90A1 wurde mit den Restriktionsendonukleasen Notl, Apal.l, Kpnl/HindlIl und
Nhel/HindIII hydrolysiert und gelelektrophoretisch aufgetrennt. Nach Transfer auf eine
Nylonmembran wurde mit verschiedenen DIG markierten Fragmenten aus dem
Spirangien-Biosynthesegencluster hybridisiert (vergleiche Abbildung 4.18). Als Sonden
dienten ein Teil der KS von Modul 9 kodierenden Region von spiH und die Region von
spiJ, welche die terminale TE-Domine kodiert. Wenn in der Mutante eine grofere
Deletion (mindestens 1 kb) im Bereich des hybridisierenden Fragmentes stattgefunden
hitte, wiirde sich das hybridisierende Fragment der Mutanten-DNA von dem der
Wildstamm-DNA in der GroBe unterscheiden. In allen Féllen waren jedoch die
hybridisierenden Fragmente von Mutanten- und Wildstamm-DNA gleich grof3, so dass
eine groflere Deletion in dem Bereich von spiH bis spiJ ausgeschlossen werden kann,
der nach den durchgefiihrten Restriktionen mit den Sonden hybridisiert.

Abbildung 4.18: Southern Blot Analytik der Mutante BFA3KO im Vergleich zum Wildstamm nach
Hydrolyse mit verschiedenen Restriktionsendonukleasen.
a) Sonde: KS kodierende Sequenz von spiHlI (Modul 9) b) Sonde: TE kodierende
Sequenz von spiJ2 (Modul 15). Aufgrund unspezifischer Hybridisierung sind auch die
Fragmente des nicht-DIG-markierten DNA-GroBenstandards zu sehen. In ¢) ist die Lage
der erwarteten Fragmente nachRestriktion mit Notl, ApalLl, Kpnl/HindIII und
Nhel/HindIIl dargestellt, zusitzlich sind die erwarteten FragmentgroBen und die
Positionen der entscheidenden Schnittstellen in tabellarischer Form angegeben. Die
hydrolysierte DNA der Mutante hybridisiert wie die hydrolysierte Wildstamm-DNA.
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5 Diskussion

5.1 Aurafuron-Biosynthese in 8. aurantiaca DW4/3-1

Die Aurafurone A und B (letzteres als (82) und (8E)-Diasterecoisomer, Abbildung 5.4)
wurden aus den Myxobakterien Archangium gephyra Ar 10844 und S. aurantiaca
DW4/3-1 isoliert und strukturell aufgeklért (26). Das zugehorige Biosynthesegencluster
wurde bei dem Screening einer genomischen Cosmidbank von S. aurantiaca DW4/3-1
mit KS-kodierenden Sequenzen identifiziert (47) und von zwei Cosmiden und einem
ausklonierten Plasmid sequenziert. Das Biosynthesegencluster kodiert sechs PKS und
vier Oxidoreduktasen, welche vermutlich Post-PKS-Reaktionen katalysieren.
Stromaufwirts des Biosynthesegenclusters liegen vier weitere Gene orf-1234, welche

vermutlich nicht oder zumindest nicht direkt an der Aurafuron-Biosynthese beteiligt
sind (Abbildung 3.1).

5.1.1 PKS-Biosynthese

Die sechs PKS AufCDEFGI beinhalten zusammen sieben Module fiir die Einfiihrung
von Verldngerungseinheiten und ein kombiniertes Lade- und Verldngerungsmodul. Die
Domaénen-Organisation des kombinierten Lade- und Verldngerungsmodules Aufl
(ACP-KS-AT_-AT-...-ACP) weicht vom tiiblichen Schema ab (ACP;-AT-KS-AT-...-
ACP, vergleiche Abbildung 1.5), kann aber auch in einigen anderen myxobakteriellen
PKS gefunden werden, wie z. B. der Myxalamid-, Myxothiazol-, Stigmatellin- und
Soraphen-PKS (48-57). Die Zuordnung der anderen PKS zu den -einzelnen
Biosyntheseschritten ist weniger eindeutig. Fiitterungsversuche mit [1-"°C], [2-"°C]- und
[1,2-°C]Acetat, sowie [1-">C]- und [2-13C]Propionat und [D;o]-DL-Leucin zeigten, dass
das Polyketidgertist aus drei (aus Acetat stammenden) Malonyl-CoA-Einheiten und vier
(aus Propionat stammenden) Methylmalonyl-CoA-Einheiten aufgebaut wird (H. Bode,
personliche Mitteilung). Die Startereinheit ist wie in der Myxothiazol- Biosynthese (49)
Isovaleryl-CoA, welches aus Leucin stammt (vergleiche Abbildung 5.1, (79)).
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OH B C1aus[1-13C] Acetat
W  C2Zaus [2-13C] Acetat
(o] ® C1 aus [1-13C] Propionat
OH o .
OH ® C2aus [2-1°C] Propionat

)\," aus [D,,]-DL-Leucin

Abbildung 5.1: Einbau von markierten Biosynthesevorstufen in Aurafuron A
(H.B. Bode und R. Miiller. unpublizierte Daten)

Der Starter Isovaleryl-CoA wird mit insgesamt sieben Acetat- bzw. Propionat-Einheiten
verlangert, in der Aurafuron PKS sind aber acht Module fiir die Einfilhrung von
Verldngerungseinheiten vorhanden. Eines dieser acht Module scheint folglich nicht an
der Biosynthese beteiligt zu sein. Mdglicherweise handelt es sich bei diesem Modul um
AufE, da mehrere Domidnen von AufE Mutationen in den konservierten Motiven
aufweisen und somit vermutlich inaktiv sind. Die AT-Doméne z. B. scheint verkiirzt
und enthélt keinen der konservierten Reste, die fiir Methyl- oder Methylmalonyl-CoA
transferierende ~ AT-Domidnen beschriecben sind (Abbildung 3.3, (55,56)).
Ungewohnlicherweise ist in AufE auch eine ER-, aber keine DH-Doméne vorhanden.
Um die Funktionen der anderen Module in der Aurafuron-Biosynthese zuzuordnen,
wurde die Substratspezifitit der AT-Doméinen analysiert. Dazu wurde die Prisenz eines
Serin-Restes in einem YASH-Motiv bzw. die Prisenz eines Phenylalanin-Restes in
einem HAFH-Motiv untersucht. Der Serin-Rest scheint spezifisch zu sein fiir
Methylmalonyl-CoA transferierende AT-Doménen, der Phenylalanin-Rest fiir Malonyl-
CoA transferierende AT-Doménen (55). Diese Reste konnen genutzt werden, um die
Spezifitit neu sequenzierter AT-Doménen vorherzusagen. Von den AT-Doménen der
Aurafuron PKS weisen fiinf den konservierten Serin-Rest auf (die AT-Doménen von
AufC, AufDI1, AufF2, AufG und Aufl) und zwei den konservierten Phenylalaninrest
(AufD2 und AufFl). Die verbleibenden beiden AT-Doménen selektieren die
Startereinheit Isovaleryl-CoA (Aufl;) bzw. sind wahrscheinlich inaktiv (AufE). Da bei
der Aurafuron-Biosynthese drei Malonyl-CoA-Einheiten eingebaut werden, aber nur
zwei Verldngerungsmodule AT-Doménen mit entsprechender Spezifitit aufweisen,
wird eines dieser beiden Module AufD2 und AufF1 hdchstwahrscheinlich iterativ
genutzt.

Die iterative Nutzung einzelner Module in modularer Typ I PKS ist bereits beschrieben
worden (37). Das Vorkommen geringer Mengen an Nebenprodukten der 6-DEB und
Epothilon-Biosynthese, deren Polyketidkette um eine Propionat- bzw. Acetat-Einheit
langer ist als die der Hauptprodukte, wird auf ein ,,Stottern” einzelner Module wéhrend
der Biosynthese zuriickgefiihrt (37,;80;81). Demgegeniiber steht die programmierte
iterative Nutzung eines einzelnen Moduls in der Biosynthese einer Verbindung, welche
erstmals flir die Stigmatellin-Biosynthese postuliert wurde (50) und nachfolgend auch
fiir weitere modulare PKS beschrieben worden ist (82;83). Experimentelle Daten liegen
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fir die Borrelidin- und Aureothin-PKS vor. Um auszuschlieBen, dass nicht-
stochiometrische Mengen der Borrelidin-PKS-Module die Ursache fiir die Diskrepanz
zwischen vorhandenen Modulen in der PKS und genutzten Verldngerungseinheiten
sind, wurde das entsprechende Modul BorA5 auf genetischer Ebene mit dem
Folgemodul BorA6 fusioniert. Die manipulierte PKS produzierte weiterhin Borrelidin,
was auf eine programmierte iterative Nutzung von BorAS5 schlieBen ldsst (82).
Vergleichbare Ergebnisse wurden nach Fusion des iterativ genutzten Modules AurA mit
AurB in der Aureothin-Biosynthese erhalten (84). Um experimentelle Hinweise fiir die
iterative Nutzung von AufD2 oder AufF1 in der Aurafuron-Biosynthese zu erhalten,
sollten die KR-Domédnen dieser Module unabhingig voneinander inaktiviert werden.
Sollten neue Ketoderivate entstehen, konnten abhingig von Ort und Ausmal} der
Ketoreduktion die jeweiligen Biosyntheseschritte den manipulierten Modulen
zugeordnet werden. Um die KR-Doménen zu inaktivieren ohne Einfluss auf die
Struktur der weiteren Doméanen zu nehmen, sollte der Tyrosin-Rest des konservierten S-
Y-N Motives gegen einen Phenylalanin-Rest ausgetauscht werden (Abbildung 3.5).
Diese Substitution fithrte zum Verlust der Aktivitit von KR-Doménen in der DEBS und
der Geldanamycin PKS und zur Produktion der entsprechenden unreduzierten
Polyketide (57;85). Nach Inaktivierung der KR-Domidne von AufD2 (Y3189F)
produzierte die Mutante BFAKR3-3 kein Aurafuron A und B mehr; neue Derivate
konnten jedoch nicht detektiert werden. Moglicherweise wird die verdnderte
Polyketidkette von den nachfolgenden Modulen nicht weiter prozessiert. Dieses
Ergebnis erlaubt keine Zuordnung von AufD2 zu einzelnen Biosyntheseschritten
anhand fehlender Ketoreduktion, es zeigt aber, dass AufD2 an der Biosynthese beteiligt
sein muf3. Eine markerlose Mutante von AufF1 konnte trotz intensiven Bemiihens nicht
generiert werden. Die entsprechende Erstcrossover-Mutante BFAKRS5-2 wurde iiber
Monate ohne Selektionsdruck passagiert und wiederholt auf Toleranz gegeniiber dem
Gegenselektionsmarker Saccharose getestet (zum Prinzip der markerlosen Mutagenese
durch Saccharose-Gegenselektion vergleiche Abbildung 3.3), alle erhaltenen Klone
erwiesen sich jedoch als Spontanmutanten.

Da die drei eingebauten Malonyl-CoA-Einheiten in der Biosynthese direkt aufeinander
folgen, lassen sich fiir die Beteiligung von AufD2 an der Aurafuron-Biosynthese drei
verschiedene Hypothesen aufstellen: Die Kettenverlangerung durch AufD2 kann einer
Kettenverlangerung durch AufF1 folgen (1. Szenario) oder ihr vorausgehen (2.
Szenario), dabei wiirde eines der beiden Module zweimal genutzt werden. Es ist auch
moglich, dass AufD2 dreimal genutzt wird und AufF1 gar nicht an der Biosynthese
beteiligt ist (3. Szenario) (Abbildung 5.2). In dem ersten Szenario wird die wachsende
Polyketidkette nach Einbau von zwei Einheiten Methylmalonyl-CoA erst von AufF1
verlangert, direkt darauf erfolgt die Kettenverldngerung durch AufD2. Das wiirde
bedeuten, dass die jeweils genetisch fusionierten Module AufF2 (welches C-terminal
von AufF1 auf dem gleichen Protein AufF liegt) und AufD1 (welches N-terminal von
AufD2 auf dem gleichen Protein AufD liegt) beide, und zwar hintereinander,
tibersprungen werden. Es sind einige wenige Biosynthesen beschrieben, in denen ein
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komplettes Modul reproduzierbar iibersprungen wird. In der Myxochromid S—
Biosynthese wird das (NRPS) Modul 4 iibersprungen, was auf das Fehlen des
konservierten Serin-Restes im Peptidyl-Carrier-Protein (PCP) zuriickzufiihren ist (86).
In einer rekombinanten DEBS, in welche das Modul 2 der Rapamycin PKS insertiert
wurde, wird dieses zusitzliche Modul iibersprungen, so dass aus der Biosynthese vor
allem ein Heptaketid hervorgeht anstatt eines (in geringen Mengen ebenfalls gebildeten)
Oktaketides (87). In beiden Féillen jedoch ist das iibersprungene Modul auf dem
gleichen Protein gelegen wie das in der Biosynthese vorhergehende und nachfolgende
Modul. Es erscheint unwahrscheinlich, dass zwei PKS iiber inaktive Module
interagieren, die zwar die rdumliche Assoziation der biosynthetischen Partnerproteine
gewihrleisten, aber bei der Biosynthese jeweils libersprungen werden. Im zweiten
Szenario verlidngert nach Aufl und AufD1 erst AufD2 die wachsenden Polyketidkette
um eine oder zwei Malonyl-CoA-Einheiten. Im Anschlul daran folgt die
Kettenverldngerung durch AufF1 mit den fehlende(n) Malonyl-CoA-Einheit(en)
(vergleiche Abbildung 5.2 a). Die AT-Doméne des C-terminal folgenden Moduls AufF2
transferiert nach in silico Analyse Methylmalonyl-CoA, die KR-Domine des Moduls
ist inaktiv (es fehlt das komplette S-Y-N Motiv). Aus einer weiteren
Kettenverlangerung durch AufF2 wiirde deshalb eine Ketogruppe an C5 resultieren, was
mit dem biosynthetischen Modell der Furanonbildung {ibereinstimmt (vergleiche 5.1.2).
Der néchste Verlangerungsschritt miisste durch AufC erfolgen. Fiir AufC wurde bereits
eine Beteiligung an an der Biosynthese nachgewiesen; die Inaktivierung der KS-
kodierenden Sequenz fiithrte zum Ausfall der Aurafuronproduktion und der Zuordnung
des Biosynthesegenclusters zum Produkt (47). In diesem (zweiten) Szenario wire aufF
im Cluster von zwei Genen aufE und aufG umgeben, welche fiir inaktive Proteine
kodieren. Im dritten Szenario (vergleiche Abbildung 5.2 b) ist AufF nicht an der
Biosynthese beteiligt und AufD2 verlédngert die Polyketidkette um alle drei Einheiten
Malonyl-CoA, gefolgt von AufC und folgend auf AufD1. Die Tatsache, dass das
essentielle aufC auf aufD in einem Operon folgt, mag als Hinweis auf dieses
Biosynthesemodell gesehen werden. Die letzte Verldngerungseinheit wiirde durch AufG
eingefiihrt, dessen Translation mit der der Cytochrom P45 Monooxygenase AufH und
der Starter PKS Aufl gekoppelt zu sein scheint. Leider konnte keine markerlose KR-
Mutante von AufF1 generiert werden, die dieses dritte Biosynthesemodell bestitigen
(oder ausschlieBen) konnte: trifft das dritte Modell zu, wire keine Effekt dieser
Mutagenese auf die Aurafuron-Produktion zu erwarten.
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a
Aufl AufD AufF AufC

Modul 1 Modul 2 Modul 1 Modul 2

DH § KR#

KS AT ACP

Aufl AufD AufC AufG

Modul 1 Modul 2

ER
DH N KR# DH KR*

KS AT ACP KS AT ACP

* basierend auf der in silico Analyse vermutlich inaktiv
# basierend auf dem Biosynthesemodell vermutlich inaktiv
AT-Domane mit Spezifitat fir Malonyl-CoA

Abbildung 5.2: Biosynthesehypothesen fiir das Aurafuron-Polyketidgertist. Nur die AT-Doménen von
AufD2 und AufF1 transferieren nach in silico Analyse Malonyl-CoA, die anderen AT-
Doménen transferieren Methylmalonyl-CoA bzw. Isovaleryl-CoA (Aufly). In (a) (zweites
Szenario, siche Text) folgt AufF1 auf AufD2 in der Biosynthese und eines der beiden
Module wird iterativ genutzt (Pfeil bzw. durchbrochener Pfeil). Im dritten Szenario (b)
agiert AufD2 iterativ und fiihrt alle drei Einheiten Malonyl-CoA ein, AufF1 ist in diesem
Modell nicht an der Aurafuron-Biosynthese beteiligt. Linker-Regionen sind durch
unbeschriftete Kugeln dargestellt.

Ublicherweise sind in einem Typ I PKS Biosynthesegencluster mehrere PKS kodiert.
Die Proteine sind in einer definierten Reihenfolge katalytisch aktiv und aus der
Polyketidbiosynthese resultiert ein definiertes Produkt. Bei der Erkennung der korrekten
Biosynthesepartnerproteine spielen Regionen C-terminal der ACP- und N-terminal der
KS-Doménen eine wichtige Rolle, sogenannte ,,Docking“-Doménen (35). In diesen
Regionen wurden neben konservierten Resten, die vermutlich fiir die Ausbildung der
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Sekundérstruktur wichtig sind, auch Positionen beschrieben, welche fiir die spezifische
Interaktion mit den Partnerproteinen wichtig sein konnten (88,;89). Es wurde versucht,
anhand der Reste in den entsprechenden Positionen der Aurafuron PKS und dem
generellen Vergleich der Docking-Dominen Hinweise auf die Interaktionen der PKS
untereinander und damit auf die Reihenfolge in der Biosynthese zu erhalten. Die
beschriebenen Motive konnten zugeordnet werden (Daten nicht gezeigt), eine
eindeutige Aussage liber mogliche biosynthetische Partner konnte aber nicht getroffen
werden. An der spezifischen Interaktion von PKS sind vermutlich auch noch andere
Regionen beteiligt (35,88), und dieses fiir die Biokombinatorik wichtige Thema wird
sicher Gegenstand weiterer Untersuchungen sein.

In den beiden letzten Biosynthesemodellen (Abbildung 5.2 a, b) ist die DH-Doméne
von AufD1 scheinbar iiberfliissig (es findet keine Dehydratation statt), wihrend in
Modul AufD2 nach dem Prinzip der Kolinearitit eine DH-Doméne fehlt (es findet eine
Dehydratation statt). Die DH-Doméne von AufD1 zeigt das konservierte Motiv dieser
Dominen (30), ist aber mdglicherweise aufgrund von Substitutionen bisher
biochemisch nicht charakterisierter Reste inaktiv. Die fehlende Aktivitit einer DH-
Doméne in AufD2 konnte durch DH-Doménen anderer Module komplementiert
werden, z. B. der von AufF1 oder AufC im zweiten Szenario oder der von AufC oder
AufG im dritten Szenario. Fiir die DH-Doméne von Modul 5 in der Epothilon
Hybrid-NRPS/PKS konnte experimentell gezeigt werden, dass sie iterativ in der
Biosynthese agiert (90). Auch fiir weitere myxobakterielle DH-Doménen wird eine in
trans Aktivitat aullerhalb des entsprechenden Biosynthesemodules postuliert, ndmlich in
der Stigmatellin-, Chivosazol- und auch der Spirangien-Biosynthese ((50,91), 5.3.1).
Moglicherweise wird die Dehydratation auch durch die Monooxygenase Auf]
katalysiert. Dieses Enzym zeigt (unter anderem, siehe unten) Ahnlichkeit zu JadH,
welches an der Jadomycin-Biosynthese in Streptomyces venezuelae beteiligt ist und
dabei hochwahrscheinlich bifunktional als Dehydratase und Oxygenase agiert ((92,93),
siche unten).

Aurafuron A und B zeigen eine Z-Doppelbindung an C8/9, von Aurafuron B ist in
geringen Mengen auch das 8E-Isomer isoliert worden (26). Héufig korreliert die
Priasenz eines Aspartat-Restes an Position 94 von KR-Doménen (58) mit der Bildung
einer D-konfigurierten Hydroxylgruppe und nach Dehydratation durch nachfolgende
DH-Doménen entsteht eine £E-Doppelbindung (A/B-Regel, (57,58,94)). Die intermediér
entstehenden Ketogruppen an C11, C9 und C7 werden aller Wahrscheinlichkeit nach
von den KR-Doménen von AufD2 und/oder AufF1 reduziert, welche beide den
beschriebenen Aspartat-Rest aufweisen. Von den drei abgeleiteten Doppelbindungen
liegen die beiden &ufBeren in Z-Konformation und die mittlere in £-Konformation vor.
Die Aurafuron-Biosynthese ist damit neben der Chivosazol- und anderen Biosynthesen
(91) ein weiteres Beispiel, in dem diese Regel nicht anwendbar ist.

Uberraschenderweise ist im Aurafuron-Biosynthesegencluster keine terminale TE-
Doméne kodiert, welche iiblicherweise die Freisetzung der fertig prozessierten
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Polyketidkette vom Multienzymkomplex katalysiert (33). Die PKS fiir den Polyether
Nanchangmycin und das nah verwandte Monensin weisen ebenfalls keine TE-Doméanen
auf. In diesen beiden Fillen wird die Freisetzung der Polyketidkette durch eine diskrete
a,B-Hydrolase  katalysiert (NanE bzw. MonCIl), die ebenfalls in den
Biosynthesegenclustern kodiert ist (95,96). Ein solches Enzym ist im Aurafuron-
Biosynthesegencluster oder in dessen Néhe nicht kodiert. Mdglicherweise ist eine der
vier Oxidoreduktasen an der Freisetzung der Polyketidkette beteiligt (siche unten).

5.1.2 Post-PKS Biosynthese

Im Aurafuron-Biosynthesegencluster sind drei Cytochrom P4sp Monooxygenasen AufA,
AufB und AufH und eine Monooxygenase Auf] kodiert. Durch Mutagenesen in den
kodierenden Bereichen sollte untersucht werden, inwieweit diese Enzyme an Post-PKS
Reaktionen wie der Bildung der Furanongruppe beteiligt sind. Alle vier
Oxidoreduktasen wurden unabhidngig voneinander inaktiviert, AufB durch
Insertionsmutagenese, AufAHJ durch markerlose ,,in frame‘-Deletionen eines etwa
300 bp groBen Bereiches. Keine der vier Mutanten BFAPA (Inaktivierung von aufA),
BFABK (Inaktivierung von aufB), BFAPC2-3 (Inaktivierung von aufH) und BFAMD
(Inaktivierung von aufJ) produzierte Aurafuron A und B, alle Oxidoreduktasen sind
demzufolge an der Aurafuron-Biosynthese beteiligt.

Die Furanongruppe wird vermutlich durch eine komplexe Folge von
Biosyntheseschritten gebildet, und es ist schwierig, anhand von Homologievergleichen
eine Zuordnung der vier Oxidoreduktasen zu einzelnen Biosyntheseschritten
vorzunehmen. Das in dieser Hinsicht am Besten zu charakterisierende Post-PKS-Enzym
ist die Monooxygenase Auf]. Auf] zeigt Ahnlichkeit zu MtmOIV aus Streptomyces
argillaceus (27% 1identische und 38% &hnliche Aminosduren iiber die gesamte
Proteinlénge, (66)). Wie experimentell gezeigt werden konnte, agiert dieses Enzym als
Baeyer-Villiger-Oxygenase in der Mithramycin-Biosynthese. MtmOIV fiihrt ein
Sauerstoffatom in eine C-C Bindung der Biosynthesevorsufe Premithramycin B (ein
Cyclohexanonderivat und PKS II Produkt) ein. Auf diese Reaktion folgt eine
Ringdffnung und nachfolgend eine Decarboxylierung (Abbildung 5.3, (67)). Orthologe
Gene zu auf/ sind auch orf8 und orfl3 aus zwei Biosynthesegenclustern aus
Streptomyces aculeolatus NRRL 18422 und Streptomyces sp. Eco86, welche von
Banskota et al. beschrieben wurden (68). Die zugeordneten Biosyntheseprodukte E-837
und E-492/E-875 sind Aurafuron A erstaunlich dhnlich und weisen eine gleiche bzw.
sehr &hnliche Furanongruppe auf (vergleiche Abbildung 5.4). Basierend auf der
Homologie zu MtmOIV stellen die Autoren eine (Post-PKS) Biosynthesehypothese auf,
die eine Baeyer-Villiger Oxidation einschliet. In diesem Reaktionsweg wird das
sechsgliedrige  Laktonderivat, welches vermutlich nach  Abspaltung des
Polyketidgeriistes von der PKS durch eine TE-Doméne resultiert, am o-Kohlenstoff
hydroxyliert (vergleiche dazu Abbildung 5.5). Danach wird in einer Baeyer-Villiger
dhnlichen Reaktion ein Sauerstoffatom in eine C-C Bindung eingefiihrt, so dass ein
Kohlensdurediester-Derivat entsteht. Dieses Kohlensdurediester-Derivat wird oxidativ
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gespalten, wobei der Kohlensdaure-Kohlenstoff verloren geht. Die entstehende
Triketonstruktur reagiert schlieBlich zum Furanon-Endprodukt, dabei greift die
Hydroxylgruppe an C5 des tautomeren Enols am C2 Carbonylkohlenstoff an. Der
Reaktionsweg ist in Abbildung 5.5 A adaptiert an Aurafuron abgebildet. Experimentelle
Belege fiir diese Biosynthesehypothese existieren nicht, aber ein Baeyer-Villiger
Oxidationsschritt in der Biosynthese der Aurafuron-dhnlichen Strukturen scheint gut
vorstellbar. Ein weiteres Enzym, welches Ahnlichkeit zu Auf] zeigt, ist JadH aus der
Jadomycin-Biosynthese in Streptomyces venezuelae (fiir einen Sequenzvergleich der
diskutierten Enzyme vergleiche Abbildung 5.6). JadH ist wahrscheinlich (zusammen
mit zwei weiteren Enzymen, eines davon ist JadH sehr dhnlich) an der oxidativen
Offnung eines der vier Ringe der Angucyclin-Intermediate beteiligt. JadH katalysiert
auBBerdem auch eine Dehydratation der hydroxylierten Ringstrukturen (92,93).
Moglicherweise ist auch Auf] bifunktional und sowohl an einer oxidativen
Ringkontraktion, als auch an der Einfiihrung des konjugierten Doppelbindungssystems
beteiligt. Seit kurzem sind Cytochrom P4sp Monooxygenasen beschrieben, die Baeyer-
Villiger Oxidationen durchfithren (97;98). An einer entsprechenden Reaktion in der
Aurafuron-Biosynthese konnte auch eine der Cytochrom P45 Monooxygenasen beteiligt
sein, moglicherweise zusitzlich zu Auf]. In der Jadomycin-Biosynthese sind drei
Oxidoreduktasen an der oxidativen Ring6ffnung beteiligt, darunter zwei potentielle
Baeyer-Villiger Oxygenasen. Die Funktionen dieser Enzyme scheinen unmittelbar
voneinander abzuhdngen, die Inaktivierung jedes dieser Enzyme fiihrt dazu, dass die
oxidative Ring6ffnung nicht mehr stattfindet (92).

OCH,
H =
Ry P oH MmOV
e o
OH OH o] E o] o]
OR;

R

Mithramycin ~ «— OO‘ "
OH OH [s]

R, = Disaccharid, R, = Trisaccharid

-CO,

Abbildung 5.3: Durch MtmOIV katalysierte Reaktionen der Mithramycin-Biosynthese. MtmOIV
fiihrt in einer Baeyer-Villiger Oxidation ein Sauerstoffatom in eine C-C Bindung des
vierten Ringes der Biosynthesevorstufe Premithramycin B (oben links) ein.
Nachfolgende Reaktionen schlieBen eine Hydrolyse des entstandenen Laktons und eine
Decarboxylierung mit ein.
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R=H E-492 (4) (Streptomyces sp. Eco86)
R=CH, E-875 (5) (Streptomyces sp. Eco86)

Actinofuranon A (6) (MAR4 CNQ766) Actinofuranon B (7) (MAR4 CNQ766) L
= o o =
0. a]
H [s] o]
OH
AS-183 (8) (Scedosporium sp. SPC-15549) Aglajne-2 (9) (Bulfa striata)

Norpectinaton-verwandtes Furanon (10) (Siphonaria lessoni)

Abbildung 5.4: Aurafuron A, B und verwandte Strukturen.
In Klammern sind die Organismen angegeben, aus denen die Verbindungen isoliert
wurden.
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Abbildung 5.5: Mdgliche Reaktionsfolgen der Furanon-Bildung.

Reaktionsweg A entspricht dem von Banskota ef al. postulierten Biosynthesewegen fiir E-
837 und E-492/875. In den Reaktionswegen B und C finden Post-PKS Reaktionen statt,
wihrend die Polyketidkette noch am Multienzym gebunden ist. In C wird gegeniiber A
und B eine zusitzliche Kettenverlingerung durchgefithrt. Alle drei vorgestellten
Hypothesen beinhalten eine Baeyer-Villiger Oxidation und den Verlust (mindestens)
eines Kohlenstoffatoms (C1 der zuletzt [A,B] bzw. zuvorletzt [C] eingefiihrten Propionat-
Einheit).
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Abbildung 5.6: Sequenzvergleich von Aufl, JadH, MtmOIV, Orf8 (E837) und Orfl3 (E492).
Identische Reste sind hellgrau unterlegt, dhnliche Reste sind dunkelgrau unterlegt.

Der in Abbildung 5.5 a dargestellte Reaktionsweg geht von einem Laktonderivat aus.
Im Gegensatz zur E-837 und E-492 PKS existiert in der Aurafuron PKS keine TE-
Doméne, welche die intramolekulare Zyklisierung zum Lakton katalysieren konnte.
Moglicherweise finden modifizierende ,,Post“-PKS Reaktionen statt, widhrend das
Polyketid noch am Multienzymkomplex gebunden ist, und das resultierende Intermediat
wird dann oxidativ abgespalten. Solch eine oxidative Abspaltung eines gebundenen
Polyketides durch ein einer Baeyer-Villiger Monooxygenase dhnliches Enzym PedG
wurde fiir die Pederin-Biosynthese im bakteriellen Symbionten des Kéfers Paederus
fuscipes postuliert (99). Interessanterweise liegt pedG direkt stromabwirts des PKS
kodierenden pedF. Das letzte Modul von PedF ist unvollstidndig, und das fehlende ACP
ebenso wie weitere Module inklusive einer terminalen TE-Doméne sind auf pedH
kodiert, welches direkt stromabwirts auf pedG folgt. Piel argumentiert, dass pedG im
Laufe der Evolution in das Biosynthesegencluster integriert worden sein konnte. Das
Genprodukt konnte die oxidative Abspaltung des bis zu PedF prozessierten Polyketides
katalysieren und damit die origindr folgende PKS PedH inklusive der TE-Doméne
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tiberfliissig machen. Auch in diesem Fall ist die Biosynthesehypothese nicht durch
experimentelle Daten gestiitzt, das Modell bringt aber die Strukturen des Produktes und
des Biosynthesegenclusters ausgesprochen gut in Einklang. Im Aurafuron-
Biosynthesegencluster ist die Cytochrom P49 Monooxygenase AufH direkt
stromabwérts der PKS AufG kodiert. Moglicherweise modifiziert AufH nach
Kettenverldngerung durch AufG das Polyketidgeriist in der Art, dass die oxidative
Abspaltung durch das Baeyer-Villiger dhnliche Auf] ermdglicht wird. Nach Freisetzung
vom Multienzymkomplex konnten weitere Modifikationen stattfinden, die schlieBlich in
der Bildung von Aurafuron resultieren. In Abbildung 5.5 ist ein entsprechender
hypothetischer Biosyntheseweg formuliert (B). Unter der Voraussetzung, dass die
Aurafuron PKS ein iterativ agierendes Modul enthilt, wire (neben AufE) ein weiteres
Modul mehr vorhanden, als Verlingerungseinheiten eingebaut werden. Es ist nicht
auszuschlieBen, dass die Polyketidkette mit einer zusitzlichen Verlangerungseinheit
verkniipft wird, die im Zuge der oxidativen Freisetzung des Polyketides wieder
abgespalten wird (Abbildung 5.5, C).

Aurafuron A ist das Hauptprodukt der Aurafuron-Biosynthese und an C7 hydroxyliert,
Aurafuron B weist eine Doppelbindung an C6/7 auf. Moglicherweise wird die
Hydroxylgruppe an C7 nur unvollstidndig durch eine Dehydratase (sei es eine Doméne
oder ein diskretes Protein) abgespalten, so dass das Produkt als A- und B-Typ vorliegt.
Alternativ dazu ist es denkbar, dass wihrend der PKS Biosynthese der (an C7, 9, 11)
vollstindig dehydrierte B-Typ entsteht und die im A-Typ vorhandene Hydroxylgruppe
an C7 nachtrdglich (wieder) eingefiihrt wird. Aurafuron-&hnliche Verbindungen wurden
auch aus dem Aktinomyceten MAR4 isoliert (Abbildung 5.4), interessanterweise
existieren auch diese Actinofuranone als A- und B- Typ (/00). Durch eine Fiitterung
von Aurafuron B an die PKS-Mutante BFAKR3-3 konnte festgestellt werden, ob
Aurafuron B eine Biosynthesevorstufe von Aurafuron A ist. Ist das der Fall, sollte die
Mutante Aurafuron B zu Aurafuron A umwandeln konnen. Fiir dieses Experiment muf3
Aurafuron B in ausreichender Menge isoliert werden, dies wird durch geringe
Produktmengen erschwert (siche 5.1.3).

5.1.3 ldentifizierung moglicher Aurafuron-Derivate

Bei der genauen Analyse von Kulturextrakten von S. aurantiaca DW4/3-1 und
Mutanten fiel eine bis dahin uncharakterisierte Verbindung auf. Diese Verbindung ist in
Extrakten des Wildstammes und aller Post-PKS-Mutanten zu finden, jedoch nicht in
Extrakten der PKS-Mutanten. Nach Fiitterung der Biosynthesevorstufe L-[5,5,5-
2H3]Leucin wurde eine Massenverschiebung von +3 Masseneinheiten beobachtet, die
aus eingebautem Isovalerat stammen kann. Vermutlich handelt es sich um ein
Aurafuron-Derivat, die Verbindung wurde vorldufig Aurafuron C genannt. Aurafuron C
hat nach negativer lonisierung die Masse 373,2. Nach Vermessung mit einem
hochauflosendem Massenspektrometer wurde CH34O4 als Summenformel der
Verbindung berechnet. Ein UV-Spektrum konnte nicht zugeordnet werden. Wegen der
geringen produzierten Mengen konnte die Substanz bisher nicht in ausreichender
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Menge isoliert und in ihrer Struktur aufgeklart werden. Moglicherweise handelt es sich
um ein Lakton-Biosyntheseintermediat (vergleiche Abbildung 5.7), durch welche
enzymatische Aktivitdt es auch durch Freisetzung von der PKS entsteht (eine TE-
Doméne, welche iiblicherweise diese Reaktion katalysiert, ist nicht vorhanden; siche
oben). Sollte sich sich der Strukturvorschlag bestétigen, wire dies ein Hinweis auf den
Biosyntheseweg A der in Kapitel 5.1.2 diskutierten Biosynthesewege A-C der
Furanonringbildung (Abbildung 5.5). Allerdings wire im Vergleich zu dem in diesem
Reaktionsweg postulierten Laktonderivat keine Doppelbindung zwischen C4/5
vorhanden, sondern eine C-C Einfachbindung (Nummerierung nach Abbildung 5.5).
Das wiirde bedeuten, dass in der PKS Biosynthese an C5 anstatt einer Ketogruppe eine
Hydroxylgruppe generiert wiirde. Fir die in Abbildung 5.5 gezeigten
Biosyntheseoptionen wére nach der Laktonisierung ein zusitzlicher Oxidationsschritt an
diesem Kohlenstoffatom notwendig. Anhand der Modelle der PKS-Biosynthese
(Abbildung 5.2) wire es denkbar, dass an entsprechender Stelle sowohl eine aktive
(AufF2), als auch eine inaktive KR-Doméne (AufC) vorhanden ist.

Abbildung 5.7: Strukturvorschlag fur Aurafuron C

Die Post-PKS Mutanten BFABK (aufB-Mutante), BFAPC2-3 (aufHMutante) und
BFAMD (aufJ-Mutante) produzieren alle eine Verbindung, die nach negativer
Ionisierung die Masse 359,2 hat, welche von (der prizisen) Masse und dem
Laufverhalten in der HPLC her Aurafuron B entspricht, jedoch anders fragmentiert als
dieses. Aurafuron B existiert als (8£) und (8Z)-Isomer, die Fragmentierungsmuster
dieser Isomere sind jedoch identisch. Diese Aurafuron B’ genannte Verbindung in den
Mutantenextrakten ist moglicherweise eine ringoffene Vorstufe von Aurafuron B,
vielleicht das isomere Triketonderivat, welches in allen Post-PKS Biosynthesemodellen
A-C schlieBlich zur Furanonstruktur reagiert. In diesem Fall wire zu schliefen, dass
sowohl AufB, als auch AufH und Auf] am Ringschluss beteiligt sind.
Erstaunlicherweise ist das Fragmentierungsmuster dieser Verbindung dem von
Aurafuron C sehr dhnlich (vergleiche Tabelle 3.2, Abbildung 3.10). Leider konnten
auch durch Kalkulation der Summenformeln der Fragmente nach praziser
Massenbestimmung die Strukturen von Aurafuron C und Aurafuron B’ nicht niher
charakterisiert werden.

S. aurantiaca DW4/3-1, aber keine der in dieser Arbeit generierten Mutanten produziert
zwei Verbindungen mit der Masse [M-H] = 395,2, welche nach Fiitterung von L-[5,5,5-
’H;]Leucin eine Massenverschiebung von +3 Masseneinheiten aufweisen und nahezu
identisch fragmentieren wie Aurafuron A. Nach Bestimmung der prizisen Masse wurde
die Summenformel CyH3s0¢ berechnet. Vermutlich handelt es sich bei diesen
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Aurafuron D; und D, genannten Verbindungen um zwei Isomere, bei denen eine
weiteren Doppelbindung der Seitenkette hydroxyliert ist.

Fiir alle neu identifizierten Intermediate und Verbindungen mul} eine genauere
Strukturaufklarung erfolgen. Damit ist nicht nur eine Zuordnung zum Aurafuron-
Biosynthesegenlocus zu beweisen, sondern wiren auch Hinweise liber den Ablauf der
Biosynthese zu erhalten. Leider konnen die Aurafurone von S. aurantiaca DW4/3-1 nur
mit geringer Ausbeute erhalten werden (etwa 0,3 mg/ | (8Z2)-Aurafuron B und 0,04 mg/ 1
(8E)-Aurafuron B, (26)), was eine Strukturaufkldrung sehr erschwert. Die Ausbeute an
Aurafuron A ist etwas hoher (etwa Faktor 5 bis 8). Es ist geplant, das Aurafuron-
Biosynthesegencluster in einem geeigneten heterologen Wirt zu exprimieren. Damit soll
die Ausbeute gesteigert und die Strukturaufklirung ermdglicht werden. Durch
heterologe Expression des Biosynthesegenclusters fiir Myxochromid S aus
S. aurantiaca DW4/3-1 in Pseudomonas putida konnte die Ausbeute von 8 mg/l nach 6
Tagen Kultivierung auf 40 mg/ nach 2 Tagen Kultivierung gesteigert werden (/9). Auch
die genetische Manipulation des Biosynthesegenclusters wie die (markerlose)
Inaktivierung einzelner Gene oder der Austausch der Promotorregion wére erleichtert,
da fiir die Manipulation in E. coli unter Verwendung der Red/ET-Technik (/01,102) ein
groBeres Spektrum an Selektionsmarkern und Methoden der DNA-Rekombination zur
Verfiigung steht. Modifikationen kdnnten direkt an autonom replizierenden Konstrukten
in E. coli vorgenommen werden. Idealerweise konnten nach Etablierung und
Optimierung eines Systems zur heterologen Expression durch Modifikation des
Biosynthesegenclusters weitere Biosyntheseintermediate identifiziert und strukturell
aufgekliart werden, welche wichtige Hinweise auf den Ablauf der Biosynthese geben
wiirden.

5.2 Metabolische Einheit trotz genomischer Diversitat -
Vergleich von Biosynthesewegen Aurafuron-ahnlicher Strukturen

Aurafuron-dhnliche Strukturen (vergleiche Abbildung 5.4) werden auller von
S. aurantica DW4/3-1 auch von verschiedenen Aktinomyceten produziert: E-837 wird
von S. aculeolatus NRLL 18422 produziert (68), E-492 und E-875 von Streptomyces sp.
Eco86 (68) und die Actinofuranone A und B von einem vorldufig MAR4 CNQ766
genannten Stamm, der vermutlich zum Genus Streptomyces gehort (100). AS-183 ist
eine Aurafuron-dhnliche Struktur, die aus dem Pilz Scedosporium sp. SPC-155549
isoliert wurde (/03). Ein weiteres Beispiel ist Aglajne-2, welches aus der Molluske
Bulla striata isoliert wurde (/04). Ein 1:1 Gemisch der (E)- und (Z)-Isomere eines
Norpectinaton-verwandten Furanons wurde aus einer weiteren Molluske Siphonaria
lessoni isoliert (105). Zusétzlich zu den letzten beiden Verbindungen wurden auch die
entsprechenden Pyranonderivate Aglajne-3 und Norpectinaton identifiziert (/04,105).
Zu der Biosynthese dieser Verbindungen ist wenig bekannt. Die erste Veroffentlichung
im Jahr 2006 stammt von Banskota et al. und beschreibt zwei modulare Typ I PKS
Biosynthesegencluster aus S. aculeolatus NRLL 18422 und Streptomyces sp. Eco86, die
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fiir die Biosynthesemaschinerien der Metabolite E-837 bzw. E-492 und E-875 kodieren.
Die PKS sind in einer Transkriptionseinheit kodiert und die Doménenorganisation der
einzelnen Module ist weitestgehend kolinear mit den Polyketid-Strukturen ((68), zur
Biosynthese des Polyketidgeriistes von E-837 vergleiche Abbildung 5.8). Die
Lademodule weisen eine (lediglich decarboxylierende, nicht kondensierende) KSq, eine
AT- Doméne und ein ACP auf. Nach in silico Analyse der einzelnen Dominen sind
lediglich zwei KR-Dominen inaktiv, was mit den Biosynthesemodellen der
Verbindungen iibereinstimmt. Die einzige UnregelméBigkeit ist eine scheinbar
tiberfliissige DH-Domine in den Modulen 7. Obwohl auch die Aurafurone von einer
modularen Typ [ PKS gebildet werden, weicht die Organisation des
Biosynthesegenlocus und der kodierten PKS von den Streptomyceten-Genclustern und
PKS signifikant ab. Im Aurafuron-Biosynthesegencluster sind die Gene nicht in einem
Operon organisiert wie in den Streptomyces-Clustern, sondern in vermutlich drei
Transkriptionseinheiten. Es gibt ein kombiniertes Lade- und Verlangerungsmodul,
wobei die KS-Domine des Verldngerungsmodules zwischen dem ACP und der AT-
Doméne des Lademodules liegt. Eine KSq ist nicht vorhanden. Die Zuordnung der
weiteren Module zu einzelnen Biosyntheseschritten ist schwierig, und die Biosynthese
beinhaltet hochstwahrscheinlich ein iterativ agierendes Modul. Weitere Besonderheiten
neben einem iterativ agierenden Modul sind zumindest ein tiberzahliges Modul, eine
fehlende DH-Domidne ebenso wie eine fehlende terminale TE-Doméne.
Gemeinsamkeiten mit den beschriebenen PKS aus Streptomyces sp. scheinen inaktive
KR-Doménen in den letzten beiden Modulen der Biosynthese und eine scheinbar
tiberfliisige DH-Domine in AufC zu sein, welches moglicherweise den Modulen 7 der
Streptomyces PKS entspricht.
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Abbildung 5.8: Biosynthesemodell des Polyketidgeristes von E-837 in Streptomyces aculeolatus
(nach Banskota et al.).
Mit einem Stern markierte Doménen sind vermutlich inaktiv.
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Der Vergleich der kodierten Post-PKS-Enzyme der drei Biosynthesegencluster
offenbart iiberzeugende Ahnlichkeiten ebenso wie signifikante Unterschiede. Die
Cytochrom P45 Monooxygenase AufB und die Monooxygenase Auf] haben in den
Genclustern aus Streptomyces sp. Gegenstiicke mit erstaunlicher Homologie. Fiir die
verbleibenden beiden Cytochrom P4so Monooxygenasen AufA und AufH sind in den E-
837 und E-492 Biosynthesegenclustern keine Homologe kodiert, aber unabhingige
Cytochrom P4s9p Monooxygenasen. Die Bildung der Furanonstrukturen beinhaltet
wahrscheinlich dhnliche Reaktionsschritte wie eine Baeyer-Villiger Oxidation, die
durch eine sehr dhnliche enzymatische Aktivitdt katalysiert werden wird. Aufgrund der
unterschiedlichen Freisetzungsmechanismen der Polyketide von der PKS - im Fall der
Streptomyces PKS durch eine TE-Domine, ohne Beteiligung einer TE-Doméne im Fall
der Aurafuron PKS - fithren vermutlich unterschiedliche zusitzliche katalytische
Aktivitaten schlieBlich zur Ausbildung der Endstrukturen. Die Bildung von E-837 und
E-492/ E-875 lauft wahrscheinlich iiber ein sechsgliedriges Laktonderivat, welches bei
der Abspaltung des Polyketidgeriistes von der PKS durch die TE-Doméne entsteht.
Interessanterweise wurden entsprechende Laktonderivate von Aglajne-2 und dem
Norpectinaton-dhnlichen  Furanon aus den jeweiligen Organismen isoliert,
moglicherweise handelt es sich hier um Biosyntheseintermediate. Es ist nicht gesichert,
dass die Aurafuron-Biosynthese ein Laktonintermediat beinhaltet, auch alternative
Reaktionsfolgen sind denkbar. Die Post-PKS Biosynthese der Polyketide aus
Streptomyces sp. wie auch der Aurafurone bedarf weiterer Untersuchungen, um
gesicherte Schluflfolgerungen ziehen zu konnen. Auch ein aus Saccharopolyspora
erythraea sequenziertes Biosynthesegencluster (69) weist bemerkenswerte Analogien
zum Aurafuron-Biosynthesegencluster und noch deutlicher zu den Streptomyces-
Clustern auf. Ein Produkt konnte dem Biosyntheselocus nicht zugeordnet werden, es ist
aber denkbar, dass er fiir die Bildung einer weiteren Aurafuron-dhnlichen Verbindung
verantwortlich ist oder war.

Die phylogenetische Analyse der myxo- und aktinobakteriellen PKS-Sequenzen
bestdtigt die in silico Analyse der PKS-Funktionalititen (Abbildung 3.13). Die KS-
Dominen der Aurafuron PKS sind den KS-Doménen anderer myxobakterieller PKS
dhnlicher als den KS-Doménen aus Streptomyces sp.. Diese Tatsache spricht eher fiir
eine unabhingige Entwicklung des Aurafuron-Biosynthesegenclusters als fiir einen
Generwerb von S. aurantiaca DW4/3-1 oder den Streptomyces-Stimmen durch
horizontalen  Gentransfer. Das  Aurafuron-Biosynthesegencluster — hat  sich
moglicherweise aus einem fritheren Biosynthesegenlocus entwickelt, wobei eine Reihe
von Punktmutationen zu verdnderten Substratspezifititen und einem Funktionsverlust
von Dominen und ganzen Modulen gefiihrt haben konnten. Besonders das
hochstwahrscheinlich  iiberfliissige AufE  weist einige ungewdhnliche Reste in
konservierten Positionen auf. Die entstandene(n) neue(n) Verbindung(en) kdnnten dem
Produzenten einen Selektionsvorteil verschafft und damit die Konservierung des
modifizierten Biosyntheseweges begiinstigt haben.
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Die Ahnlichkeit der gefundenen Aurafuron-verwandten Strukturen ist erstaunlich. Sie
wurden nicht nur aus vergleichsweise nah verwandten Organismen wie verschiedenen
Aktinobakterien (68;100) oder Myxobakterien isoliert (26), sondern auch aus einem
Pilz (103) und sogar aus Mollusken (/04;105). Diese Organismen entstammen
verschiedenen Lebensrdumen wie dem Erdreich (/03,106), Gezeitenregionen (/05)
oder marinen Sedimenten (/00). Die weite Verbreitung Aurafuron-dhnlicher Strukturen
in verschiedenen Organismen und Lebensrdumen 1468t eine wichtige biologische
Funktion dieser Polyketide vermuten. Fiir die Aurafurone wurde eine moderate
antifungale und zytotoxische Aktivitdt beschrieben (26), fiir E-837, E-492 und E-875
eine moderate Hemmung des Elektronen-Transport-Komplexes (68) und fiir AS-183
eine Hemmung der Acyl-CoA-Cholesterol-Acyltransferase (/03). Wie in den meisten
Féllen ist die Funktion der Sekunddrmetabolite fiir die Produzenten nicht bekannt. Die
im Rahmen dieser Arbeit generierten Mutanten von S. aurantiaca DW4/3-1 lassen unter
Standard-Kultivierungsbedingungen (abgesehen von Effekten auf die Aurafuron-
Biosynthese) keinen veridnderten Phénotyp gegeniiber dem Wildstamm erkennen. Eine
Aussage iiber die Funktion der Aurafurone fiir den Produzenten im natiirlichen Habitat
ist daraus aber nicht abzuleiten.

5.3 Spirangien-Biosynthese in S. cellulosum So ce90

5.3.1 Identifizierung der unbekannten Biosynthesegene

Die Spiroketalpolyketide Spirangien A und B wurden aus S. cellulosum So ce90 isoliert
und strukturell aufgeklart (Abbildung 1.3, (27)), werden aber auch von weiteren
Sorangien-Stimmen produziert (2/). Zu Beginn dieser Arbeit waren von zwei
Cosmiden 44 kb Sequenzinformation der Biosynthesegene bekannt. Die Cosmide waren
durch ein Screening einer genomischen Cosmidbank von S. cellulosum So ce90 mit KS-
kodierenden Sequenzen als Sonde identifiziert worden (72,;107). Nach Erstellung einer
neuen Cosmidbank dieses Stammes konnte iiber die Hybridisierung mit einem KS-
kodierenden Fragment des Genclusters ein Cosmid identifiziert werden, welches die
fehlende Sequenzinformation des 5’-Endes des Spirangien-Biosynthesegenclusters
enthélt. Das vollstaindige Spirangien-Biosynthesegencluster ist 88,4 kb groB. Es sind
sieben PKS kodiert, die insgesamt 16 Module enthalten. Am 5’-Ende des Clusters sind
auf dem komplementéren Strang eine Methyltransferase und eine Typ II-Thioesterase
kodiert, direkt stromaufwérts der PKS-Gene ist eine Cytochrom P59 Monooxygenase
kodiert (vergleiche Abbildung 4.3). Stromabwirts der PKS-Gene sind eine
Methyltransferase, eine Cytochrom P4so Monooxygenase und (auf dem komplementéren
Strang) ein  Transkriptionsfaktor  kodiert, welcher das 3° -Ende des
Biosynthesegenclusters bildet (72).

Um Studien zur Biosynthese biologisch aktiver Metabolite durchfiihren und schlieBlich
die Biosynthese gezielt manipulieren zu konnen, miissen die Biosynthesegene
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identifiziert und sequenziert werden. Durch die rasant fortschreitenden Entwicklungen
der Sequenziertechnologien (/08) konnen heute in wenigen Wochen oder Tagen
Sequenzbereiche in der GroBe ganzer bakterielle Genome sequenziert werden (709).
Noch vor wenigen Jahren wurden fiir die Durchfiihrung eines solchen Projektes Monate
und Jahre veranschlagt. Innerhalb der Genomsequenzen konnen biosynthetische Gene
durch Vergleiche mit bekannten Biosynthesegenen in silico identifiziert werden (110).
Ein Beispiel ist die Identifizierung der Biosynthesegene des Eisenchelators Myxochelin
aus S. aurantiaca Sg al5 (111). Diese Methode der ErschlieBung biosynthetischen
Potentials ist allerdings noch sehr kostenaufwindig (/08), und auch die Qualitit von
ausschlieflich automatisch generierten Assemblierungen und Annotationen ist noch zu
verbessern (/72). Eine etablierte Alternative zur Genomsequenzierung und
nachfolgender in silico Analyse ist die Untersuchung genomischer Bibliotheken auf
hochkonservierte Regionen biosynthetischer Gene durch Hybridisierungen oder PCR
(15;113). Mit KS-kodierenden Sequenzen als Sonden konnen zuverldssig Polyketid-
Biosynthesegene identifiziert werden, wie viele Beispiele zeigen (47,107,114). Auch im
Fall der Spirangien-Biosynthesegene fiihrte diese Methode zur vollstindigen
Identifizierung des Biosynthesegenlocus.

5.3.2 PKS-Biosynthese

Die sieben Spirangien PKS SpiDEFGHIJ sind (mit SpiCKL) in einem Operon kodiert
und enthalten ein kombiniertes Lade- und Verldngerungsmodul und 14 weitere Module
fiir den Einbau von Verldngerungseinheiten. Spirangien ist aus 16 Polyketideinheiten
aufgebaut. Die Zahl der Module und auch die Doménenorganisation folgt weitestgehend
dem Kolinearititsprinzip (29). Zu den wenigen Abweichungen von diesem Prinzip
gehort die Domiénenorganisation des kombinierten Lade- und Verldngerungsmodules
SpiD, in welchem die KS-Doméne des Verlangerungsmodules zwischen dem ACP und
der AT-Domine des Lademodules liegt (vergleiche Abbildung 5.9). Diese
Dominenorganisation ist aber auch in anderen myxobakteriellen PKS zu finden (5.1.1,
(48-51). Die anhand konservierter Motive vorhergesagten Spezifititen der AT-
Doménen (55) stimmen mit dem Einbau von acht Malonat- und sieben Methylmalonat-
Einheiten in das Spirangien-Polyketidgeriist liberein. Die AT-Doméne des Lademoduls
weicht in mehreren Resten von dem konservierten Motiv ab, sie selektiert Acetyl-CoA
und Propionyl-CoA als Startereinheiten fiir die Spirangien A- bzw. Spirangien B-
Biosynthese. Die E-Doppelbindungen des Molekiils werden von Modulen eingefiihrt,
deren KR-Dominen den beschriebenen konservierten Aspartat-Rest tragen (Module 1,
11 und 13, (57,58)), die Z-Doppelbindungen werden von Modulen eingefiihrt, deren
KR-Doménen den beschriebenen konservierten Aspartat-Rest nicht tragen (Module 10
und 12). Dies stimmt mit der A/B-Regel iiberein, nach der die Aktivitit von KR-
Doménen des A-Typs ohne den Aspartat-Rest der Bildung von Z-Doppelbindungen
vorausgeht und die Aktivitit von KR-Dominen des B-Typs mit dem Aspartat- Rest der
Bildung von E-Doppelbindungen (57,58, 94).
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SpiD SpiE SpiF SpiG
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Abbildung 5.9: Modell der Spirangien A-Biosynthese.
Die Biosynthese von Spirangien B liuft entsprechend ab, beginnt aber mit ACP;-
gebundenem Propionat. Die DH-Doméne von Modul 4 ist vermutlich inaktiv. Linker-

Regionen sind nicht beschriftet.
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Aufgrund des konjugierten Doppelbindungssystems von C4 bis C13 sind in den
Modulen 10 bis 14 DH-Doménen zu erwarten. Diese fehlen jedoch in den Modulen 10
und 12, so dass moglicherweise die Elimination von Wasser durch DH-Doménen der
stromabwirts folgenden Module 11 und 13 katalysiert wird. Die letzgenannten DH-
Doménen sind einander sehr dhnlich (69 % Identitit auf Proteinebene) und gruppieren
in einem phylogenetischen Baum abseits der anderen DH-Domédnen der Spirangien
PKS. Eine solche in trans-Aktivitit wird auch fiir DH-Doménen der Stigmatellin,
Chivosazol und Aurafuron PKS postuliert ((50;97), 5.1.1). Im Gegensatz zu den
anderen PKS weisen allerdings die entsprechenden Module der Chivosazol PKS eine
ungewOhnliche Dominenorganisation auf. Fiir die DH-Domédne von Modul 5 der
Epothilon PKS/NRPS konnte eine iterative Aktivitit bereits experimentell belegt
werden (90). Ein Sequenzvergleich der beschriebenen potentiellen in trans agierenden
DH-Doménen lieB keine gemeinsamen Reste erkennen, welche von anderen DH-
Doménen abweichen und zur Charakterisierung der in trans Aktivitit dienen konnte.
Obwohl die Doppelbindungen an C6/7 und C8/9 bzw. C10/11 und C12/13
wahrscheinlich von einer DH-Doméne eingefiihrt werden, unterscheiden sie sich in der
Stereochemie. Dies bekriftigt die A/B-Regel, nach der die Stereochemie des durch die
KR-Doméne eingefiihrten Alkohols die Stereochemie der entstehenden Doppelbindung
bestimmt. Allerdings sind auch weitere E/Z- Spirangienisomere in den Kulturextrakten
von S. cellulosum So ce90 zu finden (Daten nicht gezeigt). Auch wenn nicht
ausgeschlossen ist, dass diese wihrend der Aufarbeitung der Extrakte entstehen, zeigt
dieser Befund wieder einmal ((97), 5.1.1), dass anhand der A/B-Klassifizierung der KR-
Doménen nicht direkt auf die Stereochemie abgeleiteter Doppelbindungen geschlossen
werden kann.

Die DH-Domine von Modul 4 weist das konservierte Motiv dieser Doménen auf, die
entsprechende Hydroxylgruppe an C25 scheint aber im Molekiill zu verbleiben.
Hochstwahrscheinlich ist sie an der Spiroketalbildung beteiligt. Nach Inaktivierung des
Cytochrom P4s9 Monooxygenase kodierenden Gens spil produziert die Mutante nur
noch azyklische Spirangien-Derivate mit einer Hydroxylgruppe an C25, welche bei
einem Teil der Verbindungen glykosyliert ist (Abbildung 5.11, (72)). Moglicherweise
fiihren Punktmutationen in der Nihe der konservierten Reste zum Funktionsverlust der
DH-Doméne (vergleiche Abbildung 4.5).

Alle Module der Spirangien PKS enthalten etwa ~380 Aminosduren grofle Linker-
Regionen N-terminal der KR- bzw. ER-Dominen. Diese Doménen sind in der groflen
Mehrheit der modularen Typ I PKS Module zu finden, ihre genaue Funktion war aber
lange Zeit unklar. Neuere Untersuchungen weisen auf eine strukturelle Rolle bei der
Stabilisierung der KR- Doméinen hin, die in monomerer Form aus dem PKS-
Homodimer herausragen (34). Diese AT-KR/DH-KR/DH-ER Linkerregionen der
Spirangien PKS zeigen einige konservierte Reste, die auch in entsprechenden Regionen
anderer PKS zu finden sind (vergleiche z.B. 3.2) und konnen zusitzlich anhand des
Sequenzvergleiches in zwei Gruppen eingeteilt werden (Linkerregionen der Module 1,
2,4, 7,11, 13, 15 und Linkerregionen der Module 3, 5, 6, 8, 9, 10, 12, 14). Diese
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Gruppierung zeigt keine offensichtliche biosynthetische Logik, mag aber auf die
Entwicklung des Spirangien-Biosynthesegenlocus durch eine Reihe von Duplikationen
zuriickzufiihren sein (vergleiche 5.4).

Das letzte Modul der Spirangien PKS endet mit einer TE-Domine, welche die
Abspaltung der fertig prozessierten Polyketidkette von der PKS als freie Sdure
katalysiert.

5.3.3 Post-PKS Biosynthese

An die Biosynthese des Spirangien-Polyketidgeriistes schlieen sich eine Reihe von
Post-PKS Reaktionen an. Vier funktionelle Gruppen stammen hochstwahrscheinlich
nicht aus der PKS Biosynthese: zwei Methoxygruppen an C3 und C23, die
Hydroxylgruppe an C20 und die Spiroketalfunktion im Zentrum des Molekiils. Fiir die
Einfiihrung dieser Funktionalititen kommen vier im Biosynthesegencluster kodierte
Proteine in Frage: die zwei Methyltransferasen SpiB und SpiK und die zwei Cytochrom
P4so Monooxygenasen SpiC und Spil, die jeweils stromauf- bzw. stromabwirts der
PKS Gene im Cluster kodiert sind. Eine Insertionsmutante von spiL lag zu Beginn
dieser Arbeit vor, Insertionsmutanten von spiB, spiC und spiK wurden im Zuge der
Arbeit generiert, um Einblick in die Funktion der kodierten Enzyme in die Biosynthese
Zu gewinnen.

5.3.3.1 Generierung von Desmethylderivaten

Die Methyltransferase-kodierenden Gene spiB und spiK wurden unabhingig
voneinander durch Insertionsmutagenese inaktiviert. Die Mutanten BFSB-11 und
BFSK-2 produzierten beide weder Spirangien A noch B, dafiir aber neue Verbindungen
mit einer Massendifferenz von -14 Masseneinheiten gegeniiber Spirangien A und B. Da
das UV-Spektrum dieser Verbindungen weitestgehend dem charakteristischen UV-
Spektrum der Spirangiene entspricht, wurde davon ausgegangen, dass es sich dabei um
Desmethylderivate handelt. Um diese Vermutung zu bestitigen, wurde zu S. cellulosum
So ce90 und den Mutanten L-[Methyl-H;]Methionin gefiittert. Nach HPLC-MS-
Analyse der Kulturextrakte wurde bei den Wildstamm-Spirangienen eine
Massenzunahme um 3 und 6 Masseneinheiten festgestellt und bei den Spirangien-
Derivaten nur eine Massenzunahme von 3 Masseneinheiten, entsprechend einer und
zwei bzw. nur einer aus SAM stammenden Ds- markierten Methylgruppen. Zusétzlich
zur lIdentifizierung des SAM-Bindemotives zeigt der Einbau der aus Methionin
stammenden Methylgruppe, dass es sich um SAM-abhingige Methyltransferasen
handelt. Um die beiden Methyltransferasen einer Methylierung der Hydroxylgruppen an
C3 und C23 zuordnen zu konnen, wurden der Wildstamm und die Mutanten unter XAD
Zusatz in einem groferem Volumen Produktionsmedium kultiviert und mit L-[Methyi-
BC]Methionin gefiittert. Die mit den Spirangienderivaten angereicherten Fraktionen der
Kulturextrakte wurden mit C NMR-Spektroskopie analysiert und mit den
entsprechenden Fraktionen des Wildstamm-Extraktes verglichen. Da sowohl Acetyl-
CoA als auch Propionyl-CoA als Starter in der Spirangien-Biosynthese dienen und
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zusétzlich Doppelbindungsisomere vorhanden sind, treten flir das 3-OMe
Kohlenstoffatom verschiedene Signale zwischen 56,7 und 57,0 ppm auf (vergleiche
Abbildung 4.9). Wie erwartet waren im “C NMR-Spektrum der Wildstamm-
Spirangiene sowohl das 3-OMe, als auch das 23-OMe Signal vorhanden, wéhrend den
BC NMR Spektren der Spirangien-Derivate je eines der Signale fehlte. Im Fall der
spiB- Mutante fehlte das 23-OMe- Signal, bei den Derivaten der spiK- Mutante fehlte
das 3-OMe-Signal. Daraus ist zu schliefen, dass SpiB die Methylierung der
Hydroxylgruppe an C23 katalysiert und SpiK die Methylierung der Hydroxylgruppe an
C3. Fiir das 23-OMe Kohlenstoffatom tritt zusétzlich zu dem beschriebenen Signal bei
55,7 ppm (27) in den Wildstamm Spirangienen und den 30-Desmethylderivaten ein
Signal bei 56,4 ppm auf, was moglicherweise auf isomere Formen der benachbarten
Spiroketalstruktur zuriickzufiihren ist.

a b

R=CH., CH,CH. h : /I\/ R=CH., CH,CH /]\/

Abbildung 5.10: Desmethyl-Spirangienderivate der spiK Mutante BFSK-2 (a) und der spiB Mutante
BFSB-11 (b)

Durch die Inaktivierung der Methyltransferasegene konnte nicht nur die genaue
Funktion der kodierten Enzyme in der Spirangien-Biosynthese geklidrt werden, es
wurden auch zwei Serien neuer Naturstoff-Derivate generiert. Nach einer Isolierung der
verschiedenen Derivate konnen diese mit verschiedenen biologischen Testsystemen
untersucht und die biologische Aktivitit mit der der Wildstamm-Spirangiene verglichen
werden.

5.3.3.2 Untersuchungen zur Bildung der Spiroketalfunktion

Die Cytochrom P4s90 Monooxygenasen Spil und SpiC sind vermutlich fiir die
Einfiilhrung der Spiroketalfunktion und der Hydroxylgruppe an C20 verantwortlich.
Diese Hydroxylgruppe stammt nicht aus der PKS-Biosynthese, da sie an C2 der
eingefiihrten Malonateinheit liegt und die entsprechende AT-Doméne von Modul 6
nach in silico Analyse eine Malonyl-CoA-Spezifitit zeigt. Nach Inaktivierung von SpiLL
werden azyklische Spirangien-Derivate produziert, die teilweise an der Hydroxylgruppe
an C25 glykosyliert sind (Abbildung 5.11, (72)). Bei dem Zuckerrest handelt es sich
wahrscheinlich um ein a-D-Arabinofuranosid (H. Steinmetz, personliche Mitteilung).
Dieses ist das erste Beispiel einer glykosylierten Verbindung aus S. cellulosum So ce90.
Der Zuckerrest ist auch in Icumazol B zu finden, welches von anderen S. cellulosum
Stammen (S. cellulosum So ce701 und So ce1046) produziert wird (/15).
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Abbildung 5.11: Azyklische Spirangienderivate der spilL Mutante JKB19

Die Insertionsinaktivierung von spiC stellte besondere Anforderungen, da das Gen 13
bp stromaufwirts von dem PKS kodierenden Gen spiD lokalisiert ist und somit von
einer transkriptionellen Kopplung ausgegangen werden muf3. Markerlose Mutagenesen
sind wegen fehlender Gegenselektionsmarker in Sorangium nicht moglich, deshalb
wurde hinter das homologe Fragment zur Integration der aphll-Promotor kloniert (74).
Nach Integration des Inaktivierungskonstruktes resultieren zwei inaktive Kopien von
spiC unter Kontrolle des natiirlichen und des aphll-Promotors. Die Transkription der
PKS-Gene ist durch den aphll Promotor sichergestellt (vergleiche Abbildung 5.12). In
den Kulturextrakten der erhaltenen Integrationsmutanten (BFSC) waren jedoch weder
Spirangien A und B noch neue Derivate zu detektieren. Um sicherzustellen, dass nicht
eine unzureichende Transkription der PKS-Gene die Ursache fiir das Ausbleiben der
Produktion war, wurde ein zweites Mutagenesekonstrukt pPBFS CP mit einem grof3eren
homologen Bereich entworfen. Nach Integration von pBFS_CP resultieren eine inaktive
Kopie von spiC unter Kontrolle des natiirlichen Promotors und eine aktive Kopie von
spiC unter Kontrolle des aphll-Promotors. Die PKS-Gene stehen auch hier unter
Kontrolle des aphll-Promotors (vergleiche Abbildung 5.12). Die entsprechende
Mutante BFSCP produziert Spirangiene, die Transkription der Gene unter Kontrolle des
aphll-Promotors ist also ausreichend. Aus der fehlenden Produktion der
Inaktivierungsmutante BFSC kann somit geschlossen werden, dass das Genprodukt
SpiC esssentiell fiir die Spirangien-Biosynthese ist.

Die Bildung der Spiroketalfunktion und die Oxidation des Polyketidgeriistes durch die
Cytochrom P45y Monooxygenasen findet entweder statt, wihrend das Polyketid noch am
Multienzymkomplex prozessiert wird, oder aber nach Freisetzung von der PKS. Nach
Inaktivierung von SpilL wird ein Spirangienderivat produziert, das einer fertig
prozessierten Polyketidkette (zusétzlich methyliert an den OH-Gruppen an C3 und C23)
nach Abspaltung von der PKS durch die terminale TE-Domine entspricht. Das
glykosylierte Derivat resultiert moglicherweise aus einer Glykosyltransferaseaktivitit,
die origindr anderen Biosynthesewegen zuzuordnen ist. Die Produktion dieser
azyklischen Derivate stiitzt die Hypothese, dass die Bildung der Spiroketalfunktion nach
Freisetzung von der PKS stattfindet.
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Abbildung 5.12: Organisation von spiC und spiD im Wildstamm (WT) und in Mutanten von S.
cellulosum So ce90 (BFSC und BFSCP).
Im Wildstamm folgt das erste PKS-kodierende Gen spiD (grau) direkt 13 bp
stromabwirts auf spiC (schwarz) und scheint durch denselben Promotor kontrolliert zu
sein (grau). Um in der spiC-Inaktivierungsmutante BFSC die Transkription der PKS-
kodierenden Gene zu gewdhrleisten, wurde zusdtzlich zu einem homologen Fragment
der aphll-Promotor (schwarz) kloniert. Der Stern symbolisiert ein eingefiihrtes Stopp-
Kodon, so dass zwei inaktive Kopien von spiC resultieren. Die Vektorsequenz ist durch
eine Schlangenlinie gekennzeichnet. In der Mutante BFSCP steht die aktive Kopie von
spiC unter der Kontrolle des natiirlichen Promotors, und die PKS-kodierenden Gene
unter der Kontrolle des eingefiihrten aphll-Promotors.

Spiroketalgruppen sind auch in einer Reihe anderer Naturstoffe zu finden, aber iiber die
Mechanismen der Spiroketalbildung ist hdufig nichts oder nur wenig bekannt (z.B.
(116)). Ausnahmen sind die Biosynthesewege der Avermectine in Streptomyces
avermitilis (117) und von Monensin in Streptomyces cinnamonensis (118) durch
modulare Typ I PKS. Im Fall der Avermectin-Biosynthese entsteht die
Spiroketalfunktion  vermutlich durch einen nukleophilen Angriff zweier
Hydroxylgruppen an einen zentralen Carbonylkohlenstoff, woraus ein Hemiacetal
entsteht, das schlieBlich zur Acetalgruppe weiterreagiert (vergleiche Abbildung 5.13).
Fir die Bildung der Spiroketalfunktion im Polyether Monensin wird ein anderer
Mechanismus diskutiert. Neuere Ergebnisse zeigen, dass nach Epoxidierung der PKS-
generierten Doppelbindungen zwei Epoxid-Hydrolase dhnliche Enzyme MonBI und
MonBII den nukleophilen Angriff einer Hydroxylgruppe eines Hemiacetals auf einen
Epoxid-Kohlenstoff katalysieren. Dieser Angriff fiihrt zur Bildung eines Acetals und
nachfolgender Ring6ffnung des Epoxids. Die entstehende freie Hydroxylgruppe kann
dann ein zweites Epoxid nukleophil angreifen, so dass schlieBlich die typische
Polyetherstruktur entsteht (Abbildung 5.13).
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Abbildung 5.13: Mechanismen der Spiroketalbildung bei der Avermectin- (a) und Monensin-
Biosynthese (b). Beide Post-PKS Biosynthesen gehen von einem Carbonyl-Kohlenstoff
aus. In a) erfolgt ein nukleophiler Angriff zweier Hydroxylgruppen an den zentralen
Carbonyl-Kohlenstoff. In b) kommt es nach nukleophilem Angriff einer
Hydroxylgruppe an einen spéteren zentralen Carbonyl-Kohlenstoff zur Epoxidierung
der Doppelbindungen und eine Reihe von nachfolgenden nukleophilen Angriffen
freiwerdender Hydroxylgruppen, die schlieBlich zur Ausbildung der Polyetherstruktur
von Monensin fiihren.

Sowohl bei der Avermectin- als auch bei der Monensin-Biosynthese ist am spéteren
zentralen Kohlenstoff der Spiroketalfunktion zu Beginn der Post-PKS Biosynthese eine
Ketogruppe vorhanden. Ausgehend von der in silico Analyse der PKS Dominen gibt es
keine Hinweise, dass die entsprechende KR-Doméne in Modul der Spirangien PKS
inaktiv ist und aus der PKS Biosynthese eine Ketogruppe an C21 hervorgeht. Sollte die
Spiroketalbildung tiber dhnliche Reaktionswege verlaufen wie bei der Avermectin- und
Monensin-Biosynthese (/17,118), miisste diese Ketogruppe durch ein Post-PKS-Enzym
(wieder) eingefiihrt werden. Es kann nicht ausgeschlossen werden, dass auch die
Spirangien-Biosynthese wie die Monensin-Biosynthese eine Epoxidierung beinhaltet.
Die kodierten Post PKS Enzyme Spil und SpiC zeigen jedoch keine signifikanten
Ahnlichkeiten zu Epoxidasen oder Epoxid-Hydrolasen, und auch im Umfeld des
Biosynthesegenclusters sind keine solchen Enzyme kodiert. Anhand der bekannten
Daten lassen sich zwei hypothetische Reaktionsfolgen der Spiroketalbildung
formulieren (Abbildung 5.14). Ausgehend vom azyklischen Derivat der SpiL-Mutante
konnte SpiL die Oxidation der Hydroxylgruppe an C21 zum Keton katalysieren, gefolgt
von einer katalysierten oder spontanen Zyklisierung die zur Bildung der
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Spiroketalfunktion fiihrt. SpiC konnte die nachfolgende Hydroxylierung an C20
katalysieren. In diesem Fall wiirde nach Inaktivierung von SpiL. das azyklische Derivat
nicht von SpiC erkannt. Alternativ dazu wére es moglich, dass Spil die
Hydroxylgruppe an C20 einfiihrt, ehe SpiC entsprechende Oxidations-/Zyklisierungs-
Reaktionen katalysiert. Auch hier wiirde die Inaktivierung von Spil. dazu fiihren, dass
das Substrat nicht mehr von SpiC erkannt wird. Es ist auch vorstellbar, dass SpiC zuerst
in einer der beiden Reaktionsfolgen agiert. Leider wird nach Inaktivierung von SpiC
kein Derivat erhalten, welches Aufschlul iiber die von SpiC und Spil katalysierten
Reaktionen geben wiirde. Moglicherweise ist das Intermediat instabil und zerfillt in
schnell abzubauende Komponenten. Tatséchlich sind auch die Spirangiene wenig stabil.

HO., HO, HO.
OH OH OH o
R R R Ry R
OH OH OH
HO — HO —_— HO
/ OCH; OCH; OCH; \
HO,
on [*
o
R 3 7 R R R
H [}
HO
OCH: \ / OCH;
OH o o
R Ry Ry Ry Ry R
OH
HO — hd — o
OCH; OCH, OCH,

Abbildung 5.14: Mdogliche Mechanismen der Spiroketalbildung in der Spirangien-Biosynthese,
ausgehend vom azyklischen Derivat der SpiL-Mutante (links). Entweder findet
zuerst eine Hydroxylierung von C20 und nachfolgend die Oxidation an C21 und der
Ringschluf} statt (oben), oder aber erst die Oxidation an C21 mit nachfolgender
Spiroketalbildung, und dann erst die Hydroxylierung an C20 (unten). Die einzelnen
Reaktionen konnen dabei durch SpiL oder SpiC katalysiert sein oder spontan ablaufen.

Die Aufklarung der Spiroketalbildung bedarf weiterer Experimente, durch die
Inaktivierung von SpiC und SpilL konnte aber eindeutig gezeigt weren, dass diese
Cytochrom P45 Monooxygenasen an der Spiroketalbildung beteiligt ist. Trotz der
enormen Vielzahl der fiir diese Enzymgruppe beschriebenen Reaktionen (/79) ist bisher
noch keine nachgewiesene Katalyse einer Spiroketalbildung darunter. Naturstoffe mit
Spiroketalgruppen besitzen eine Reihe von interessanten biologischen Aktivitdten.
Darunter sind Tubulin-Polymerisationshemmer wie Spongistatin (/20), HIV-Protease-
Inhibitoren wie Tautomycin (/27), Telomerase-Inhibitoren wie Rubromycin (/22),
antiosteoporotisch ~ wirksame Substanzen wie Reveromycin (/23;124) und
Proteinphosphatase-Inhibitoren wie Okadansdure (/25) (vergleiche Abbildung 5.15).
Die chemische Totalsynthese dieser komplexen Verbindungen ist Gegenstand intensiver
Bemiihungen (z.B. (/26)) und Cytochrom P45 Monooxygenasen wie SpilL. und SpiC
konnten hier womoglich einen wertvollen Beitrag leisten. Der néchste Schritt zur
Untersuchung dieser beiden Enzyme ist die in vitro Charakterisierung nach heterologer
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Expresssion, dabei kann das azyklische Derivat der SpiL-Mutante als Substrat
eingesetzt werden. Entsprechende Experimente werden zur Zeit in Kooperation mit dem
Arbeitskreis von Prof. Bernhardt am Institut fiir Biochemie an der Universitit des
Saarlandes durchgefiihrt.

Tautomycin
(Streptomyces spiroverticillatus)

Reveromycin A

Spongistatin 1 (Streptomyces sp.)

(Spirastrella spinispirulifera)

B-Rubromycin Okadanséure
(Streptomyces sp.) (Halichondria okadaii)

Abbildung 5.15: Biologisch aktive Naturstoffe mit Spiroketalstrukturen

5.3.4 Inaktivierung der Typ Il Thioesterase

Das Genprodukt von spid am 5°- Ende des Biosynthesegenlocus zeigt Ahnlichkeit zu
Typ II Thioesterasen, welche hédufig in PKS (und NRPS) Biosynthesegenclustern
kodiert sind (/27). Typ II Thioesterasen sind im Gegensatz zu Typ I Thioesterasen,
welche die Freisetzung des Polyketides vom Multienzymkomplex katalysieren,
vermutlich nicht direkt an der Biosynthese beteiligt. Hiufig fiihrt eine Inaktivierung zu
reduzierten Produktausbeuten wie bei der Tylosin-Biosynthese (/28). Es sind jedoch
auch Beispiele bekannt, in denen kein Effekt auf die Produktbildung beobachtet werden
konnte, wie nach der Inaktivierung von pikAV bei der Pikromycin-Biosynthese (/29).
Auch die Inaktivierung von spid filhrt zu keinem signifikanten Effekt auf die
Spirangien-Bildung. Eine editierende Rolle von Typ II Thioesterasen wie die
Entfernung von félschlicherweise decarboxylierten und so die Biosynthese
blockierenden Verldngerungseinheiten vom ACP (/27) wird ebenso diskutiert wie eine
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Funktion bei der Entfernung bestimmter alternativer Startereinheiten vom ACP des
Lademodules (7/30). Eine weitere mogliche Funktion ist die Vermeidung der
Akkumulation von intrazelluldirem Acyl-CoA (/31). Die Rolle von Typ II Thioesterasen
in der NRPS Biosynthese ist besser untersucht (/32) und es konnte gezeigt werden, dass
sie fehlacylierte NRPS regenerieren (/33). Die genaue Funktion von SpiA in der
Spirangien-Biosynthese und Typ II Thioesterasen im Allgemeinen bleibt unklar.

5.4 Uberlegungen zur Entwicklung des Spirangien-
Biosynthesegenlocus

Der PKS kodierende Teil des Spirangien-Biosynthesegenlocus weist eine Reihe von
Sequenzwiederholungen mit bis zu 99,9 % identischen Basenpaaren auf.
Sequenzwiederholungen mit Identitdten in dieser Groenordnung sind auch in anderen
Biosynthesegenclustern zu finden, aber meistens auf einzelne Domidnen beschrinkt
(134,135). Myxobakterielle Beispiele hierfiir sind das Myxothiazol- und das Epothilon-
Biosynthesegencluster (49,75,;76). Eine bemerkenswerte und bisher -einzigartige
Ausnahme ist das Mycolacton-Biosynthesegencluster aus Mycobacterium ulcerans.
Dieses Cluster kodiert fiir zwei PKS MLSA1 und MLSB, welche 9 bzw. 8 Module
enthalten und enorme 1,8 MDa und 1,2 MDa grof} sind. Die insgesamt 17 Module
konnen in sechs Gruppen unterteilt werden, innerhalb der Gruppen sind die Module zu
> 98 % identisch (/36). Die Anordnung der Module der einzelnen Gruppen in den
beiden PKS MLSA1 und MLSB scheint dabei nahezu zufillig zu sein, und es stellt sich
die Frage, wie eine gewisse Substratspezifidt gewihrleistet bleibt (136,137).

Die konservierten Funktionen der PKS spiegeln sich natiirlicherweise in einem
gewissen Grad an Sequenzhomologie einzelner Doménen und Module wieder. Das
Ausmal der Sequenzéhnlichkeit in der Spirangien PKS ist jedoch erstaunlich. Die Lage
und Grofe dieser Sequenzwiederholungen ldsst mindestens drei groBere
Duplikationsereignisse in der Evolution des Biosynthesegenlocus vermuten (Abbildung
5.16). Ein Vorldufercluster kodierte moglicherweise fiir 12 statt der heutigen 16
Module. Es ist anzunehmen, dass Sequenzwiederholungen mit geringer Homologie auf
frithere Duplikationsereignisse zuriickzufiihren sind, wéhrend Bereiche mit groBer
Ahnlichkeit jiingere Duplikationsereignisse reprisentieren. Stark konservierte Regionen
innerhalb der Sequenzwiederholungen wechseln dabei mit weniger konservierten
Regionen ab, in denen vermutlich im Laufe der Generationen mehr Punktmutationen
akkumulieren konnten. Das erste gro3e Duplikationsereignis betraf moglicherweise den
kompletten Modul 5 kodierenden Bereich auf spiF, welcher nach der Verdopplung auch
auf spiH2 fir das heutige Modul 10 kodiert (Abbildung 5.16, a und b). Das zweite
Duplikationsereignis von dem Modul 2 kodierenden Bereich auf spiD2 fiihrte eventuell
zur Entstehung von spiG2, welches das heutige Modul 7 kodiert (Abbildung 5.16, b und
¢). Die evolutionir jlingste Verdopplung des Modul 11/12 kodierenden Bereiches auf
spiH3/spill schlieBlich mag zur Entstehung des Module 13 und 14 kodierenden
Bereiches auf spil2/spiJl gefiihrt haben (Abbildung 5.16, ¢ und d).
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Vorldufergene zu den heutigen Biosynthesegenen sind durch Striche gekennzeichnet.

Abbildung 5.16: Der Spirangien-Biosynthesegenlocus (d) und mdgliche Vorlaufer (a - c).
Die Lage der repetitiven Bereiche ist farbig markiert.
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Rekombinationsereignisse und Deletionen ganzer Modul-kodierender Bereiche sind fiir
das Biosynthesegencluster des Polyen-Antibiotikums Nystatin in Streptomyces sp.
beschrieben und fiir das Gencluster des zyklischen Pentapeptides Nodularin in einem
Cyanobakterium postuliert worden. In diesen Féllen konnten die evolutiondr
verwandten Gencluster identifiziert und ihre Biosyntheseprodukte charakterisiert
werden (138;139). Spirangiene werden von einer Reihe von S. cellulosum-Stammen
produziert (27), und die Resequenzierung der zugehdrigen Biosynthesegencluster sowie
die systematische Suche nach verkiirzten Spirangienderivaten konnte weitere
Erkenntnisse iiber die Entwicklung des vorhandenen Spirangien-Biosynthesegenclusters
bringen.

Die vorgestellten Beispiele zeigen, wie Rekombinationsereignisse in den
Biosynthesemaschinerien zur Entwicklung neuer Sekundirmetabolite fiihren konnen.
Eine alternative Strategie zur Erweiterung des biosynthetischen Potentials einer Art ist
der horizontale Gentransfer (HGT) von Biosynthesegenen durch nah oder auch nur
entfernt  verwandte  Organismen (70,140-142). Die Mobilitdit kompletter
Biosynthesewege wird dadurch erleichtert, dass die entsprechenden Gene hiufig in
einem Operon organisiert sind. Ein Hinweis auf ein HGT-Ereignis ist das Vorkommen
Transposase-dhnlicher Sequenzen in der Nédhe der Biosnthesegenloci (/40). Dieses
Phinomen wird in einigen Fillen beobachtet (z. B. (99;139;143)). Uberreste eines
solchen Transposase-kodierenden Bereiches sind auch stromaufwérts des Spirangien-
Biosynthesegenlocus zu finden. Im Fall der Spirangien-PKS scheint das vorhandene
Gencluster in S. cellulosum So ce90 das Resultat von sowohl HGT- als auch
Duplikationsereignissen zu sein.

Der modulare Aufbau der Typ I PKS macht sie zu idealen Kandidaten fiir
biokombinatorische Ansdtze. Das gilt nicht nur fiir Deletionen, Substitutionen oder
Mutationen einzelner Module oder Doménen mittels gentechnischer Methoden im
Labor (/3,16), sondern auch fiir die Entwicklung neuer Biosynthesemaschinerien in der
Natur. Die Rekombination vorhandener enzymatischer Aktivititen ermdglicht es den
Mikroorganismen, mit geringem Aufwand eine chemische Diversitit zu gewéhrleisten.
Diese biosynthetische Flexibilidt kann fiir den Produzenten bei der Besetzung von
okologischen Nischen einen wichtigen Wettbewerbsvorteil darstellen (/44). Die
evolutiondre Entwicklung des Spirangien-Biosynthesegenclusters mag als Optimierung
einer Leitstruktur hinsichtlich ihrer biologischer Aktivitit betrachtet werden, welcher
Art auch der Nutzen fiir den Produzenten sei. Durch die genaue Analyse solcher
Evolutionswege konnen biokombinatorische Kenntnisse erlangt werden, die bei der
Optimierung der Biosynthesemaschinerien potentieller Wirkstoffe im Labor
angewendet werden konnen.
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5.5 Evolution im Schuttelkolben?
Produktion verkurzter Spirangiene durch die Mutante BFA3KO

5.5.1 Neue Spirangien-Derivate der Mutante BFA3KO

Die Mutante BFA3KO ist eine Inaktivierungsmutante von deoRB in S. cellulosum
So ce90. deoRB kodiert fiir einen Transkriptionsfaktor (vergleiche 5.6) und liegt nicht
im Spirangien-Biosynthesegencluster oder seiner Ndhe. BFA3KO produziert keines der
bekannten Spirangiene, aber zwei Gruppen neuer Derivate. Durch Bestimmung der
prazisen Massen war es moglich, die Summenformeln der Derivate zu ermitteln.
Gegeniiber Spirangien A (C4;HgsOy9) fehlen CsHy bzw. C3H40, es sind jeweils auch die
entsprechenden Derivate beider Diastereomere (£ und Z) von Spirangien B vorhanden.
Die UV-Spektren der Verbindungen entsprechen den charakteristischen UV-Spektren
der Spirangiene, sind aber um 30 nm in den kiirzeren Wellenldngenbereich verschoben.
Diese Verschiebung ist typisch fiir die Verkiirzung eines konjugierten Systems um eine
Doppelbindung (/45). Fiir ein Spirangien-Derivat mit einem um eine Doppelbindung
verkiirzten konjugierten System und der Summenformel Cs;sHg,O9 lassen sich vor dem
Hintergrund der bekannten Biosynthesewege zwei Strukturvorschlige ableiten
(Abbildung 5.17). Im ersten Strukturvorschlag (2) fehlt gegeniiber Spirangien A (1) eine
aus Methylmalonat stammende C3-Einheit, die wihrend der Biosynthese von Modul 9
eingefiihrt wird. Das nachfolgende Modul 10 besitzt keine DH-Doméne, wie das Prinzip
der Kolinearitit es anhand der Doppelbindung an C12/13 erwarten lassen wiirde. Diese
Doppelbindung wird vermutlich wie auch die Doppelbindung an C10/11 durch die DH-
Doméne von Modul 11 eingefiihrt (vergleiche 5.3.1). Moglicherweise ist diese DH-
Domine bei dem verkiirzten Substrat nur einmal katalytisch aktiv. Ein alternativer
Strukturvorschlag ist (3) (Abbildung 5.17). In diesem Fall wird eine aus Malonat
stammende C2-Einheit weniger eingebaut. Zusétzlich fehlt die Methoxygruppe an C3,
wahrscheinlich erkennt die entsprechende Methyltransferase SpiK das verdnderte
Substrat nicht. Theoretisch ist auch denkbar, dass anstatt der Hydroxylgruppe an C3 die
Hydroxylgruppe an C23 nicht methyliert wird. Der zweiten Derivatgruppe fehlt
zusitzlich ein Sauerstoffatom. Mdglicherweise wird das verkiirzte Polyketid an C20
durch SpiC oder SpiL nur unzureichend hydroxyliert.

Um Hinweise zu erlangen, ob den Derivaten von BFA3KO eine Propionat-Einheit oder
eine Acetat-Einheit und eine Methoxygruppe fehlt, wurde der Mutante und dem
Wildstamm L-[Methyl-"Hs]-Methionin gefiittert. Die Wildstamm-Spirangiene zeigten
eine Massenzunahme um +3 und +6 Masseneinheiten, entsprechend einer bzw. zwei aus
dem markiertem Methionin stammenden Methylgruppen. Bei den von BFA3KO
produzierten Derivaten konnte nur eine Massenzunahme um +3 Masseneinheiten
festgestellt werden. Eine Isolierung und klassische Strukturaufkldrung der Derivate
mittels NMR wird zur Zeit durchgefiihrt, das Ergebnis des Fiitterungsexperimentes ist
aber ein Hinweis, dass es sich um eine C2-Einheit verkiirzte Strukturen mit nur einer
Methoxygruppe handelt.
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Abbildung 5.17: Strukturen von Spirangien A (1) und mdglicher Derivate der Mutante BFA3KO
(2), (3) und (4).
Die im Derivat (2) fehlende Gruppe ist in (1) durch eine graue Ellipse unterlegt, die in
Derivat (3) bzw. (4) fehlenden Einheiten durch graue Késten. Die Konformation der
Doppelbindungen am Carboxylterminus der Derivate mag von den vorgestellten
Strukturen abweichen, abhéngig davon, welches Modul inaktiv ist. Einer weiteren Reihe
von Derivaten fehlt zusétzlich ein Sauerstoffatom, mdglicherweise ist C20 in diesen
Derivaten nicht hydroxyliert.

5.5.2 Genotypische Analyse von BFA3KO

Die Ergebnisse der phénotypischen Charakterisierung deuten darauf hin, dass entweder
das Methylmalonat-einfiihrende Modul 9 oder ein mit Malonat-verldngerndes Modul
der Spirangien PKS in der Mutante BFA3KO nicht aktiv ist. Im letzten Fall kommen
die Module 10 bis 14 in Frage, da das konjugierte Doppelbindungsystem betroffen ist.
Das um eine Malonat-Einheit verkiirzte Produkt wird vermutlich von der
Methyltransferase SpiK nicht erkannt, so dass die Methylierung der Hydroxylgruppe an
C3 unterbleibt. In der Mutante wurde ein Transkriptionsfaktor inaktiviert (vergleiche
5.6), es erscheint unwahrscheinlich, dass das verdnderte Produktspektrum auf diese
Inaktivierung zuriickzufiihren ist. Die PKS kodierenden Gene des Spirangien-
Biosynthesegenclusters sind in einem Operon organisiert, abgesehen von spiG (356 bp
nicht-kodierende Sequenz stromaufwirts) sind maximal 19 bp Abstand vor den
einzelnen Genen, und sie sind allem Anschein nach transkriptionell gekoppelt. Die
verdnderte Transkription von mehreren PKS kodierenden Genen wiirde nicht die
Inaktivitdt eines einzelnen Modules dieser PKS erkldaren. Fiir die Pikromycin/
Methymycin PKS in Streptomyces venezuelae konnte gezeigt werden, dass fiir die
Translation von pikAIV, welches das sechste und letzte Modul der PKS kodiert, in
Abhingigkeit der Kultivierungsbedingungen verschiedene Start-Kodons genutzt
werden. Je nachdem, welches der beiden Start-Kodons genutzt wird, resultiert eine
vollstdndige oder verkiirzte KS-Doméane und 14-gliedriges oder 12-gliedriges Produkt
entsteht (/46,147). Wu et al. konnten allerdings zeigen, dass auch das verkiirzte Modul
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6 in vivo in der Lage ist, das 14-gliedrige Produkt zu bilden (/48). Ein Wechsel der
Kultivierungsbedingungen kann zu einer Verdnderung von komplexen Vorgédngen in
der Zelle fiihren und auch die Regulation der Sekundirstoffproduktion betreffen. Es ist
nicht auszuschlielen, dass die Inaktivierung eines Transkriptionsfaktors einen Teileffekt
dieser komplexen Anderung nachstellt und so indirekt zur Produktion verkiirzter
Derivate flihrt. Wahrscheinlicher ist jedoch ein anderes Szenario.

Das Spirangien-Biosynthesegencluster zeigt eine Reihe von Sequenzwiederholungen
und ist in der vorhandenen Form vermutlich durch mehrere Duplikationen entstanden
(siche oben). Im Fall der Nystatin PKS aus Streptomyces sp. fiihrte die Deletion eines
kompletten Modul-kodierenden Bereiches {iiber einen (artifiziell eingefiihrten)
homologen Sequenzbereich zur Produktion verkiirzter Nystatin-Derivate (Abbildung
5.18, (138)). Ein solches Szenario scheint wegen der Sequenzwiederholungen auch fiir
die Spirangien PKS denkbar, gerade der kodierende Bereich fiir die KS-AT-Didoménen
von Modul 14 und 15 ist hochhomolog (Abbildung 5.16, d). Der Modul 9 kodierende
Bereich von spiH der Mutante wurde nach schrittweiser Amplifizierung sequenziert, es
konnte weder eine Deletion noch eine Mutation gegeniiber der Wildstammsequenz
festgestellt werden. Um herauszufinden, ob eine groBere Deletion im Bereich des
Modul 10 bis 14 kodierenden Sequenzbereiches Ursache fiir die Produktion der
verkiirzten Derivate ist, wurde genomische DNA der Mutante und des Wildstammes
parallel mit verschiedenen Restriktionsendonukleasen hydrolysiert und in zwei
Southern Blots analysiert. In allen Féllen hybridisierten sowohl von der Mutanten- als
auch der Wildstamm-DNA Fragmente gleicher Grole mit den Sonden. Eine Deletion
eines groBeren Bereiches wie einer ganzen Modul-kodierenden Region ist damit
auszuschlieBen. Moglicherweise fiihrt die Deletion eines kleineren Sequenzbereiches
wie den etwa 200 bp groBBen ACP-kodierenden Regionen oder auch eine Punktmutation
zur Inaktivierung und dem Uberspringen eines Modules. Fiir die Myxochromid S PKS-
NRPS konnte gezeigt werden, dass nach Substitution eines konservierten Serin-Restes
an einem PCP das entsprechende Modul in der Biosynthese iibersprungen wird (86).
Um weitere Aussagen iiber Rekombinationen und Mutationen im Modul 10-14
kodierenden Bereich des Spirangien-Biosynthesegenclusters machen zu kdnnen, muss
der betreffende Bereich aus der Mutante BFA3KO sequenziert werden.

Sowohl die Ergebnisse der phinotypischen Analyse, als auch die Sequenzierung von
spiH1 in der Mutante deuten darauf hin, dass es sich bei dem verkiirzten Hauptderivat
um die in Abbildung 5.17 abgebildete Struktur (3) oder (4) handelt. Gewissheit wird die
Aufreinigung und Strukturaukldarung der Derivate per NMR bringen, die zur Zeit
durchgefiihrt wird. Mdglicherweise lassen sich aus der Stereochemie der
Doppelbindungen Hinweise ableiten, welches Modul inaktiv ist. Auch fiir die
genotypische Charakterisierung der Mutante sind weitere Experimente geplant. Nach
Integration eines Vektors in den 3 distalen Teil des Spirangien-Biosynthesegenclusters
soll der Vektor mit umgebender chromosomaler Sequenz aus der Doppelmutante
zuriickgewonnen werden.
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Abbildung 5.18: Rekombination in dem NsyC kodierenden Bereich der Nystatin PKS.

Nach Integration eines Konstruktes iiber einen homologen, die KR von Modul 5
kodierenden Bereich resultiert eine Mutante mit Sequenzwiederholungen im Modul
4/Modul 5 kodierenden Bereich. Entgegen der erwiinschten zweiten Rekombination
iiber den KR4 kodierenden Bereich, welche zur Verkiirzung des ER-Doménen-
kodierenden Bereichs (Modul 5) gefiihrt hétte, fand die Rekombination iiber die KR-
kodierenden Sequenzen fiir Modul 4 und 5 statt. Dadurch kam es zur Deletion eines
kompletten Modul-kodierenden Sequenzbereiches.

Das Insert des gewonnenen Plasmides konnte in kleinen Fragmenten in
Sequenziervektoren subkloniert, sequenziert und anhand der Wildstammsequenz
rekonstruiert werden. Auf diese Weise konnte der entsprechende 26 kb grofle Bereich
des Clusters in BFA3KO mit relativ geringem Zeit- und Kostenaufwand sequenziert
werden. Da fiir S. cellulosum So ce90 wegen eines breiten Spektrums an Resistenzen
nur sehr wenige Selektionsmarker eingesetzt werden konnen, ist die erstmalige
Generierung einer Doppelmutante von S. cellulosum So ce90 dabei die nichste Hiirde,
die es zu nehmen gilt. Eine einfache PCR mit chromsomaler DNA als Matritze und
anschlieBender Sequenzierung des Amplifikates ist wegen der repetitiven Sequenzen in
diesem Bereich nicht moglich.

Die bisherigen Ergebnisse deuten darauf hin, dass es bei der Mutante BFA3KO zu
Mutationen im Spirangien-Biosynthesegencluster gekommen ist, welches in der
Produktion von verkiirzten Derivaten resultiert. Es wird angenommen, dass
Rekombinationsereignisse und Punktmutationen in der Natur eine wichtige Rolle bei
Entwicklung der chemischen Diversitidt der Produzenten spielen (40,70). Im Fall der
Mutante BFA3KO hat eine solche Entwicklung mdglicherweise direkt vor unseren
Augen im Schiittelkolben stattgefunden.
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5.6 Untersuchungen zur Regulation der Sekundarstoffproduktion in
S. cellulosum So ce90

Fiir die Untersuchungen zur Regulation der Sekundérstoffproduktion in dem Epothilon-
Produzenten S. cellulosum So ce90 wurden sowohl der Stamm Al als auch D48
verwendet. Der Stamm S. cellulosum So ce90A1 entstammt einer einzelnen Kolonie des
Wildisolats,  S. cellulosum  So ce90D48  dagegen ist im  Rahmen der
Produktionsoptimierung von Epothilonen durch eine Reihe von UV-Mutagenesen
entstanden (K. Gerth, personliche Mitteilung). Diese UV-Mutante produziert mit
erhohter Ausbeute die pharmakologisch interessanteren Epothilone C und D, nur Spuren
Epothilon A und B und keine Spirangiene. Epothilon A und B entstehen durch
Epoxidierung der Biosynthesevorstufen Epothilon C und D durch die Cytochrom Pssg
Monooxygenase EpoF (auch als EpoK bezeichnet) (Abbildung 5.19, (149,150)), welche
direkt am 3’-Ende des Epothilon-Biosynthesegenclusters kodiert ist (75,76). Zu Beginn
dieser Arbeit wurde epoF aus S. cellulosum So ce90D48 sequenziert. Durch die UV-
Mutagenese ist es zu drei Punktmutationen in der DNA-Sequenz gekommen, welche
auf Proteinebene zu zwei Substitutionen fiihren: ein Leucin-Rest in Position 270 ist in
der Mutante durch Prolin ersetzt, ein Arginin-Rest an Position 296 durch Cystein. Diese
Mutationen liegen im Bereich der I-Helix von EpoF (/57), einer der
hochstkonservierten Regionen in Cytochrom Pssp Monooxygenasen, welche fiir die
Sauerstoff-Aktivierung entscheidend ist (62). Wahrscheinlich fiihren diese
Punktmutationen dazu, dass EpoF in S. cellulosum So ce90D48 inaktiv ist. Die geringen
Mengen an produziertem Epothilon A und B sind vermutlich auf andere
Stoffwechselaktivititen zurtickzufiihren.

EpoF ‘<\jj\)
- N iy

Epothilon C; R=H Epothilon A;R=H
Epothilon D; R = CH, Epothilon B; R = CH,4

Abbildung 5.19: Biosynthese von Epothilon A und B ausgehend von Epothilon C und D durch EpoF

Zwei verschiedene Strategien wurden angewendet, um regulatorische Proteine der
Sekundérstoffproduktion in S. cellulosum So ce90 zu identifizieren. Grundlage beider
Ansitze ist die Tatsache, dass S. cellulosum So ce90 und der Modellstamm
S. cellulosum So ce56 nahe verwandt sind (K. Gerth, personliche Mitteilung) und
deshalb ein hoher Anteil hochhomologer Gene zu erwarten ist. Die Genomsequenz von
S. cellulosum So ce56 wurde parallel zu dieser Arbeit im Rahmen des S. cellulosum
So ce56 Genomprojektes verfiigbar ((/52) und S. cellulosum Genomprojekt des
BMB+F Genomik-Netzwerkes, zur Publikation eingereicht).
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In der ersten Strategie wurde versucht, Proteine aus S. cellulosum So ce90, welche an
die Epothilon-Promotorregion gebunden hatten, mit Hilfe der S. cel/lulosum So ce56-
Genomsequenz zu identifizieren und anschlieBend in S. cellulosum So ce90 zu
charakterisieren (Ergebnisse 4.3.2). Zwei Proteine mit potentiell regulatorischer
Funktion aus S. cellulosum So ce56 wurden so identifiziert. Mittels PCR und
Hybridisierungsexperimenten mit der Cosmidbank gelang es, die entsprechenden
homologen Gene im S. cellulosum So ce90-Chromosom aufzuspiiren. Nach der
Sequenzierung wurde das Gen pbp4 in S. cellulosum So ce90D48 und das zweite Gen
deoRB in S. cellulosum So ce90D48 und S. cellulosum So ce90A1 inaktiviert, was
jedoch in keinem der Fille zu einem signifikanken Effekt auf die
Sekundirstoffproduktion fiihrte. Pbp4 zeigt Ahnlichkeit zu Serin-Threoninkinasen,
welche Phosphatreste auf Serin- und Threonin-Reste iibetragen. Durch die
Phosphorylierungskaskade konnen Signale innerhalb der Zelle weitergeleitet werden
(153). Serin-Threoninkinasen agieren iiblicherweise nicht mit DNA, und bei der in
silico Analyse von PbP4 konnte kein charakteristisches DNA-Bindemotiv identifiziert
werden. Eventuell ist dieses Protein iiber eine starke spezifische Interaktion mit einem
Protein, welches an die Epothilon-Promotorregion bindet, isoliert worden. Eine
unspezifische Bindung ist aber nicht auszuschlieen, sie wiirde auch das Ausbleiben
eines Effektes auf die Sekundérstoffproduktion nach Inaktivierung von pbp4 erkliren.
DeoRB besitzt nach in silico Analyse eine charakteristische DNA-Binderegion und
zeigt Ahnlichkeit zu Transkriptionsfaktoren, welche unter anderem an der Regulation
des Zuckerstoffwechsels in Sal/monella sp. und anderen Organismen beteiligt sind
(154). Die Inaktivierung von deoRB bleibt ohne Auswirkung auf die
Epothilonproduktion, sowohl im Wildstamm, als auch in der bereits
produktionsoptimierten UV-Mutante S. cellulosum So ce90D48. Es wurden mehrere
parallele Mutanten untersucht, eine der vier Mutanten von S. cellulosum So ce90A1
produzierte lediglich verkiirzte Spirangien-Derivate, die anderen gar keine Spirangiene.
Die Produktion der verkiirzten Derivate ist wahrscheinlich nicht auf die Inaktivierung
von deoRB zuriickzufiihren (5.5). Dass aus einzelnen Kolonien angezogene Kulturen
von S. cellulosum So ce90 spontan keine Spirangiene produzieren, kommt vereinzelt
vor und erschwert die Auswertung der Mutageneseexperimente. Um solche spontanten
Effekte auszuschlieBen, werden generell mehrere Mutanten parallel analysiert. Aus der
Produktion von Spirangienderivaten der Parallelmutante ist aller Wahrscheinlichkeit
nach zu schlieBen, dass die Inaktivierung von deoRB keinen direkten Effekt auf die
Transkription der Spirangien-Biosynthesegene hat. Auch hier hat eventuell eine
unspezifische Bindung an den Epothilon-Promotor stattgefunden, moglicherweise wird
die Inaktivierung von DeoRB aber auch durch andere Mechanismen der komplexen
Zellregulation kompensiert. Es kann auch nicht mit letzter Gewissheit ausgeschlossen
werden, dass die inaktivierten Proteine nicht die Proteine sind, die mit der Epothilon-
Promotorregion isoliert wurden. Die Strategie des ,,Promotor-Fischens* regulatorischer
Proteine aus S. cellulosum So ce90 und nachfolgender Charakterisierung iiber den
Vergleich mit S. cellulosum So ce56-Proteinen fithrte nicht zur Identifizierung
regulatorischer Proteine der Epothilon- und Spirangienproduktion. Dass diese Technik
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prinzipiell anwendbar ist, zeigen die Ergebnisse des ,,Promotor-Fischens* von
regulatorischen Proteinen aus S. cellulosum So ce56- und Myxococcus xanthus
DK1622-Gesamtprotein. In beiden Féllen konnten ,gefischte* Proteine iiber die
verfiigbaren Genomdaten identifiziert und experimentell als Regulatoren des
Sekundidrmetabolismus charakterisiert werden ((/8) und C. Kegler, personliche
Mitteilung).

Der zweite Ansatz zur Identifizierung regulatorischer Proteine in S. cellulosum So ce90
war die Suche nach homologen Genen zu Genen bereits experimentell charakterisierter
Regulatoren in S. cellulosum So ce56. Fiir deoRA (spéater umbenannt in chiR) und ntcA
ist bekannt, dass deren Inaktivierung zu einer reduzierten bzw. verstiarkten Produktion
des Sekundirmetaboliten Chiovosazol fiihrt. Die Produktion eines zweiten Metaboliten
- Etnangien - ist von der Mutagenese nicht betroffen ((/8) und S. Rachid, personliche
Mitteilung). Die Inaktivierungskonstrukte fiir die entsprechenden Gene aus
S. cellulosum So ce56 deoRA und ntcA wurden in S. cellulosum So ce90A1 und
S. cellulosum So ce90D48 transformiert (in letzteren nur das deoRA-Konstrukt). In allen
Féllen wurden die Konstrukte in das S. cellulosum So ce90-Chromosom integriert, was
darauf hinwies, dass tatsdchlich deoRA- und ntcA-homologe Gene in S. cellulosum
So ce90 vorhanden sind. Nach Integration des ntcA-Inaktivierungskonstruktes konnte
kein Effekt auf die Sekundirstoffproduktion nachgewiesen werden und die
Charakterisierung des Integrationsortes wurde nicht weiter verfolgt. Anders bei deoRA,
hier flihrte die Integration des Konstruktes zu einem deutlichen Effekt auf die
Sekundérstoffproduktion: Die entsprechende Mutante von S. cellulosum So ce90D48
(DAT) produziert nur Spuren an Epothilonen, die Mutante von S. cellulosum So ceAl
(BFDAZ2) produziert ebenfalls nur Spuren an Epothilonen und keine Spirangiene. Nach
einer Vektor-Riickgewinnung mit angrenzender chromosomaler DNA wurde deoRA aus
S. cellulosum So ce90A1 sequenziert. Die beiden Gene in S. cellulosum So ce90 und
S. cellulosum So ce56 sind hochhomolog, die abgeleiteten Proteine haben zu 96 %
dhnliche und gleiche Aminosduren (Abbildung 5.20).
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Abbildung 5.20: Sequenzvergleich von DeoRA aus 8. cellulosum So ce90 und S. cellulosum So ceb56.
Identische Reste sind hellgrau unterlegt, dhnliche Reste sind dunkelgrau unterlegt.

Da die Inaktivierung von deoRA zu einer reduzierten Epothilonausbeute fiihrt, ist im

RiickschluB3 eine Produktionssteigerung nach verstarkter Expression denkbar. Um diese

Hypothese zu testen, wurde deoRA in zwei getrennten Mutagenesen unter die Kontrolle
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des tet-Promotorsystems und unter die Kontrolle des T7Al1-Promotors gestellt (im
letzten Fall zusétzlich zu einer Kopie unter Kontrolle des natiirlichen Promotors). Der
tet-Promotor ist nachgewiesenerweise in dem Myxobakterium M. xanthus aktiv und
kann konzentrationsabhéngig mit Anhydrotetrazyklin induziert werden, was allerdings
durch eine geringe Toleranz des Stammes gegeniiber Anhydrotetrazyklin begrenzt wird
(H. B. Bode, personliche Mitteilung). Der T7A1-Promotor wird in einer Reihe von
Prokaryoten konstitutiv abgelesen und ist auch in Sorangien aktiv (/8,78). In keinem
Fall konnte jedoch durch die Einfiilhrung der Promotorregionen eine signifikante
Produktionssteigerung erreicht werden, die Ausbeuten der Mutanten an Epothilon und
Spirangien war denen des Wildstammes vergleichbar. Um festzustellen, ob DeoRA an
die Promotorregionen des Epothilon- und Spirangien-Biosynthesegenclusters bindet,
wurde DeoRA heterolog in E. coli exprimiert und entsprechende Protein-DNA-
Bindungsstudien (,,band-shift assays®) durchgefiihrt. Auch nach mehrfacher Variation
der Versuchsbedingungen konnte keine Bindung nachgewiesen werden.

Fiir das homologe Protein ChiR/DeoRA in S. cellulosum So ce56 konnte durch die
Einfiilhrung des T7A1-Promotors eine Produktionssteigerung von Chivosazol erreicht
werden. Es konnte nachgewiesen werden, dass DeoRA an die Region stromaufwiérts des
Chivosazol-Biosynthesegenclusters bindet und somit die Transkription der
Biosynthesegene direkt reguliert. Die Promotorregion konnte durch weitere
Experimente auf ein 153 bp Fragment eingegrenzt werden (/8). Vergleicht man diesen
153 bp groBen Bereich mit den Promotorregionen des Epothilon- und Spirangien-
Biosynthesegenclusters, so lassen sich keine signifikanten Ahnlichkeiten feststellen
(Daten nicht gezeigt). Diese Tatsache deutet wie das Ergebnis der Bindungsstudien mit
DeoRA aus S. cellulosum So ce90 darauf hin, dass das S. cellulosum So ce90 DeoRA
die Transkription der Epothilon- und Spirangien-Biosynthesegene nicht direkt
beeinflult. Trotz der direkten Regulation der Chivosazol-Produktion durch DeoRA in
S. cellulosum So ce56 ist die Produktionssteigerung nach verstirkter Expression des
Regulators deutlich geringer als die Produktionsminderung nach Inaktivierung des
Regulator-Gens (etwa Faktor 4 gegeniiber Faktor 50). Moglicherweise nivellieren
andere Komponenten der Zellregulation oder auch die eingeschriankte Verfiigbarkeit
von Biosynthesevorstufen sowohl in S. cellulosum So ce56 als auch in S. cellulosum
So ce90 den Effekt einer verstiarkten DeoRA-Transkription.

Die Inaktivierung von DeoRA in S. cellulosum So ce56 fiihrt nicht nur zu einer
reduzierten Chivosazol-Produktion, auch die Fruchtkdrperbildung ist durch die
Mutagenese betroffen (/8). Auch die Inaktivierung von DeoRA in S. cellulosum
So ¢e90 fiihrt zu mehreren Effekten, da die Produktion beider aus diesem Stamm bisher
bekannten Sekundidrmetabolite drastisch reduziert bzw. nicht mehr nachweisbar ist. Ein
moglicher Effekt auf die Fruchtkorperbildung kann nicht untersucht werden, da der an
homogenes Wachstum adaptierte Stamm die Fahigkeit zur Fruchtkorperbildung
verloren hat (K. Gerth, Personliche Mitteilung). Bei DeoRA aus S. cellulosum So ce56
handelt es sich um einen pleiotropen Regulator, moglicherweise trifft dies auch fiir
DeoRA aus S. cellulosum So ce90 zu. Ungewohnlicherweise scheinen beide positive
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Regulatoren des Sekundédrmetabolismus zu sein, bisher beschriebene DeoR-dhnliche
Transkriptionsfaktoren sind als Repressoren charakterisiert worden (z.B. (/55)).

Die Produktionsoptimierung von bakteriellen Produzenten durch ungerichtete UV-
Mutagenese oder mutagene Chemikalien ist extrem kosten- und zeitaufwéndig, nicht
selten werden zehntausende von Mutanten generiert und untersucht (/49). Die verstérkt
verfiigbar werdenden Genomsequenzen erlauben eine gerichtete Mutagenese moglicher
regulatorischer Genloci. Per in silico Analyse identifizierte regulatorische Genloci
konnen systematisch inaktiviert und die Effekte auf die Sekundirstoffproduktion oder
andere Zellfunktionen beobachtet werden (L. Kroos, S. Inouye, D. Krug, R. Miiller,
personliche Mitteilung). Alternativ dazu wurde im Rahmen dieser Arbeit versucht,
durch die Verkniipfung von genomischer Sequenzinformation mit den Ergebnissen
protein-biochemischer Experimente gezielt Regulatoren der Sekundarstoffproduktion zu
identifizieren. Dies war flir Regulatoren aus S. cellulosum So ce56 gelungen (/8), im
Fall von S. cellulosum So ce90 konnte auf diese Weise bisher kein direkter Regulator
der Sekundirstoffproduktion identifiziert werden. Erschwert wird das Unterfangen
dadurch, dass nur die Genomsequenz des nah verwandten Stammes S. cellulosum
So ce56 genutzt werden kann. Die groBe Ahnlichkeit von in beiden Stimmen bekannten
Genen zeigt aber, dass dieser Ansatz prinzipiell mdglich ist. In weiteren Versuchen
kann die Methodik des ,Promotor-Fischens® von S. cellulosum So ce90-Protein
verbessert werden, eine hohere Ausbeute an spezifisch bindenden Protein wird auch die
Identifizierung iiber das translatierte S. cellulosum So ce56 Genom erleichtern. Die nahe
Verwandtschaft der beiden Stimme konnte im Rahmen dieser Arbeit dazu genutzt
werden, das fiir S. cellulosum So ce56 generierte Wissen iiber regulatorische Proteine
auf S. cellulosum So ce90 anzuwenden. Auf diese Weise konnte mit DeoRA ein
Transkriptionsfaktor identifiziert werden, dessen Inaktivierung zu einer drastischen
Senkung der Produktausbeuten fiihrt. Weitere Experimente werden folgen, um dessen
Funktionsweise bei der Regulation der Sekundirstoffproduktion genauer zu
untersuchen. Wieder kann hier die nahe Verwandtschaft zu S. cellulosum So ce56
genutzt werden, fiir den seit kurzem ein DNA-Microarray vorhanden ist. Auf diesem
Microarray sind auch die aus S. cellulosum So ce90 bekannten Biosynthesegencluster
fiir Epothilon und Spirangien repréisentiert, ebenso wie die im Rahmen dieser Arbeit
charakterisierten regulatorischen Genloci. Die Ergebnisse bisher durchgefiihrter
Hybridisierungsexperimente (C. Kegler, personliche Mitteilung) stimmen optimistisch,
mit dieser Technik bald weitere Einblicke in die komplexen regulatorischen Netzwerke
von Sorangium cellulosum gewinnen zu konnen. Alternativ dazu kann versucht werden,
durch eine direkte transkriptionelle Aktivierung des Epothilon-Biosynthesegenclusters
eine Produktionssteigerung zu erreichen. Nach Einbringung eines konstitutiven
Promotors vor das Myxochromid A-Biosynthesegencluster in M. xanthus werden
deutlich gesteigerte Produktausbeuten erhalten (S. Wenzel, personliche Mitteilung).

Die von S. cellulosum So ce90 produzierten Epothilone, vor allem Epothilon D, sind
auch bei solchen Tumorzellinien wirksam, die gegen den standardméBig eingesetzten
Polymerisationshemmer Paclitaxel (Taxol®) resistent sind (/56). Paclitaxel wird auf
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aufwindige Weise semisynthetisch aus einer aus Nadeln von Taxus baccata
(Europiische Eibe) isolierten Vorstufe gewonnen. Die Produktion von Epothilonen
durch S. cellulosum So ce90 ist demgegeniiber in nahezu unbegrenztem Ausmal
moglich. Allerdings ist auch die Kultivierung des natiirlichen Produzenten mit
Problemen verbunden. S. cellulosum So ce90 hat eine Generationszeit von 16 Stunden
und wichst sehr langsam, was Kontaminationen begiinstigt und zu langen
Produktionszeiten fiihrt. Methoden zur genetischen Manipulation sind wenig entwickelt
und autonom replizierende Einheiten sind bisher nicht bekannt (217,28). Eine Alternative
ist die heterologe Expression des Epothilon-Biosynthesegenclusters in einem schneller
wachsenden und genetisch leichter zuginglichen Wirt. Bisher konnten die
Biosynthesegene in M. xanthus und Streptomyces sp. heterolog exprimiert werden, die
Ausbeuten sind jedoch gering (1/57,158). Nach Resynthese der Biosynthesegene und
gleichzeitiger Kodon-Optimierung konnte auch eine heterologe Expression in einem E.
coli-Stamm erreicht werden, der nach genetischer Manipulation die Voraussetzungen
fiir eine PKS/NRPS-Biosynthese erfiillt. Die Ausbeuten hier bewegen sich allerdings
am Detektionslimit (/59). Nach wie vor werden deshalb Epothilone fiir die klinische
Anwendung aus S. cellulosum So ce90 gewonnen. Im Rahmen dieser Arbeit ist, soweit
bekannt, mit DeoRA der erste Regulator der Epothilon-Produktion in S. cellulosum So
ce90 identifiziert worden. Dies ist ein wichtiger Schritt zur Aufkldrung der Regulation
der Sekundéirstoffproduktion im natiirlichen Produzenten. Mit Hilfe dieses Wissens
wird es hoffentlich gelingen, in S. cellulosum So ce90 weitere regulatorische
Mechanismen zu identifizieren, zu charakterisiecren und im Sinne einer
Produktionssteigerung biotechnologisch nutzbar zu machen.

5.7 Myxobakterielle Naturstoffforschung und der Beitrag der
vorliegenden Arbeit

Myxobakterien haben sich als eine reiche Quelle an Naturstoffen erwiesen, und nach
wie vor werden neue Stdmme und Strukturen isoliert (23,/60). Eine Methode zur
Identifizierung bisher unbekannter Sekundérstoffe ist die systematische Untersuchung
des Metabolitenspektrums vieler verschiedener Stimme, auch unter variierten
Kultivierungsbedingungen. Auf diese Weise wurden die von S. cellulosum So ce90
produzierten Spirangiene identifiziert (27). Alternativ dazu kann das biosynthetische
Potential eines Organismus durch Hybridisierungsexperimente und Sequenzierung
erschlossen werden. Die Aurafurone wurden nach Inaktivierung des solcherart
identifizierten Biosynthesegenlocus in S. aurantiaca DW4/3-1 entdeckt (26,47).
Aurafuron und Spirangien sind reine Polyketide, und gehoren damit zu einer Minderheit
der aus Myxobakterien isolierten biologisch aktiven Naturstoffe. Die im Vergleich zu
synthetischen Strukturen deutlich hdufiger zu findende biologische Aktivitit von
Naturstoffen wird auf eine Vorselektion im Sinne der Evolution zuriickgefiihrt (9).
Diese Ansicht wird dadurch bestitigt, dass sich die Biosynthesemaschinerien fiir
Aurafuron und die strukturell sehr &hnlichen Verbindungen aus Streptomyceten
offensichtlich weitestgehend unabhéngig voneinander entwickelt haben.



5 Diskussion 139

Trotz intensiver Forschung in den letzten zwei Jahrzehnten gewihrt die Identifizierung
neuer Gencluster und die nachfolgende funktionale Charakterisierung der
Biosynthesemaschinerien ~weiterhin  wichtige Einblicke in den Ablauf der
Polyketidbiosynthese. Bisher sind beispielsweise nur wenige iterativ agierende
modulare PKS bekannt (37,38), und der Mechanismus der Post-PKS Biosynthese in
Spirangien, wo Cytochrom P45 Monooxygenasen an der Spiroketalbildung beteiligt
sind, wurde hier zum ersten Mal beschrieben. Das gewonnene biosynthetische Wissen
kann genutzt werden, um gezielt Strukturderivate pharmakologisch interessanter
Verbindungen zu generieren. Dies kann durch Inaktivierungen von Biosynthesegenen
geschehen wie im Fall der Methyltransferasen SpiB und SpiK, aber auch durch
Fiitterung von alternativen Biosynthesevorstufen, eventuell nach Inaktivierung der
biosynthetischen Gene fiir die natiirlichen Biosynthesevorstufen (/67). Der modulare
Aufbau der PKS macht sie auch zu idealen Kandidaten fiir biokombinatorische Ansétze,
bei denen einzelne Domédnen oder ganze Module deletiert, ausgetauscht oder mutiert
werden (/6). Auch die Natur betreibt Biokombinatorik, viele Biosynthesegencluster
sind vermutlich durch Duplikationen und Deletionen von Modulen und Doménen
entstanden (40). Im PKS kodierenden Teil des Spirangien-Clusters weisen grof3e
Gruppen von Sequenzwiederholungen auf mehrere Duplikationsereignisse in der
Entwicklung des Biosynthesegenlocus hin. Im Fall der Mutante BFA3KO hat eine
solche Evolution moglicherweise direkt im Schiittelkolben stattgefunden. Die
Produktion verkiirzter ~Spirangien-Derivate durch die Mutante zeigt, dass
Mikroorganismen durch kontinuierliche Verdnderung bestehender
Biosynthesemachinerien chemische Diversitdt gewihrleisten konnen.

Die  biotechnologische = Produktion von  Naturstoffen, = malBgeschneiderten
Naturstoffderivaten oder Vorstufen flir die Semisynthese wird héufig durch geringe
Ausbeuten erschwert. Die Identifizierung von kritischen Schritten in der Biosynthese
wie Substratmangel oder negativen Kontrollmechanismen ermoglicht deren gezielte
Manipulation mit dem Ziel der Produktionssteigerung. Mit der Identifizierung von
DeoRA als Regulator der Sekundirstoffproduktion in S. cellulosum So ce90 ist der erste
Schritt zur Charakterisierung der Kontrollmechanismen der Biosynthese des potetenten
Zytostatikums Epothilon getan.

Die aus Myxobakterien isolierten Verbindungen leisten wie die gewonnenen
Erkenntnisse zur Biosynthese und Regulation einen wichtigen Beitrag zur
wirkstofforientierten  Naturstoffforschung. So dankbar diese Bakterien als
Forschungsgegenstand sind, so herausfordernd ist auch das praktische Arbeiten mit
ihnen. Die Etablierung geeigneter Mutagenesesysteme und -methoden ist deshalb
ebenso wichtig wie die Entwicklung von Methoden zur Kultivierung dieser extrem
langsam wachsenden Mikroorganismen (28, 162) und die Etablierung von Systemen zur
heterologen Expression (163, 164).
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6 Zusammenfassung

Zu den wenigen von Myxobakterien produzierten biologisch aktiven reinen Polyketiden
gehoren Aurafuron und Spirangien. Beide weisen ungewdhnliche funktionale Gruppen
auf: Aurafuron eine Furanon- und Spirangien eine Spiroketalstruktur. Im Rahmen dieser
Arbeit wurde die Biosynthese dieser Verbindungen durch Typ I Polyketidsynthasen
(PKS) in S. aurantiaca DW4/3-1 bzw. S. cellulosum So ce90 untersucht. Das
Spirangien-Biosynthesegenclusters war zu Beginn der Arbeit nur zur Hilfte bekannt,
die unbekannte Sequenz wurde nach Hybridisierung einer generierten genomischen
Bibliothek mit einer spezifischen Sonde identifiziert und sequenziert. Beide
Biosynthesegencluster wurden sowohl durch in silico Analysen, als auch durch
zielgerichtete Mutagenesen einzelner Biosynthesegene funktional charakterisiert.

Die Aurafuron-Biosynthese in S. aurantiaca DW4/3-1 folgt nicht dem
Kolinearitétsprinzip und schlieft hochstwahrscheinlich die bisher selten beschriebene
iterative Nutzung eines PKS-Modules ein. An der Post-PKS Biosynthese sind vier
Oxidoreduktasen beteiligt, von denen eine moglicherweise eine Baeyer-Villiger
Oxygenase darstellt. Mindestens zwei zusétzliche Aurafuron-Derivate wurden
identifiziert. Der Vergleich der Biosynthesegene mit denjenigen von Aurafuron-
dhnlichen Verbindungen aus Streptomyces sp. weist darauf hin, dass sich die
Biosynthesewege groftenteils unabhédngig voneinander entwickelt haben.

Die Spirangien-Biosynthese in S. cellulosum So ce90 folgt weitestgehend dem
Kolinearitétsprinzip. Durch die Inaktivierung zweier Methyltransferasen wurde eine
Reihe neuer Desmethylderivate generiert und nachfolgend strukturell charakterisiert.
Die Ergebnisse der Inaktivierungen der Cytochrom P45 Monooxygenasen zeigen, dass
diese Enzyme an der Bildung der Spiroketalfunktion beteiligt sind. Das Vorhandensein
mehrerer groBerer Sequenzwiederholungen im Biosynthesegencluster ldsst darauf
schliessen, dass wéihrend der evulotiondren Entstehung des Genclusters mindestens drei
Duplikationsereignisse stattgefunden haben. Im Laufe der Arbeit wurde eine Mutante
identifiziert, welche verkiirzte Spirangienderivate produziert. Die Ergebnisse der
phénotypischen und genotypischen Charakterisierung dieser Mutante deuten darauf hin,
dass eine spontane Mutation im Biosynthesegencluster die Produktion der neuen
Derivate verursacht hat.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zudem mogliche regulatorische Proteine der
Sekundirstoffproduktion in S. cellulosum So ce90 identifiziert und charakterisiert.
Anhand der Ahnlichkeit zum Regulator der Chivosazolproduktion ChiR im
sequenzierten Modellstamm S. cellulosum So ce56 konnte ein Gen (deoRA) identifiziert
und sequenziert werden, das fiir einen Transkriptionsfaktor kodiert. Die Inaktivierung
von deoRA fithrte zum Verlust der Spirangienproduktion und zur deutlichen Minderung
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der Epothilonproduktion. Die Einbringung zweier alternativer Promotoren vor deoRA
fithrte nicht zu einer Produktionssteigerung von Spirangien oder Epothilon. Daraus ist
zu schliessen, dass DeoRA fiir die Produktion nicht limitierend ist. Eine Bindung von
DeoRA an die Spirangien- und Epothilon-Promotorregion konnte nach heterologer
Expression des Proteins in vitro nicht nachgewiesen werden. DeoRA beeinflusst die
Transkription der Biosynthesegene mit hoher Wahrscheinlichkeit indirekt.

Im Rahmen dieser Arbeit konnten Kenntnisse iiber den Ablauf und die Evolution der
Aurafuron- und Spirangien-Biosynthese gewonnen werden. Zielgerichtete Mutagenesen
filhrten zur Produktion neuer Naturstoffderivate. Die erstmalige Identifizierung eines
Regulators der Sekundirstoffproduktion in S. cellulosum So ce90 ermdglicht weitere
Untersuchungen zur Regulation der Sekundérstoffproduktion in dem Epothilon-
Produzenten.
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Only few of the biologically active compounds produced by myxobacteria are pure
polyketides. Among these, aurafuron and spirangien display interesting functional
groups: aurafuron a contains a furanone moiety and spirangien exhibits a spiroketal
function. In this study, the biosynthesis of these compounds in S. aurantica DW4/3-1
and S. cellulosum So ce90 by type I polyketide synthases (PKSs) was investigated. The
sequence of the spirangien biosynthetic gene locus was identified by screening of a
genomic library with a specific probe and sequenced. The biosynthetic gene clusters
were characterized by both, in silico analyses and the analysis of targeted gene
inactivation experiments.

Aurafuron biosynthesis in S. aurantica DW4/3-1 does not follow the canonical
colinearity rule and most likely includes the iterative usage of a module, a feature that
has only been rarely reported for type I PKS. Four oxidoreductases are involved in post-
PKS biosynthesis, one of them 1is presumably acting as a Baeyer-Villiger
monooxygenase. At least two so far unknown derivatives were identified. The
comparison of the biosynthetic genes with such responsible for the formation of very
similar compounds from Streptomyces sp. suggests that the biosynthetic pathways
developed independently of each other.

The biosynthesis of spirangien in S. cellulosum So ce90 is almost following the
colinearity paradigm. The targeted inactivation of two methyltransferase encoding
genes led to the production of novel desmethylderivatives that were subsequently
structurally characterized. The results of inactivation experiments of cytochrome Pyso
monooxygenase encoding genes indicate that these enzymes are involved in the
formation of the spiroketal moiety. The presence of large stretches of sequence repeats
points to at least three duplication events which took place during the evolution of the
biosynthetic gene locus. A mutant was identified that produces truncated spirangien
derivatives. The phenotype and the genotype of the mutant were analyzed suggesting
that a spontaneous mutation in the biosynthetic gene locus led to the production of the
new derivatives.

Within this study proteins with a putative regulatory function in S. cellulosum So ce90
secondary metabolism were identified and characterized. Taking advantage of the
homology to the ChiR regulator of chivosazol biosynthesis in the sequenced model
strain S. cellulosum So ce56, a transcription factor encoding gene (deoRA) was
identified and sequenced. The inactivation of deoRA led to the abolishment of
spirangien production and to a dramatic decrease in epothilon formation. The
introduction of two alternative promoters upstream of deoRA did not enhance
production levels of spirangien and epothilon. Thus DeoRA does not seem not to be
limiting for the production of these metabolites. After heterologous expression of
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DeoRA, no binding to the spirangien and epothilon promoter regions could be observed
in vitro, suggesting that DeoRA is not directly regulating transcription of the
biosynthetic genes.

During this study insight was gained into the molecular basis and the evolution of
aurafuron and spirangien biosynthesis. Targeted gene manipulation led to the
production of novel derivatives of these natural products. For the first time a regulatory
protein of secondary metabolite production in S. cellulosum So ce90 could be identified.
This enables further studies on the regulation of secondary metabolite formation in the
epothilon producer.
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