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"There is nothing like looking, if you want to find something.
You certainly usually find something, if you look,
but it is not always quite the something you were after."

J.R.R. Tolkien (1892-1973)

"Do not meddle in the affairs of Wizards,
for they are subtle and quick to anger."

"The Fellowship of the Ring", J.R.R. Tolkien (1892-1973)
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Vorwort:

Diese Arbeit widmet sich einerseits der NMR-spektroskopischen Untersuchung des Antibioti-
kums Avilamycin A und andererseits der Entwicklung und Optimierung einer neuen

NMR-Pulssequenz zur Konfigurationsbestimmung chemisch dquivalenter vicinaler Protonen.

Kapitel 1 erldutert den biologisch-medizinischen Hintergrund der Antibiotika und der Resis-
tenzen, die Bakterien gegen diese Wirkstoffe entwickelt haben. Kapitel 2 beschreibt die Avi-
lamycine, die kombinatorische Biosynthese sowie die untersuchten Proben. Die verwendeten
Methoden werden in Kapitel 3 dargelegt. Im folgenden Kapitel 4 wird die Analyse der
NMR-Spektren ausfiihrlich diskutiert, deren Ergebnisse in Kapitel 5 zusammengefasst und
erldutert werden. Ferner wird hier ein Ausblick gegeben.

AnschlieBend (Kapitel 6) wird das zweite Projekt der Entwicklung eines effizienteren Expe-
riments zur Untersuchung chemisch dquivalenter vicinaler Protonen dargestellt.

Kapitel 7 stellt den Anhang dar und enthélt neben dem Literatur- und dem Abkiirzungsver-

zeichnis auch ein Glossar einiger medizinischer und mikrobiologischer Fachbegriffe.

Das Avilamycin-Projekt wurde in Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof. A. Bechthold
(Freiburg) bearbeitet. Dabei wurden die mikrobiologischen Arbeiten zur Herstellung der Pro-
ben in Freiburg durchgefiihrt. Die NMR-spektroskopischen Messungen und Auswertungen
erfolgten dagegen in Miinchen.

Das zweite vorgestellte Projekt der Pulssequenz-Entwicklung war eine Kooperation mit Prof.
A. Kirschning (Hannover). Die Probe wurde in Hannover erzeugt und die NMR-

Spektroskopie in Miinchen durchgefiihrt.
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1 Biologisch-medizinischer Hintergrund

Das im Rahmen dieser Arbeit untersuchte Avilamycin zeichnet sich insbesondere durch seine
antibiotische Wirkung aus, daher soll in diesem Kapitel der biologische und medizinische

Hintergrund fiir die Motivation dieses Projekts erldutert werden.

1.1 Krankheiten, Seuchen und Epidemien:

Gefahren der menschlichen Mobilitéit

Seuchen waren eine der grolen GeiBleln der Menschheit. Doch auch heute noch stellen sie
eine ernste Bedrohung dar, denn jederzeit kann sich ein neuer Erreger entwickeln; in den
iiberfiillten GroBstddten der Entwicklungsldnder oder den entfernten Dschungeln von Afrika,
Stidamerika oder Asien. Gegenden, die einst nur diinn besiedelt waren, inzwischen aber durch
die moderne Zivilisation rasenden Verdanderungen unterworfen sind. Und dieser Erreger konn-
te sich in kiirzester Zeit zu einem globalen Problem entwickeln [1-4].

Denn einerseits hatte man Ausbriiche des hochinfektidsen und tédlichen Ebola-Virus in Afri-
ka, bei denen etwa 50% der infizierten Personen starben (darunter auch die Mehrheit der be-
handelnden Arzte und des Pflegepersonals). Und andererseits das HI-Virus, das sich von den
landlichen Gemeinden Afrikas erst in die nahe gelegenen GroBstiddte und von dort (bedingt
durch seine lange Inkubationszeit) bis zum Auftreten von Symptomen bei den zuerst Erkrank-
ten schon bis in die USA, Europa, Asien und den Rest der Welt ausgebreitet hatte. Einerseits
also eine sehr infektiose Krankheit, die aber relativ schnell ausbricht und so friih erkannt wer-
den kann. Zum anderen eine, die sich durch ihre lange Inkubationszeit iiber den ganzen Glo-
bus verbreiten kann, dabei aber nur vergleichsweise schwer iibertragen wird (d.h. nur iiber den
Austausch von Korperfliissigkeiten wie z.B. Blut und Sperma, nicht iiber Tropfcheninfektion).
Eine Kombination dieser Eigenschaften wére fatal.

Es gibt viele Faktoren, die das Auftreten neuer bzw. das Wiederauftreten alter infektioser
Krankheiten beeinflussen. Oft treten Epidemien als Folge von Verdnderungen im menschli-
chen Verhalten, in sozialer Organisation, Urbanisation und in der Landwirtschaft auf.

Aber der wichtigste Faktor ist die Verbreitung der Organismen von ihrem Ursprungsort als
Folge der Migration und des Reisens ihrer menschlichen Wirte [5]. So verbreiteten sich die
ansteckenden Krankheiten (insbesondere Masern und Pocken) im Altertum (etwa 200 n. Chr.)
langsam entlang der Karawanenrouten durch das romische Reich und Asien, wobei bis zu
einem Drittel der Bevolkerung ausgeloscht wurde [6]. Die grofle Pest des 13. und 14. Jahr-

hunderts wurde von ihrem Ausgangspunkt im nordlichen Burma durch die mongolischen Rei-



ter (bzw. genau genommen durch die von ihnen eingeschleppten, infizierten Fliegen) bis nach
Europa verbreitet und forderte dort etwa 25 Millionen Tote (was wieder etwa einem Drittel
der Bevdlkerung entsprach). Dabei kam es in manchen Landstrichen kaum zu Erkrankungen,
wihrend andere vollstidndig entvilkert wurden. Nach 1492 wurden die Ozeane die Hauptiiber-
tragungsrouten und erlaubten es Seuchen wie den Masern, die Welt innerhalb eines Jahres
vollstdndig zu umrunden. Heutzutage konnen Flugreisende nahezu jeden Punkt der Erde in-
nerhalb von 24 Stunden erreichen, wodurch es bei hoch ansteckenden Viren (wie z.B. In-
fluenza) in wenigen Wochen weltweit zu Erkrankungen kommt [7]. Daher ist es heute wichti-
ger als jemals zuvor, nicht nur wachsam das Auftauchen neuer Krankheiten zu beobachten
und dies durch die Verbesserung der hygienischen Bedingungen weltweit auch zu verhindern,

sondern es miissen auch effiziente Mittel zu deren Bekdmpfung zur Verfiigung stehen.

1.2 Antibiotika

Fiir viele der in Kapitel 1.1 erwdhnten Krankheiten miisste man zur Behandlung auf Antiinfektiva zuriickgreifen,
von denen die Antibiotika nur eine Untergruppe darstellen. Zu deren Wirkungsbereich gehéren nur bakterielle
Infektionen (z.B. Cholera, Diphtherie und Gonorrhoe) und Protozoenerkrankungen (z.B. Malaria). Antiinfektiva
beschreiben dagegen Wirkstoffe, die auch gegen Pilzinfektionen (Mykosen, z.B. Kandidosen), Viruserkrankungen
(z.B. Masern, Roteln, Grippe und Pocken) sowie im weiteren Sinne auch Wurmkrankheiten (z.B. durch verschie-
dene Bandwiirmer) wirksam sind. Da aber Avilamycin ein Antibiotikum ist und zur besseren Verstdindlichkeit

sollen im Folgenden nur Antibiotika besprochen werden.

Schon im alten China wurden, ohne dass die eigentlichen Hintergriinde bekannt waren, Anti-
biotika eingesetzt, wie das folgende Beispiel [8] aus den ,Rezepten fiir den Notfall”
(ca. 340 n. Chr) fiir die Behandlung der Malaria zeigt: ,,Man nehme eine Hand voll ging hao,
weiche sie in einem shang (ca. 1 1) Wasser ein, siebe die Fliissigkeit und trinke sie, um das
Fieber zu unterdriicken.” Dieser Pflanzenextrakt aus Artemisia annua enthilt, wie man heute
weil}, Artemisinin, eine sehr stark gegen Blutschizonten wirkende Substanz [9]. Deren Wirk-
mechanismus ist zwar noch unklar [10], dennoch sind schon Medikamente im Handel, die auf
diesem Wirkstoff basieren (z.B. Paluther™).

Allerdings begann die wissenschaftliche Entwicklung der Antibiotika erst gegen Ende des
19. und Anfang des 20. Jahrhunderts. Paul Ehrlich nutzte die Erkenntnisse von Robert Koch
zur Formulierung des nach ihm benannten ,,Ehrlichschen Prinzip der selektiven Toxizitat*:
Wenn (wie Koch gezeigt hatte) Mikroorganismen spezifisch angefarbt werden konnen, wenn
also ein Farbstoff eine unterschiedliche Affinitdt zum Mikro- oder Makroorganismus besitzt,

dann miisste es auch mdglich sein, Substanzen zu finden, die Mikroorganismen abtoten oder



zumindest in ihrem Wachstum hemmen, ohne den Wirtsorganismus empfindlich zu schidigen
[11, 12]. So hat z.B. folgerichtig die Verabreichung von Methylenblau bei Malariakranken
eine Einddmmung des Fiebers bewirkt. Auch der von Ehrlich entwickelte Wirkstoff Salvarsan
basierte auf Farbstoffen. Er wirkt gegen Syphilis und war eines der bedeutsamsten Medika-
mente der damaligen Zeit. Ferner fithrten Ehrlichs Forschungen zur Behandlung der Schlaf-
krankheit mit Trypanrot 1920 zu Suramin, einem noch heute eingesetzten Arzneimittel [8].
Gerhard Domagk beschéftigte sich ebenfalls mit der Verwendung von Azofarbstoffen als An-
tibiotika. So beobachtete er 1932, dass das rote Sulfachrysiodin das Wachstum von Strepto-
kokken zu hemmen vermochte. Dies fiihrte in den nichsten Jahren zur Entwicklung einer
Vielzahl von Sulfonamiden (vgl. Kapitel 1.2.1.3).

Daneben fand sich noch eine andere Quelle fiir Antibiotika, ndmlich die von Pilzen und Bak-
terien produzierten Sekundirmetaboliten.' Ende 1928 entdeckte Alexander Fleming, dass
Schimmelpilze der Art Penicillium notatum eine Substanz abgeben, die auf eine Reihe von
Bakterienarten todlich wirkt, insbesondere auf Gram-positive Bakterien. Obwohl er seine Er-
gebnisse in zwei Zeitschriften verdffentlichte und auch andeutete, dass dieses ,,Penicillin als
Medikament geeignet sein miisste, dauerte es noch zehn Jahre, bevor diese Idee wieder aufge-
griffen wurde. 1939 fiihrten Howard Walter Florey und Ernst Boris Chain die Forschung wei-
ter, aber erst ab etwa 1946 wurde Penicillin im klinischen Alltag eingesetzt.

Diese Erkenntnisse flihrten in der Folge zur Isolierung einer gro3en Zahl von Antibiotika aus
Mikroorganismen, wie z.B. Gramicidin, Streptomycin [13, 14], Chloramphenicol und Tetra-
cyclin. Weiterhin wurde jede dieser Substanzen noch fiir bessere Wirksamkeit und Vertrig-
lichkeit strukturell modifiziert, so dass eine Vielzahl von verschiedenen Antibiotika entwi-
ckelt wurden: So standen z.B. 1992 mehr als 50 Penicilline, 70 Cephalosporine, 12 Tetracyc-
line, 8 Aminoglykoside, 1 Monobactam, 3 Carbapeneme, 9 Makrolide, 2 neue Streptogramine

und 3 Dihydrofolsidure-Reduktase-Inhibitoren zur Verfiigung [15].

' Dies war auch die friither vorgenommene Definition eines Antibiotikums: Ein antimikrobiell wirksamer Stoff
biologischen Ursprungs (im Gegensatz zum synthetisch gewonnenen Chemotherapeutikum). Von dieser Unter-
teilung ist man inzwischen allerdings abgertickt.



1.2.1 Einteilung der Antibiotika

Es gibt vier hauptsdchliche Angriffspunkte auf die Erreger, denen entsprechend man die
Wirkstoffe auch meist unterteilt:

- Hemmung der Zellwandsynthese

- Blockade der Proteinsynthese

- Unterdriickung der Nucleinsduresynthese

- Beeinflussung der Zytoplasmamembran
Diese Mechanismen werden in den Kapiteln 1.2.1.1 bis 1.2.1.4 mit Beispielen genauer be-
leuchtet.
Weiterhin muss beachtet werden, dass die Wirkstoffe (teilweise auch abhingig von ihrer Kon-
zentration) entweder die Keimvermehrung hemmen (bakteriostatische Wirkung) oder die
Keime abtoten (bakterizide Wirkung). Dabei gilt aber in beiden Fillen, dass die ,,wirtseigene
Abwehr®, also das Immunsystem der infizierten Person, eine wesentliche Voraussetzung fiir
den Erfolg der Behandlung mit Antibiotika ist.”> Ferner wirken manche Antibiotika nur gegen
sich schnell vermehrende (proliferierende) Keime, widhrend andere auch ruhende Keime
betreffen. Es gibt aber noch eine Vielzahl weiterer Faktoren, die die Wirksamkeit von Antibi-
otika beeinflussen, deren Darstellung aber den Rahmen dieser Einfiihrung sprengen wiirden.
Wichtig ist aber in allen Fillen, dass die Wirkstoffe in den ndtigen Konzentrationen keine
oder nur geringe Wirkung auf den Organismus der infizierten Person haben. Daher wirken die
meisten Antibiotika auf Zellbestandteile oder Prozesse, die in dieser Form bei menschlichen

Zellen nicht vorkommen.

1.2.1.1 Hemmung der Zellwandsynthese

Wie Abb. 1 zeigt, bestehen die Zellwande [11, 17] sowohl von Gram-positiven als auch von
Gram-negativen Bakterien aus einer inneren Membran, auch als Zytoplasmamembran be-
zeichnet, um die herum sich ein Mureingeriist spannt.’ Dieses Mureingeriist ist bei den beiden
Bakteriensorten unterschiedlich stark ausgeprigt. Bei Gram-positiven Bakterien ist es etwa
250 A dick und macht somit ca. 50 % der Zellwand aus, bei Gram-negativen Bakterien be-
trigt die Dicke nur etwa 30 A und entspricht nur 5-10 % der Zellwand. Die Grundbausteine

sind Aminozuckerketten (die Glykane) und Oligopeptide, welche die Glykanstrange zu einem

? Dies ist auch einer der Griinde fiir das relativ hiufige Therapieversagen bei Infizierten mit Immuninsuffizienz.

’ Die Gram-negativen Bakterien verfiigen weiterhin noch zwischen diesen beiden Zellwandbestandteilen iiber
einen als periplasmatischen Raum bezeichneten Zwischenraum sowie zusétzlich tiber eine zweite, dullere Memb-
ran.
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Abb. 1: Schematische Darstel-
lung des Aufbaus der Zell-
winde bei Grampositiven
und -negativen Bakterien
(nach [11]).
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zweidimensionalen Gitter quervernetzen. Von diesen Netzen sind mehrere Schichten® iiber-
einander gelagert und wahrscheinlich auch noch in der dritten Dimension miteinander ver-
kniipft. Weiterhin bilden die einzelnen Schichten (zumindest bei Gram-positiven Bakterien)
ein einziges dreidimensionales Makromolekiil in der Form eines Beutels, das daher auch als
Mureinsakkulus bezeichnet wird.

Die Glykanstringe bestehen aus sich abwechselnden Einheiten von N-Acetylglucosamin und
dessen Milchséureether, der N-Acetylmuraminsdure. Die quervernetzenden Oligopeptide sind
spezifisch fiir die verschiedenen Bakterienarten.’

Die Bauteile dieses Mureingeriists werden im Zytoplasma hergestellt und mittels spezieller
Transportmolekiile zur AuBlenseite der inneren Membran transportiert. Dort wird das vorhan-
dene Glykanpolymer durch Transglycosylasen verldngert und anschliefend erfolgt die Quer-
vernetzung der einzelnen Strdnge durch Einsatz von Transpeptidasen.

Dabei ist beim Auf- und Umbau des Mureingeriists im Rahmen von Zellteilung und
-wachstum die genaue Abfolge der einzelnen Schritte fiir das Bakterium lebenswichtig, da im
Inneren der Bakterien ein durch die Osmose bedingter Uberdruck von mehreren Atmosphiren
herrscht. Daher sorgen schon kleine Instabilitdten in der Zellwand fiir die sofortige Zerstdrung
des Bakteriums (Bakteriolyse). Solche Instabilititen treten z.B. auf, wenn [-Lactam-
Antibiotika (z.B. Penicilline) eingesetzt werden, um die Transpeptidasen irreversibel zu blo-
ckieren.’

Die Enzyme, die an der Mureinsynthese beteiligt sind und die durch Bindung an B-Lactam-
Antibiotika ithre Aktivitdt verlieren, werden als Penicillin-bindende Proteine (PBP) bezeich-
net. Bisher ist die Existenz von sieben verschiedenen PBPs gesichert, wobei aber nicht alle
Bakterienarten {iber alle sieben verfiigen. Da diese PBPs unterschiedliche Affinitéten zu den
verschiedenen B-Lactam-Antibiotika aufweisen, kann damit zum Teil auch die unterschiedli-

che Wirksamkeit dieser Antibiotika auf die verschiedenen Bakterienarten erklart werden. Fer-

* Bei Gram-positiven Bakterien wurden bis zu 20 solcher Schichten beobachtet.
> Sie bestehen z.B. bei Staphylococcus aureus aus Tetrapeptiden und einer Pentaglyzinbriicke.
® Dies ist der Grund, warum diese Antibiotika zwar bakterizid wirken, aber nur gegen proliferierende Keime.



ner enthalten die Zellwdnde hoherer Lebewesen kein Mureingeriist, daher werden sie auch
nicht durch diese Antibiotika beeinflusst.

Die bekanntesten Vertreter der -Lactam-Antibiotika sind die schon erwéhnten Penicilline,
deren Basis die 6-Aminopenicillansdure darstellt. Diese ist in Abb. 2 zusammen mit dem
Penicillin-Grundgeriist und einigen Beispielen aus dieser Gruppe gezeigt. Dabei stellt Ben-
zylpenicillin (Penicillin G) das einzige aus den Kulturen von Penicillium notatum (bzw. spiter
Penicillium chrysogenum) isolierte Penicillin dar, das praktische Bedeutung erlangt hat. Es ist
sehr wirksam, muss aber injiziert werden, da es bei oraler Einnahme im Magen-Darm-Trakt
vor Eintritt in den Blutkreislauf weitgehend zerstort wird.” Dahingegen kann man Phenoxy-
methylpenicillin auch oral verabreichen, allerdings ist seine Wirkstérke merklich niedriger.
Ampicillin stellt ein Breitspektrum-Penicillin dar, das gegen eine Vielzahl von Erregern wirk-
sam ist. Und das zuletzt genannte Oxacillin ist ein Penicillinase-stabiles Penicillin, dessen
besondere Eigenschaften in Kapitel 1.3.1.3 erklért werden.

|

H H
|l w z :Z S: pCHs CH, o/ HoN— CH
R_C_N__‘_( III.CH3 R =
/N,
o) “COOH
Grundgertst der Penicilline
Benzylpenicillin Phenoxymethyl- Ampicillin
Ny (Penicillin G) penicillin
'3 : s CHs
HZN—‘T/ ]ﬁ CH,
CHj .
4y—N 7, Oxacillin
o “COOH

6-Aminopenicillan-siure

Abb. 2: Struktur des Penicillin-Grungertists, der 6-Aminopenicillinsdure sowie
einiger Stellvertreter aus der Gruppe der Penicilline.

Es gibt aber noch eine grofle Zahl von weiteren Penicillinen mit verdnderten Resten und ent-
sprechend unterschiedlichen Eigenschaften, auf deren Beschreibung aber aus Platzgriinden
verzichtet wird.

In diese Gruppe der Antibiotika fallen aber auch noch weitere Untergruppen, wie z.B. die
Cephalosporine, die Carbapeneme und die Monobactame, die von anderen Mikroorganismen
produziert werden und dennoch ein dhnliches, wenn auch leicht verdndertes, Grundgeriist
aufweisen (Abb. 3). Von diesen existiert ebenfalls eine Vielzahl von semisynthetischen und

natirlichen Derivaten.

7 Es weist also eine niedrige Bioverfiigbarkeit bei oraler Applikation auf.
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Abb. 3: Eine Ubersicht iiber die Grundgeriiste der B-Lactam-Antibiotika.

Eine weitere Gruppe von Antibiotika, die die Zellwandsynthese hemmen, sind die Glykopep-
tide. Diese hemmen aber nicht die Transpeptidasen, sondern lagern sich schon bei der im
Zytoplasma stattfindenden Synthese der Bauteile des Mureingeriists endstindig an diese an
und verhindern dadurch spiter die Elongation der Peptidoglykanketten und ihre Querver-
netzung. Dabei ist insbesondere das Vancomycin (Abb. 4) zu nennen, das zu den Reserve-
antibiotika gehort und noch in Kapitel 1.3.2.4 Erwéhnung findet.

OH
NH; HO

cl

Iz

."’/H

)
o f
HN
WNH NHCH;
I :

(E)ONHZ
Vancomycin

Abb. 4: Strukturformel des Reserveantibiotikums
Vancomycin aus der Gruppe der Glykopeptide.

1.2.1.2 Blockade der Proteinsynthese

Um die verschiedenen Angriffspunkte der die Proteinsynthese [17] beeinflussenden Antibio-
tika zu erkldren, soll hier die Proteinbiosynthese in Bakterien kurz erldutert werden. (Fiir eine
genauere Diskussion dieses Themas siehe z.B. [17, 18].)

Nachdem die Informationen der DNA wéhrend der Transkription auf die mRNA {iberschrie-
ben wurden (siehe Kapitel 1.2.1.3), lagern sich die beiden Ribosom-Untereinheiten (30S und
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50S) am Startercodon (AUG) der mRNA zum 70S-Ribosom zusammen. Es folgen zwei an die
ersten beiden Codons passende tRNAs, die jeweils mit einer entsprechenden Aminoséure be-
laden sind und an das Ribosom andocken. Dabei besetzt die erste tRNA die Donorseite und
die zweite die Akzeptorseite des Ribosoms. Die erste Aminosdure wird nun durch Transpep-
tidierung auf die zweite Aminosdure iibertragen und anschlieBend die inzwischen ,,leere®,
erste tRNA von der Donorseite abgetrennt. Die zweite tRNA, die nun das Dipeptid trdgt (und
noch an der Akzeptorseite hdngt), geht an die dadurch frei gewordene Donorseite und auch
die mRNA rutscht ein Triplett weiter, so dass nun an der Akzeptorseite des Ribosoms das
Codon fiir die dritte Aminosdure steht (Translokation). Nun dockt die passende tRNA an das
dritte Codon, die von ihr getragene Aminosdure wird an das begonnene Protein gebunden und
das Ganze anschlieBend durch Translokation eine Einheit weiter geschoben. Dieser als Elon-
gation bezeichnete Prozess wiederholt sich, bis die mRNA ein Stopp-Codon zeigt, woraufthin
im fertigen Protein ein Kettenabbruch erfolgt und dieses zur weiteren Verarbeitung abgespal-
ten wird. Der gesamte Prozess von der mRNA zum Protein wird als Translation bezeichnet.
Wie man sieht, stellt das Ribosom einen zentralen Bestandteil der Proteinbiosynthese dar und
ist daher auch ein Hauptangriffspunkt. Die Wirkstoffe zeigen aber eine wesentlich hohere
Affinitit zu Bakterien- als zu Sdugetier-Ribosomen, wodurch bei richtiger Dosierung bevor-
zugt bakterielle Ribosomen angegriffen werden.®

Aminoglykosid-Antibiotika, wie z.B. das in Abb. 5 gezeigte Streptomycin (das auch das zwei-
te in die Therapie eingefiihrte und von Mikroorganismen produzierte Antibiotikum darstellt),
reichern sich erst im Bakterium an, um dann irreversibel an die 30S-Untereinheit zu binden.
Dadurch behindern sie die Anlagerung von tRNA, was wiederum sowohl den Beginn als auch
die Verldngerung der Peptidkette verhindern kann. Ferner kommt es zu Ablesefehlern, wo-
durch falsche Enzym- und Strukturproteine, sog. ,,Nonsense*-Proteine, gebildet werden. Die
Tetracycline, z.B. das namensgebende Tetracyclin in Abb. 5, greifen ebenfalls am Ribosom
an und verhindern dadurch ebenso die Anlagerung von tRNA.

Makrolide, wie z.B. Erythromycin, interferieren dagegen nach Bindung an die
50S-Untereinheit mit der Translokation, wadhrend Chloramphenicol die Transpeptidierung
stort (beide in Abb. 5). Im Gegensatz zu den bisher genannten Substanzen wirkt Mupirocin
(nicht abgebildet) nicht am Ribosom, sondern verhindert die Produktion der Isoleucin-tRNA,
wodurch diese Aminosédure nicht fiir die Proteinsynthese verfiigbar ist. Allerdings ist dieser

Wirkstoff nicht plasmastabil und somit nur zur duflerlichen Anwendung geeignet.

¥ Dies konnte u.a. an der geringeren Gréfe der bakteriellen Ribosomen im Vergleich zu eukaryotischen liegen.
(Bei letzteren bilden ein 60S- und eine 40S-Untereinheit zusammen das 80S-Ribosom).
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Abb. 5: Strukturen einiger Antibiotika, die die Proteinsynthese beeinflussen.

1.2.1.3 Unterdriickung der Nukleinsiduresynthese

Auch hier sind die Angriffspunkte sehr verschieden und betreffen nicht nur die Nukleinsiure-
synthese, sondern auch direkt die DNA bzw. die Prozesse, an denen sie beteiligt ist.

Zwei Beispiele fiir die Beeinflussung der Nukleinsduresynthese sind die Sulfonamide (deren
Grundgeriist Abb. 6 zeigt) und die Diamino-benzylpyrimidine (vertreten durch das
Trimethoprim ebenfalls in Abb. 6). Tetrahydrofolséure, das als Coenzym am Nukleotidaufbau
beteiligt ist, wird bei Bakterien und auch bei hoheren Lebewesen durch Reduktion mittels
Dihydrofolsdurereduktase aus Dihydrofolsdure synthetisiert. Letztere wird aus Folsdure her-
gestellt, die aber von Bakterien nicht aufgenommen werden kann, sondern von ihnen selber
aus p-Aminobenzoesdure produziert werden muss. Hohere Lebewesen dagegen konnen Fol-
sdure (Vitamin B9) nicht selber synthetisieren, sondern sind auf die Zufuhr mit der Nahrung
angewiesen.

Sulfonamide verdringen nun die p-Aminobenzoesidure vom entsprechenden Enzym, verhin-
dern dadurch die Folsduresynthese und fithren somit zur Bakteriostase, wéhrend sie gleichzei-
tig fiir den Menschen weitgehend untoxisch ist.

Die Diamino-benzylpyrimidine hemmen dagegen spezifisch die Dihydrofolsdurereduktase

und somit einen Syntheseschritt, der auch beim Menschen eine wichtige Rolle spielt. Da sie



dabei aber eine um Zehnerpotenzen hohere Affinitdt zum Enzym der Bakterien (im Vergleich
zum entsprechenden Enzym beim Sduger) haben, sind sie dennoch als Medikament geeignet.
Rifampicin (Abb. 6), ein wichtiger synthetisch hergestellter Wirkstoff zur Behandlung von
Tuberkulose und Lepra, hemmt die bakterielle DNA-abhdngige RNA-Polymerase, die fiir die
Transkription der DNA in mRNA zustindig ist, und greift dabei wahrscheinlich an deren
B-Untereinheit an.

Ein ganz anderes Ziel haben die Chinoloncarbonséuren (vertreten durch das Ciprofloxacin in
Abb. 6) und ihre Analoga. Bei ihnen handelt es sich um so genannte Gyrasehemmer. Die
DNA-Gyrase gehort zu den Topoisomerasen 11, die bei Bakterien an Replikation, Transkripti-
on, Rekombination und Reparatur der DNA beteiligt sind. Sie l6sen Zucker-Phosphat-
Bindungen, um die erneute Spiralisierung der DNA zu erlauben, da diese z.B. nach Zelltei-
lung und mRNA-Bildung ganz oder teilweise entspiralisiert vorliegt. Nachdem die Spiralisie-
rung stattgefunden hat, werden diese gedffneten Bindungen normalerweise wieder geschlos-
sen, bevor sich die Gyrasen abspalten. Wahrscheinlich interferieren aber an dieser Stelle die
Gyrasehemmer, wodurch der Stoffwechsel bei empfindlichen Bakterien rasch zusammen-
bricht. Da die chromosomale Konfiguration der DNA bei hoheren Organismen sehr von der

bakteriellen abweicht, ist die Wirkung dieser Substanzen hauptsdchlich auf Bakterien be-

schrinkt.
H
Sulfonamid-
Grundgertist

HzN—Q—COOH

N—CH;
p-Aminobenzoesédure
Rifampicin
o}
F COOH OCH,
| NH,
H,
C OCH;
(\N N X
N\) )|\ = OCH
Hoe” A HN N ’
Ciprofloxacin Trimethoprim

Abb. 6: Strukturen einiger Antibiotika, die die Nukleinsduresynthese beeinflussen.
Dabei ist Ciprofloxacin stellvertretend fiir die Chinoloncarbonséuren aufgefiihrt.

10



1.2.1.4 Beeinflussung der Zytoplasmamembran

Da die Zytoplasmamembranen bei Bakterien und Menschen groBe Ahnlichkeiten aufweisen,
gibt es nur wenige Antibiotika in dieser Gruppe. Und die vorhandenen zeichnen sich daher
auch durch starke Nebenwirkungen aus, sofern sie nicht nur duB3erlich eingesetzt werden. Ein
Beispiel sind die Polypeptid-Antibiotika, wie z.B. Polymyxin B (Abb. 7), die die mikrobielle
Zytoplasmamembran schiadigen, da sie als kationische Detergentien wirken. Sie schiddigen
aber stark die Nieren und das Nervensystem (d.h. sie sind nephro- und neurotoxisch) und sind

daher nur auf unverletzter (Schleim-)Haut einzusetzen.

Polymyxin B

NH,

ZT

NH,

HNI..

HoN

NH,

Abb. 7: Struktur von Polymyxin B, einem
Wirkstoff, der die Zellmembran angreift.
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1.3 Resistenz

Ein Keim ist resistent, wenn die MHK (Minimale Hemmkonzentration) hoher liegt als die
hochste in vivo erreichbare (und nicht toxische) Konzentration des Wirkstoffs im Blutserum

bzw. Gewebe.

Als die ersten Antibiotika in den 1940er und 50er Jahren in den klinischen Alltag eingefiihrt
wurden, wurden sie noch als Wunderdrogen bejubelt. Diesem Anspruch wurden sie auch ge-
recht, konnte man mit ihnen doch eine Vielzahl von bakteriellen Infektionen heilen und so
zahllose Leben retten. Man dachte, die Schrecken der Infektionskrankheiten wéren durch die
Vielzahl an verfligbaren Antibiotika endlich bezwungen. Doch leider erwiesen sich die Erre-
ger als ebenso einfallsreich in ihrer Verteidigung.

Um die Bedeutung dieser Resistenzen zu zeigen, hier ein kurzes Beispiel aus der Literatur:
1941 konnte eine durch Pneumokokken ausgelosten Lungenentziindung mit der Gabe von
10.000 Einheiten Penicillin viermal am Tag fiir vier Tage geheilten werden. Heute kann ein
Patient 24 Millionen Einheiten tdglich erhalten und trotzdem an einer durch Pneumokokken

verursachten Hirnhautentziindung (Meningitis) sterben [15].

1.3.1 Die Resistenz-Mechanismen der Bakterien

Wie man in Kapitel 1.2 gesehen hat, gibt es eine Vielzahl von Angriffspunkten fiir die zahl-
reichen Antibiotika. In den folgenden drei Kapiteln sollen die Methoden, mit denen die Bakte-

rien dieser Bedrohung begegnen, kurz mit einigen Beispielen umrissen werden [11, 19, 20].

1.3.1.1 Enzymatische Inaktivierung oder Modifikation des Antibiotikums

Schon 1940, noch bevor sich Penicillin im klinischen Alltag etablierte, identifizierten
Abraham und Chain [21] ein bakterielles Enzym, das den f-Lactam-Ring des Antibiotikums
hydrolysieren und es dadurch inaktivieren konnte (siche Abb. 8). Sie merkten an, dass dieses
Enzym bei einer Therapie mit Penicillin Probleme bereiten kdnnte. Dem war auch so, aller-
dings in einem Maf3e, das damals noch nicht abzusehen war. Denn diese f-Lactamase ist einer
der Hauptmechanismen der bakteriellen Resistenz gegen P-Lactam-Antibiotika. Natiirlich
wurde versucht, diesem Problem zu begegnen. Eine der Strategien war die Inhibierung der
B-Lactamase z.B. durch Clavulansdure (siche Abb. 9), das selber nur schwach antimikrobiell
wirkt und auch genauso von der B-Lactamase angegriffen wurde wie die Antibiotika. Aller-

dings wird die Esterbindung in dieser Verbindung nur sehr viel langsamer von dem Enzym
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hydrolysiert, so dass sich die f-Lactamasen mit diesen ,,fal-

schen Zielen* beschiftigen, wihrend der eigentliche Wirk- - 21 s CHs

. . . . . R—C—N “HIGH
stoff seine Arbeit verrichten kann. Aber die Bakterien rea- CHs
gierten, indem sie zum einen einfach mehr B-Lactamasen o “CooH

und zum anderen neue Typen von B-Lactamasen produzier-

ten, die die Inhibitoren nicht mehr angriffen. *+H;0 | B-Lactamase

Eine andere Strategie war das Design B-Lactamase-stabiler

Antibiotika, wie z.B. Methicillin (bzw. dessen schon er- . s CHs
wihnter Nachfolger Oxacillin in Abb. 2). Diese werden in- "eHy
folge der sterischen Abschirmung des B-Lactam-Rings nicht “co0H

oder zumindest sehr viel weniger von dem Enzym hydroly-

) . . Abb. 8:  Deaktivierung  eines
siert, besitzen aber auch eine bedeutend (Faktor 10-100) Penicillins durch Offnung des
B-Lactamrings mittels einer

geringere Wirkstirke. Aber auch hier konnten die Bakterien
[3-Lactamase.

wieder einen Ausweg finden (siehe 1.3.1.2).

0 Dieser Mechanismus ist natiirlich nicht nur auf B-Lactamasen

/_N| §°"O" beschrinkt. So existieren z.B. auch Chloramphenicol-Acetyl-

° \ oon Transferasen und Enzyme, die Aminoglykosid-Antibiotika (siche
Clavulanséure 1.2.1.2) acetylieren oder phosphorylieren, um nur einige Beispie-

Abb. 9: Strukturformel eines  |e zu nennen.
B-Lactamase-Inhibitors.

1.3.1.2 Verinderung der Zielstruktur

Um das Beispiel der Resistenz gegen B-Lactam-Antibiotika weiterzufiihren, gibt es auch eini-
ge Bakterien, die zwar nicht verhindern, dass die Wirkstoffmolekiile an ihrem Wirkungsort
ankommen, aber die die Zielstruktur dahingehend verdandern, dass diese eine sehr viel gerin-
gere Affinitdit zum Antibiotikum aufweist. Dies ist z.B. bei den PBPs (siehe Kapitel 1.2.1.1)
von Streptococcus pneumoniae der Fall [22], die nun nicht mehr vom Antibiotikum angegrif-
fen werden.

Eine Abwandlung dieses Mechanismus ist die Produktion sowohl von ,,normalen* als auch
modifizierten Zielstrukturen. Dadurch behilt sich das Bakterium mehr Optionen offen und
kann dennoch auch nach Blockade der normalen Zielstruktur weiterhin effizient funktionie-

ren.
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1.3.1.3 Verringerte Aufnahme des Wirkstoffs

Der dritte Mechanismus zielt auf die Konzentrationserniedrigung des Wirkstoffs in dem Bak-
terium ab. Dies kann zum einen durch eine Verringerung der Permeabilitit der Zellwand ge-
schehen, indem das Bakterium auf die Produktion bestimmter Porine verzichtet. So ist z.B.
Pseudomonas aeruginosa sehr anfillig fiir Imipinem (einem B-Lactam-Antibiotikum aus der
Untergruppe der Carbapeneme, Kapitel 1.2.1.1), da dieser Wirkstoff sehr gut durch einen be-
stimmten Ionenkanal (OprD) diffundieren kann. Diese speziellen Kanalproteine scheinen fiir
die Bakterien aber nicht von lebenswichtiger Bedeutung zu sein, denn inzwischen sind eine
Vielzahl von Pseudomonas aeruginosa-Stammen isoliert worden, bei denen diese Porine feh-
len und die dadurch resistent gegen Imipenem wurden [23]. Dieser Mechanismus ist fiir sich
alleine genommen aber meist nicht sehr effizient, da selbst die effektivste Permeabilititsbar-
riere nicht das Eindringen (Influx) kleiner Wirkstoffmolekiile verhindern kann. Allerdings
kann er die Zuflussgeschwindigkeit erniedrigen und dies hilft nicht nur z.B. beim kontrollier-
ten Abbau des Wirkstoffs durch Enzyme (wie in Kap. 1.3.1.1 erldutert), sondern auch beim
zweiten Mechanismus zur Erniedrigung der Wirkstoffkonzentration im Bakterium, dem akti-
ven Efflux. Diesen beschleunigten und unter Verbrauch von Energie erfolgenden Transport
aus der Zelle mittels spezieller Transportproteine kann man mit den Lenzpumpen der Schiff-
fahrt vergleichen. Er spielt insbesondere bei der Tetracyclin-Resistenz vieler Enterobakterien
eine bedeutende Rolle, indem er den Wirkstoff schneller hinauspumpt, als dieser in die Zelle
eintreten kann [19].

Die in den letzten drei Kapiteln beschriebenen Mechanismen liegen meist nicht jeweils alleine

vor, sondern werden von den Bakterien fiir einen effektiveren Schutz oft kombiniert.

1.3.2 Entstehung der Resistenzen und Mechanismen ihrer Verbreitung [24]

1941 konnten fast alle Stimme von Staphylococcus aureus mit Penicillin G behandelt werden,
aber schon 1944 traten erste Resistenzen auf. 1992 waren mehr als 95% der Staphylococcus
aureus-Staimme weltweit resistent gegen Penicillin G, Ampicillin und andere Penicilline [25].

Methicillin-resistente Staphylococcus aureus-Stimme’ (MRSA) waren Mitte der 1980er
durch die neu eingefiihrte 2. Generation der Chinoloncarbonséduren (siche 1.2.1.3) sehr gut zu
inhibieren [26], aber schon 1992 zeigte sich bei einer Studie in einer New Yorker Klinik, dass
mehr als 80% der beobachteten Stimme resistent gegen diese Antibiotika waren. In diesem

Zusammenhang zeigte eine Studie des US-amerikanischen CDC (Centers for Disease Control

° Eine der Gruppen der mehrfach-resistenten Problemkeime, auch mit dem Akronym MRSA bezeichnet.
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and Prevention), dass die Resistenz der MRSA gegen eine dieser Chinoloncarbonsiuren
(Ciprofloxacin) innerhalb eines Jahres von weniger als 5% auf iiber 80% stieg [27].

Aber woher kommen diese Resistenzen? Eine mogliche Quelle sind Mutationen. Denn wenn
ein Stamm durch Mutation eine Resistenz erlangt, wird er natiirlich durch den evolutioniren
Druck der Antibiotika-Therapie selektiert. Dadurch sind die {iberlebenden Bakterien von nun
an resistent, sofern sie nicht vom korpereigenen Immunsystem eliminiert wurden; dies ge-
schieht bevorzugt bei zu geringer Dosierung sowie zu frilhem Abbruch der Behand-
lung [11]."°

Mutationen alleine sind jedoch keine ausreichende Erkldrung fiir die starke und vor allem
schnelle Verbreitung von Resistenzen. Wichtiger sind die Mechanismen, die es den Bakterien
erlauben, die von ihnen erworbenen Resistenzen nicht nur an ihre Artgenossen, sondern auch
tiber die Grenzen hinweg an andere Bakterienarten weiterzugeben. Diese Mechanismen und

ihre Auswirkungen sollen in den folgenden Kapiteln kurz erldutert werden.

1.3.2.1 Transformation

Hierbei handelt es sich streng genommen nicht um einen Mechanismus zur Ubertragung von
genetischen Informationen, sondern die Transformation bezeichnet nur die Aufnahme von
DNA durch ein Bakterium. Diese DNA kann chromosomaler Natur sein oder in Form eines
Plasmids vorliegen. Der Prozess ist, zumindest im Labor, nicht sehr effizient, da die DNA nur
selten aufgenommen wird und selbst wenn dies geschieht, werden die DNA-Molekiile oft
vom Bakterium abgebaut, bevor sie repliziert werden kdnnen. Es gibt aber einige Bakterienar-
ten (insbesondere die Gattungen Streptococcus und Bacillus), die raffinierte Methoden zur
Bindung und Aufnahme von DNA besitzen [28]. Dabei ist jedoch unklar, wie wichtig dieser
Mechanismus fiir den Resistenztransfer ,,in freier Natur* ist, da es schwierig ist, die Umge-
bungsbedingungen fiir Bakterien ,,in freier Natur® zu definieren und somit im Labor zu iiber-

prifen.

' In diesem Zusammenhang soll hier eine besonders beunruhigende Beobachtung erwihnt werden: Um den in
Kapitel 1.3.1.1 erwdhnten -Lactamasen zu begegnen, wurden, wie schon erwéhnt, neue Derivate erzeugt, deren
verdnderte Struktur von den Enzymen nicht mehr ,,erkannt™ werden sollte. Allerdings konnte schon die Verdnde-
rung einer einzigen Base im codierenden Gen die Substrat-Spezifitét des Enzyms so weit verdndern, dass es den
neuen Wirkstoff wieder angreifen konnte [32]. Somit konnen solche Punktmutationen ausreichen, um 100 Mil-
lionen US-$ an pharmakologischen Entwicklungskosten obsolet werden zu lassen [24].
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1.3.2.2 Konjugation

Die Konjugation ist bei Bakterien der wichtigste natiirliche Mechanismus zur Ubertragung
von genetischen Informationen innerhalb einer Generation.

Einige Bakterien verfiigen iiber so genannte konjugative oder F-Plasmide (F fiir Fertilitit) und
werden daher als ,,F+* oder ménnlich bezeichnet. Sie entwickeln nun fadenartige Gebilde auf
der Oberflache (so genannten ,,F Pili*), die an bestimmten Rezeptoren andocken kdnnen, die
in der Zellhiille von solchen Bakterien zu finden sind, die nicht {iber ein F-Plasmid verfiigen
(F— bzw. weibliche Bakterien). AnschlieBend bildet sich bei der ,,F+*“-Bakterie eine Ausstiil-
pung der Zelloberfliche, die wie eine Briicke die Zytoplasmen beider Zellen miteinander ver-
bindet. Durch diese Verbindung wird nun eine Kopie des F-Plasmids sowie — unter bestimm-
ten Voraussetzungen — auch Kopien weiterer Plasmide an die ,,F—“-Zelle iibertragen. Dadurch
wird aus dieser zum einen ein ,,F+“-Bakterium, das aber zusétzlich noch iiber die Informatio-
nen verfligt, die sich auf dem {ibertragenen genetischen Material befanden.

Da dieser Prozess auch iiber Artgrenzen'' hinweg stattfinden kann und sich Resistenzgene
auch auf den F-Plasmiden befinden konnen, diirfte dies einen wichtigen Mechanismus zur

Resistenzvermittlung darstellen.

1.3.2.3 Transduktion

Ein Bakteriophage ist ein Virus, dessen Wirt nur Bakterien sind. Ein solcher Phage infiziert
ein Bakterium, indem er seine DNA injiziert, welche dann entweder in das Bakterienchromo-
som integriert wird oder — dhnlich einem Plasmid — frei im Zytoplasma vorliegt. In jedem Fall
beginnt die Zelle nun neue Phagen-DNA und -hiillen herzustellen, die dann entweder kontinu-
ierlich zusammengesetzt und an die Umgebung abgegeben werden oder sich erst ansammeln,
um dann durch Lyse der Zelle freigesetzt zu werden. Allerdings geschieht es in etwa einem
von tausend Fillen, dass statt Phagen-DNA ein Teil der Bakterien-DNA in die Hiille gerit.
Der dabei entstehende Phage injiziert diese dann in eine andere Bakterie, wo sie wiederum in
das Chromosom aufgenommen werden kann [17].

Weiterhin kann es nach Einbau der Phagen-DNA in das Bakterienchromosom geschehen, dass
beim Kopieren der Phagen-DNA auch Teile der benachbarten Bakterien-DNA mitkopiert

werden und dadurch bei der nachsten Infektion mit iibertragen werden.

' Konjugation konnte sogar zwischen Gram-positiven und Gram-negativen Bakterien [33, 34] sowie zu Hefen
und in einem Fall auch zu Pflanzen [35, 36] nachgewiesen werden.
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1.3.2.4 Konsequenzen dieser Mechanismen

Mit diesen Mechanismen ldsst sich die schnelle und weitldufige Verbreitung von Resistenzen
gut erkldren. So kénnen z.B. harmlose und immer im Kdérper anwesende Darmbakterien wie
Escherichia coli bei — insbesondere unsachgemifBem — Gebrauch von Antibiotika Resistenzen
erwerben und diese anschlieend bei einer Infektion an die krankheitserregenden (pathoge-
nen) Keime weitergeben. Es ergibt sich also ein korpereigenes Resistenzreservoir, aus dem
Erreger schopfen konnen.

Eine dhnliche Konsequenz hat auch die Verwendung von Antibiotika zur Prophylaxe und
Wachstumsforderung in der Masttierhaltung. Dadurch kann sich in den Tieren ein Reservoir
von resistenten Bakterien bilden, deren Resistenzen sich iiber die Nahrungskette auf die im
menschlichen Verdauungstrakt lebenden Mikroorganismen {iibertragen konnen. Dieses Phi-
nomen wurde z.B. schon bei der Verwendung des mit dem Vancomycin verwandten anti-
mikrobiellen Futterzusatzmittels Avoparcin beobachtet [29]."

Aber auch im klinischen Alltag in Krankenhdusern haben diese Mechanismen gravierende
Konsequenzen. Denn gerade hier treffen ein bestdndiger Evolutionsdruck und eine grof3e Zahl
unterschiedlicher Erreger mit verschiedenen Resistenzen aufeinander. Dadurch bildet sich
insbesondere bei mangelnder Hygiene sehr schnell ein Reservoir mehrfach-resistenter Keime
(sog. Hospitalflora), die zu ernsten nosokomialen Infektionen fithren konnen. Dabei sind be-
sonders Staphylokokken und speziell MRSA zu nennen, die bevorzugt in den Nasenhdhlen
des Pflegepersonals persistieren und hier ein Keimreservoir bilden, von dem aus sie auf Pati-
enten iibertragen werden konnen, um anschlieBend u.a. ihre Resistenzen auf andere Keime zu
iibertragen.

Mitte der 90er Jahre wurde auch noch eine andere Erklarung fiir die schnelle Verbreitung von
Resistenzen gefunden. Die in der Pharmaindustrie zur Produktion verwendeten Mikroorga-
nismen besitzen natiirlich auch eine Resistenz gegen die von ihnen gebildeten Antibiotika.
Werden nun die Wirkstoffe aus der Nahrlosung isoliert, werden dabei auch die produzieren-
den Bakterien mit aufgearbeitet. Dadurch gelangen kleine Mengen ihrer DNA in die fertigen
Arzneimittel, in denen sie auch schon nachgewiesen werden konnten [30]. Dadurch kann das

Medikament auch gleich das den Bakterien helfende Resistenzgen enthalten!

'2 Daher wurde es auch 1997 von der EU verboten [37], woraufhin in verschiedenen Untersuchungen gezeigt
werden konnte, dass die Haufigkeit der Vancomycin-resistenten Enterokokken (VRE, eine weitere Gruppe von
mehrfach-resistenten Problemkeimen) sowohl in den Tieren als auch in den Menschen, die in den entsprechen-
den Gemeinschaften lebten, teilweise dramatisch abnahm [38, 39].
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1.4 Ausblick und Losungsansiitze

Wie man sieht, gibt es zwar eine grofle Zahl von antibiotisch wirkenden Medikamenten und
auch einige Schwachstellen bei den Bakterien, die als Angriffspunkte dienen kénnen, doch
leider haben auch die Bakterien Moglichkeiten, um in diesem Wettstreit siegreich zu sein.
Und da es bis jetzt fiir jeden Wirkstoff schon eine Resistenz gibt, ist es wohl nur eine Frage
der Zeit, bis sich ein Stamm entwickelt, bei dem sédmtliche bisherigen Medikamente versagen.
Aber man kann die Geschwindigkeit der Resistenzentwicklung heruntersetzen, indem man
unter anderem
- die Anwendung der Antibiotika besser kontrolliert und sie auch nur dann verab-
reicht, wenn es erforderlich ist."
- bei einer Therapie die Antibiotika in ausreichender Dosierung und hinreichend lange
anwendet, um auch eine vollstindige Erregerelimination zu erreichen.
- in Krankenhdusern mehr Wert auf gute allgemein-hygienische MaBnahmen (wie
z.B. griindliche Desinfektion und Sterilisation) legt.
- die Nutzung von Antibiotika in der Tiermast zur Prophylaxe und Wachstumsforde-
rung verbietet.
Dabei sollten diese Mallnahmen weltweit, auch in Landern der zweiten und dritten Welt, er-
griffen werden, da sich Resistenzen ebenso wie infektiose Erreger durch die modernen Trans-
portmethoden in kiirzester Zeit global verbreiten konnen [31].
Da dies aber nur schwer umzusetzen sein diirfte, miissen neue Wirkstoffe mit neuen Wirkme-
chanismen entwickelt werden, um wieder einen Vorsprung gegeniiber den Keimen zu haben.

Denn die Bakterien werden sicher nicht aufgeben.

[...] after all, the microbial population of this planet has survived successfully over the past

50 years in the face of relentless onslaught of antimicrobials. [...] [24]

'*'So werden z.B. oft bei Infektionen Antibiotika verabreicht ohne vorher zu iiberpriifen, ob es sich nicht um eine
virale Erkrankung handelt bzw. ob die infizierende Bakterienart iiberhaupt fiir das verwendete Antibiotikum an-
fallig ist.
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2 Avilamycine

Avilamycine wurden erstmals 1959 aus den Kulturfiltraten von Streptomyces viridochromo-
genes Ti57 extrahiert, einem Stamm, der aus Bodenproben aus Caracas, Venezuela, isoliert
wurde. [40]

Streptomyceten sind eine Gattung von Gram-positiven Boden-Bakterien, die zur Ordnung der
Actinomycetales ("Strahlenpilze"; von griech.: aktis = Strahl, mykes = Pilz) gehoren. Sie
wachsen in Myzel-Form und bilden bei Néhrstoffmangel auch Luftmyzelien aus, von denen
anschlieBend Sporen abgeschniirt werden. Aus diesen kann dann bei ausreichendem Néhr-
stoffangebot wieder ein Substratmyzel gebildet werden. Viele Streptomyceten bauen Zellulo-
se, Chitin und andere schwer abbaubare Naturstoffe ab [41, 42]. Sie sind ferner — wie alle Ac-

tinomyceten — wichtige Produzenten von Sekundidrmetaboliten (siche Kapitel 2.3).

2.1 Struktur und physikalische Eigenschaften der Avilamycine

Avilamycine (Abb. 10a) gehdren zusammen mit den Everninomicinen [43] (siche Abb. 10b),

den Flambamycinen [44] und den Curamycinen [45, 46] zur Gruppe der Orthosomycine.'
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Abb. 10: Strukturen zweier zur Gruppe der Orthosomycine gehdrenden Verbindungen:
a) Avilamycin A (stellvertretend fiir die Avilamycine)
b) Evernimicin (bzw. SCH27899 oder Ziracin, stellvertretend fiir die Everninomycine)
Bereiche struktureller Unterschiede sind gekennzeichnet.

' Die Grundgeriiste der Flambamycine und der Curamycine unterscheiden sich nur marginal von dem des Avi-
lamycins und wurden daher nicht abgebildet. So ist z.B. das Curamycin A identisch mit Avilamycin B.
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1968 wurden erste Strukturelemente sowie die antibiotische Wirkung aufgeklért [47], die ers-
ten vollstindigen Strukturen der Avilamycine A, B und C folgten 1979 [48-50]. Inzwischen
sind 16 Komponenten [51] dieses Antibiotika-Komplexes bekannt, die als Avilamycin A-N
bezeichnet werden, aber nur geringe strukturelle Unterschiede aufweisen (Abb. 11 und Tab. 1,

nach [51]).
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Abb. 11: Grundstruktur der Avilamycine
Avilamycin | Ry R, R; Ry Rs R R4 Rg Ry

A COCH(CH3;), COCH; CH; Cl Cl CH; CH; CH; CH;
A’ COCH,CH; H CH; Cl Cl CH; CH; CH; CH;
B COCH; COCH; CH; Cl Cl CH; CH; CH; CH;
C COCH(CH;), CH(OH)CH; CH; Cl Cl CH; CH; CH; CH;
D, H COCH; CH; Cl Cl CH; CH; CH; CH;
D, COCH; CH(OH)CH; CH; Cl Cl CH; CH; CH; CH;
E H CH(OH)CH; CH; Cl Cl CH; CH; CH; CH;
F COCH(CHj;), COCH; H H Cl CH; CH; CH; CH;
G COC,Hy COCH; CH; Cl Cl CH; CH; CH; CH;
H COCH(CHj;), COCH; CH;, Cl H CH;, CH; CH; CH;,
| COCH,CH; COCH; CH; Cl Cl CH; CH; CH; CH;
J COCH(CH3;), COCH; CH;, Cl Cl H CH; CH; CH;,
K COCH(CHj;), COCH; CH;, Cl Cl CH;, CH,OH CH; CH;,
L COCH(CHj;), CHO CH;, Cl Cl CH;, CH; CH; CH;,
M COCH(CH;), COCH; CH; Cl Cl CH; H CH; CH;
N COCH(CH;), COCH; CH; Cl Cl CH; CH; H CH;

Tab. 1: Auflistung aller bisher identifizierten Avilamycine (nach [ad])

Die Avilamycine bestehen aus einem terminalen Dichloroisoeverninsiurerest (Ring A), der
esterglykosidisch mit einer Heptasaccharidkette verkniipft ist. Diese wiederum besteht aus
zwei D-Olivosen (Ringe B und C), gefolgt von 2-Desoxy-D-Evalose (Ring D), 4-O-Methyl-
D-Fucose (Ring E), 2,6-Di-O-Methyl-D-Mannose (Ring F), L-Lyxose (Ring G) und Methyl-
eurekanat (Ring H). Auffillig sind die beiden Orthoestergruppierungen (zwischen den Rin-
gen C und D sowie G und H), die auch das charakteristische Merkmal der Orthosomycine
darstellen.

Avilamycin A (CAS: 69787-79-7) hat eine Summenformel von Cs;HggCl,O3, und weist dem-
entsprechend eine molare Masse von M = 1402 g'mol” auf. Der Schmelzpunkt der farblosen

Nadeln betrdgt 181-182 °C, die Losung hat einen optischen Drehwert von [o]p™ = -8 ° [41].
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2.2 Pharmakologie der Avilamycine

Die Avilamycine besitzen eine hervorragende antibiotische Aktivitit und sind dabei auch ge-
gen multiresistente Gram-positive Keime aktiv [49]. Dies zeigten auch Tests, die in den 90er
Jahren von der Firma Hoffmann-LaRoche durchgefiihrt wurden und bei denen sich Avilamy-
cin A als sehr gut wirksam gegen multiresistente Staphylococcus aureus-, Enterococcus
faecalis- und Enterococcus faecium-Stimme erwies [42].

Das schon in Abb. 10b gezeigte und strukturell sehr &hnliche Evernimicin (auch als
SCH27899 bzw. Ziracin bezeichnet [52—54]), das von Schering-Plough (New Jersey) bis zur
Phase III der klinischen Priifung entwickelt wurde, zeigt ebenso hervorragende Aktivitét ge-
gen Glykopeptid-resistente Enterokokken (VRE), Methicillin-resistente Staphylokokken
(MRSA) und Penicillin-resistente Streptokokken [55-58]. Die Entwicklung dieses Wirkstoffs
wurda aber im Jahr 2000 abgebrochen, da laut einer Pressemitteilung der Firma das Nut-
zen/Risiko-Verhéltnis bei einer therapeutischen Anwendung keine Weiterentwicklung recht-
fertige [59].

Bei diesen Untersuchungen zeigte sich, dass fiir die Wirksamkeit des Evernimicins einige
Strukturelemente essentiell sind. Dazu gehort die terminale Dichloroisoeverninsdure sowie
eine zur Esterbindung in para-Stellung befindliche freie Hydroxyl-Gruppe. Auch die beiden
Orthoestergruppierungen und deren Konfiguration spielen eine entscheidende Rolle [48, 54].
Durch die groBe strukturelle Ahnlichkeit kann man davon ausgehen, dass #hnliches auch fiir
die Avilamycine gilt.

Der genaue Wirkmechanismus ist fiir beide Verbindungen noch nicht vollstindig geklért. Die
bisherigen Ergebnisse zeigen, dass es sich um Inhibitoren der Proteinbiosynthese, genauer der
Elongation, handelt. Anfangs wurde eine Bindung an die ribosomale 30S Untereinheit vermu-
tet [60]; allerdings wurden kiirzlich in der ribosomalen 50S Untereinheit iiberlappende
Bindungsstellen fiir Avilamycin und Evernimicin gefunden [61, 62], die auch abseits der
Bindungsstellen anderer Antibiotika lokalisiert sind [63]. Ferner konnten inzwischen in
S. viridochromogenes TU57 vier Avilamycin-Resistenzgene identifiziert werden, deren Gen-
produkte das Bakterium vor den selbst produzierten Avilamycinen schiitzen [64]. Zwei dieser
Gene codieren fiir Enzyme, die jeweils ein bestimmtes Nukleotid der Doméne V der
23S rRNA methylieren [65], so dass sich Avilamycin nicht mehr am Ribosom anlagern
kann."” Es handelt sich somit vermutlich um einen neuartigen Wirkungsmechanismus und

bisher konnten noch keine Kreuzresistenzen zu anderen Antibiotika festgestellt werden.

' Die beiden anderen Gene codieren fiir ein Transportermolekiil, das unter Verbrauch von Energie Avilamycin
aus der Zelle pumpt (aktiver Efflux, siche Kap. 1.3.1.3).
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Allerdings gibt es auch einige negativen Eigenschaften, die eine mogliche Nutzung als Medi-
kament erschweren konnten. So weisen einige Orthosomycine ein geringes nierenschiadigen-
des Potential (Nephrotoxizitét) auf [20, 55], das auch bei den Avilamycinen vorhanden sein
konnte. Ferner zeigten einzelne Everninomycine eine auch fiir das Avilamycin zu erwartende,
starke Bindung (ca. 94 %) an Serumproteine [43, 66], die nicht ganz unproblematisch sein
diirfte. Eine der Hauptschwierigkeiten bei den physikalischen Eigenschaften ist aber die hohe
Lipophilie und die daraus resultierende geringe Wasserloslichkeit. Diese erschwert bzw. ver-
hindert die sehr wichtige Moglichkeit zur peroralen Applikation.

Ferner zeigt Avilamycin A eine gewisse Instabilitét der Orthoesterbindung zwischen den Rin-
gen C und D in saurem Medium (siche Kapitel 4.1.1). Ob dies eine Rolle bei der potentiellen
klinischen Anwendung spielt, bleibt noch zu untersuchen.

Ein weiteres Problem bei einer eventuellen Nutzung als Humantherapeutikum ist nicht-
chemischer Natur: Avilamycin wurde schon lange Jahre als Wachstumsforderer in der Tier-
mast, insbesondere der Gefliigelzucht, genutzt (Produkt MaxusG™ der Fa. Lilly, Bad Hom-
burg). Dadurch konnten sich die schon in Kapitel 1.3.2 besprochenen Konsequenzen ergeben.
Es wurde aber inzwischen beschlossen, dass Avilamycin nur noch bis Januar 2006 als Zusatz-
stoff in Futtermitteln verwendet werden darf [67], wodurch man auch hier hoffen kann, dass
moglicherweise vorhandene Resistenzen zuriickgegangen sind, bis es zu einer eventuellen
Einfilhrung des Wirkstoffs in den klinischen Gebrauch kommt.

Auch wenn es derzeit noch keine umfassenden Untersuchungen zur Resistenzentwicklung und
-verbreitung fiir die Avilamycine gibt [68], handelt es sich dennoch um eine extrem aussichts-
reiche Verbindungsgruppe fiir die Entwicklung neuer Antibiotika mit einem neuen Wirkme-
chanismus.

Bevor nun darauf eingegangen wird, welche Verdnderungen am Avilamycin und am produ-
zierenden Mikroorganismus vorgenommen wurden, wird das verwendete Verfahren der Kom-

binatorischen Biosynthese erldutert.

2.3 Kombinatorische Biosynthese

Die Actinomyceten, zu denen wie schon erwdhnt auch die Streptomyceten gehoren, bilden
nicht nur etwa 70 % aller bekannten mikrobiellen Stoffwechselprodukte, sondern auch fast
50 % der bekannten Antibiotika, u.a. Erythromycin, Tetracycline und Aminoglykoside. Aber
auch so divers wirkende Verbindungen wie z.B. das Zytostatikum Daunorubicin und das An-

tidiabetikum Acarbose werden von diesen Bakterien produziert.
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Das Bemerkenswerte an diesen Bakterien ist, dass die Gene, die die Stoffwechselwege dieser
Naturstoffe codieren, hdufig an einem Ort im Chromosom, einem so genannten Cluster, loka-
lisiert sind [69—71]. In diesen Clustern sind weiterhin auch die Gene fiir die entsprechenden
Enzyme des Transports, der Resistenz- und der Biosyntheseregulation enthalten; dadurch wird
die Identifizierung und Klonierung wesentlich erleichtert.

Obwohl sich die chemische Struktur der Sekundidrmetaboliten meist deutlich unterscheidet,
sind bestimmte Strukturen bzw. Strukturelemente, z.B. nicht ribosomal synthetisierte Peptide,
Polyketide und Zucker, immer wieder zu identifizieren. Dennoch erlaubt deren unterschiedli-
che Kombination und Modifikation, z.B. durch Methylasen, Oxygenasen, Halogenasen,
Glykosyltransferasen etc., der Natur, ein breites Spektrum an Substanzen und Wirkungen zu
produzieren.

Durch die bisherigen molekulargenetisch-biochemischen Untersuchungen war es mdglich, ein
Grundverstdndnis fiir die Sekundidrmetabolit-Biosynthese zu erreichen. So konnte unter ande-
rem eine Datenbank mit Aminosduresequenzen und Funktionen von Enzymen angelegt wer-
den. Da die an der Biosynthese beteiligten Enzyme meist sehr dhnlich sind und dazu noch
hoch konservierte Doménen besitzen, kann man durch Homologievergleich mit diesen Daten
fiir ein neues und unbekanntes Enzym eine wahrscheinliche Funktion ermitteln. Somit ist es
natiirlich auch mdglich bei einem unbekannten Gen mit bekannter Basensequenz, die Funkti-
on des darin codierten Enzyms zu bestimmen (oder zumindest eine begriindete Vermutung
anzustellen).

Viel wichtiger ist jedoch, dass man durch die gentechnische Beeinflussung der Actinomyceten
deren natiirliche Evolution neuer Sekundérstoffe imitieren und beschleunigen kann. Durch
gezielte Inaktivierung und/oder heterologe Expression von nativen oder gentechnisch verin-
derten Genen, Clustern oder Clusterabschnitten konnen sowohl Derivate mit verbesserten
Eigenschaften als auch vollig neue Substanzen produziert werden. Dies wird als kombinatori-
sche Biosynthese [72] bezeichnet.

Ein Beispiel fiir erfolgreiche Geninaktivierung ist die Herstellung des 6-Desoxy-
erythromycin A durch eine Mutante von Saccharopolyspora erythraea. Erythromycin ist ein
bakteriostatisch wirkendes Antibiotikum aus der Gruppe der Makrolide. Da es allerdings rela-
tiv siureinstabil ist, weist es eine niedrige Bioverfligbarkeit bei oraler Einnahme auf. Durch
Inaktivierung des Hydroxylasegens eryF in der Mutante konnte diese das wesentlich sduresta-
bilere 6-Desoxy-erythromycin A produzieren, das somit auch eine deutlich verbesserte

Resorption besitzt [11, 73].

23



4’-Epidoxorubicin (Epirubicin) ist ein wichtiges Zytostatikum und ein Beispiel fiir eine
erfolgreiche Kombination aus Geninaktivierung und -expression. Es wurde normalerweise
semisynthetisch aus dem von Streptomyces coeruleorubidus und peucetius produzierten
Doxorubicin hergestellt, allerdings in relativ geringer Ausbeute.'® Da sich beide nur durch die
Konfiguration einer Hydroxy-Gruppe an einer Zuckereinheit unterscheiden, wurde eine
Mutante generiert, die das gewiinschte 4’-Epimer in ausreichender Menge produziert. In
dieser ist das Gen dnmV, eine 4-Ketoreduktase, inaktiviert, wodurch das 4-Keto-Intermediat
produziert wird. Ferner wurden die Gene eryBIV bzw. avrE eingefiihrt, wodurch die Mutante
die 4-Ketoreduktasen aus dem L-Mycarose- bzw. L-Oleandrose-Biosyntheseweg produziert,
die eine an C4 entgegengesetzte Diastereoselektivitét besitzen [11, 74].

Von groBBem Interesse sind auch die Arbeiten mit Polyketidsynthasegenen z.B. in Saccharo-
polyspora erythraea [75-77]. Durch die Kombination von Deletion, Substitution und Additi-
on verschiedener Gene konnten Makrolactonringe unterschiedlicher Gréfle mit verandertem
Oxidationsgrad und an einzelnen Positionen modifizierter Konfiguration produziert werden.
Um nun eine groBBe Bibliothek verschiedener Grundgeriiste und anschlieender Modifikatio-
nen zu erhalten, ist es ein Ziel der kombinatorischen Biosynthese, Enzyme aus verschiedenen
Naturstoff-Biosynthesewegen beziiglich der Sequenz der sie codierenden Gene sowie ihrer

Funktion zu identifizieren.

2.4 Mikrobiologische Vorarbeiten

Die mikrobiologischen Vorarbeiten wurden in der Gruppe von Prof. Dr. A. Bechthold an der
Albert-Ludwigs-Universitit Freiburg durchgefiihrt. Daher werden hier nur kurz die fiir diese
Arbeit relevanten Ergebnisse besprochen; fiir weiterfiihrende Informationen sei auf die ent-
sprechende Literatur verwiesen [42, 64, 78—82].

Nach der Identifizierung des fiir die Avilamycin-Biosynthese verantwortlichen Genclusters,
konnten in diesem insgesamt 46 offene Leserahmen (ORF, Open Reading Frame) identifiziert
werden.'” Nach Ermittlung der jeweiligen Gensequenz wurden fiir die in den ORFs enthalte-
nen Gene Homologie-Vergleiche mit der NCBI-Datenbank'® durchgefiihrt. Dabei konnte
einem groBen Teil dieser Sequenzen (bzw. den von ihnen codierten Enzymen) schon eine
mogliche Funktion zugeordnet werden. Dies ist in Tab. 2 fiir die im Rahmen dieser Arbeit

untersuchten Gene gezeigt. Bei einigen der 46 Gene wurde diese Zuordnung schon verifiziert

'® Doxorubicin selber wird auch als Zytostatikum verwendet, ist aber stirker kardiotoxisch und kann dadurch nur
in geringerer Gesamtdosis verabreicht werden.

'” Neben diesen konnten ferner noch acht weitere ORFs identifiziert werden, die aber wahrscheinlich nicht mehr
zum Avilamycin-Biosynthesegencluster gehoren.

'8 Datenbank des National Center for Biotechnology Information, Bethesda, MD
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und anschlieend — basierend auf diesen Informationen — ein moglicher Biosyntheseweg fiir

Avilamycin erstellt.

Grifie des Gen- Maogliche Funktion
Gen roduktes Homologie zu Identische AS beziiglich der Lit.
P Avilamycin-Biosynthese
. putative Methyltransferase aus o Zuckermodifizierung
aviG2 241 AS Deinococcus radiodurans 31% (Methylierung) [83]
O-Demethylpuromycin- e
aviG4 329 AS O-Methyltransferase aus 44% &Zﬁﬁﬁilee;uu;lg) [84]
Streptomyces alboniger Y &
. putative Methyltransferase aus o Zuckermodifizierung
aviG3 200 AS Aeropyrum pernix K1 32% (Methylierung) [85]
. putative Methyltransferase aus o Zuckermodifizierung
aviG6 240 AS Streptomyces avermitilis 33% (Methylierung) [86]
. Ausbildung der
wi0?2 259 AS L'gzc’cltl;’lfs'hgfcfsxiyﬁzpaus 29% C-O-C-Bindung im | [87]
P & ) Methyleurekanat
Pyruvatdehydrogenase Zuckermodifizierung
aviBl 335 AS (o-Untereinheit) aus 50% (Methyleurekanat- [88]
Sulfolobus solfataricus Biosynthese)

Tab. 2: Auflistung der im Rahmen der vorliegenden Arbeit untersuchten Gene sowie ihre Homologien und
moglichen Funktionen beziiglich der Avilamycin-Biosynthese. AS = Aminosauren

Diese Verifikation musste aber noch fiir weitere Gene des Clusters erfolgen. Da die mangeln-
de Hydrophilie ein grofes Problem bei einer moglichen Nutzung des Avilamycins als Medi-
kament darstellt, wurde als erstes die Funktion der als putative Methyltransferasen identifi-
zierten Enzyme tberpriift. Dazu wurden Mutanten hergestellt, in denen die entsprechenden
Gene (aviG4, aviG2, aviG5 und aviG6) inaktiviert waren (siche Kap. 3.1)."” Die Mutanten
wurden anschlieend zur Produktion in grofleren Mengen angeziichtet und die Produkte
extrahiert. In diesen sollten nun die vermutlich modifizierten Avilamycine, die im Folgenden
auch als Gavibamycine bezeichnet werden (vergleiche Kapitel 2.6), vorliegen, bei denen an
bestimmten Positionen im Molekiil der Methyltransfer auf Hydroxygruppen zur Bildung von
Methoxygruppen nicht stattgefunden hat. Durch die groBere Zahl von Hydroxygruppen im
Molekiil miisste auch, wie erwiinscht, die Hydrophilie zunehmen. Dies diirfte iiberdies kaum
etwas an der antibiotischen Wirkung des Molekiils dndern, denn entsprechend den bisherigen
Erkenntnissen sind Methoxygruppen hierfiir nicht relevant (sieche Kapitel 2.2). Die Details
beziiglich der in den einzelnen Methyltransferase-Mutanten inaktivierten Gene sind der Pro-

benbeschreibung in Kapitel 2.6.2 zu entnehmen.

' Diese Gene boten sich auch an, da man davon ausgehen konnte, dass die entsprechenden Enzyme erst spit,
also nach Aufbau des Grundgertistes, in die Avilamycin-Biosynthese eingriffen und die Produktion somit nicht
schon in einem frithen Schritt vollstdndig zusammenbrach.
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Das gleiche Verfahren wurde auch angewendet, um die Funktion der von den Genen aviO2
und aviBI codierten Enzyme zu identifizieren. Diese sollten laut Homologie-Vergleich und
hypothetischem Biosyntheseweg im Ring H fiir die Bildung des Fiinfringes bzw. der Anlage-
rung der Acetylfunktion verantwortlich sein (siche Tab. 2). Dementsprechend miisste sich
durch deren Inaktivierung ebenfalls die Hydrophilie ohne Verlust der antibiotischen Wirkung
erhohen. Fiir Details sei auch hier auf das entsprechende Kapitel verwiesen (Kap. 2.6.3).
AnschlieBend wurden noch Fiitterungsexperimente durchgefiihrt, bei denen die Wildtyp-
Bakterien wihrend der Anzucht mit bestimmten selektiv '*C-markierten Substanzen gefiittert
wurden. Diese markierten Kohlenstoffe sollten nun bei der Avilamycin-Biosynthese an be-
stimmten Stellen in die produzierten Avilamycine eingebaut werden, wodurch es moglich sein
diirfte, den hypothetischen Biosyntheseweg zumindest teilweise zu verifizieren. Die verwen-
deten Edukte sowie weitere Details zu diesen Proben sind den Beschreibungen in Kapitel
2.6.4 zu entnehmen.

Die Produkte dieser genetisch verdnderten Bakterien bzw. dieser Fiitterungsexperimente soll-
ten nun dahingehend untersucht werden, ob die vermuteten Verdnderungen eingetreten sind
bzw. wenn nicht, wo es stattdessen zu Verdnderungen kam. Dies konnte zwar fiir eine der
Methyltransferasen (Kapitel 2.6.2.1) auch durch synthetische Derivatisierung und anschlie-
Bende massenspektroskopische Untersuchungen nachgewiesen werden, allerdings war dieses
Verfahren fiir die Aufkldrung der weiteren Mutationen bzw. der selektiven Markierung durch
die Fiitterungsexperimente nur bedingt geeignet. Daher wurde die im Folgenden beschriebene
kernmagnetische Resonanz (NMR)-Spektroskopie ausgewéhlt, die zum einen eine atomare
Auflosung bot und dabei auch noch eine ausreichende Flexibilitdt aufwies, um die speziellen
Fragen dieses Projekts effektiv und gezielt beantworten zu konnen. Die geringen Verédnderun-
gen im Molekiil, die aus der Inaktivierung bestimmter Gene resultieren, konnen durch Ver-
gleich der Spektren und Identifikation der Verdnderungen gezielt ermittelt werden (z.B. Kapi-
tel 4.2.2). Weiterhin ermdglichte es die Vielseitigkeit der Methode, Experimente zu erstellen,

die genau die Beantwortung bestimmter Fragestellungen erlauben (Kapitel 3.3.1).

2.5 Die kernmagnetische Resonanz-Spektroskopie

Seit der Entdeckung des Phidnomens der kernmagnetischen Resonanz (NMR) im Jahre 1946
[89, 90] hat sich die NMR-Spektroskopie zu einer duflerst vielseitigen Analysemethode in den
Grenzbereichen zwischen Biologie, Chemie, Medizin und Physik entwickelt. So gehoren heu-
te eine Vielzahl verschiedener Anwendungsmethoden zum Alltag dieser Methode, angefangen

bei der Messung kleiner Molekiile im Festkorper [91] und in Losung [92, 93], iiber Anwen-
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dungen in der Medizin (Tomographie) bis hin zur Strukturaufkldrung von biologischen Mak-
romolekiilen [94-97]. Wichtige Fortschritte waren die Entwicklung der Fouriertransformati-
ons-Spektroskopie (1966 [98]) und der zweidimensionalen Spektren [99-101] in den 70er
Jahren. Fiir erstere wurde Richard Ernst 1991 der Nobelpreis verliehen [102]. Die nachfol-
genden Entwicklungen in der mehrdimensionalen Spektroskopie erlaubten es 1985 die erste
Proteinstruktur mittels NMR aufzukldren [103]. Es folgte die Entwicklung verschiedener
Pulssequenzen zur sequenzspezifischen Zuordnung von Proteinsignalen und verbesserter Ver-
fahren zur Strukturberechnung [104-107], wodurch die routineméfige Strukturaufklédrung von
Proteinen mittels NMR-Spektroskopie ermdglicht wurde. So wurden z.B. 1996 etwa ein Vier-
tel aller Proteinstrukturen mit dieser Methode aufgeklért [108]. Diese Fortschritte wurden
erneut mit einem Nobelpreis honoriert, diesmal fiir Kurt Wiithrich im Jahre 2002.

Auch der letztjdhrige Nobelpreis fiir Paul C. Lauterbur und Sir Peter Mansfield fiir ihre Ent-
deckungen auf dem Gebiet der bildgebenden NMR-Verfahren (MRI, Magnetic Resonance
Imaging) zeigt, dass die NMR nicht nur vielseitig ist, sondern auch eine der interessantesten

der modernen Spektroskopiemethoden darstellt.

2.5.1 Einfithrung in Grundlagen der NMR-Spektroskopie

An dieser Stelle soll nur ein kurzer Uberblick iiber die Grundlagen der NMR-Spektroskopie
gegeben werden; fiir weitergehende Informationen sei auf die Fachliteratur verwiesen
(z.B. 93, 101, 109])).

Die kernmagnetische Resonanz beruht auf der Wechselwirkung zwischen dem magnetischen
Moment der Atomkerne und verschiedenen Magnetfeldern. Zum einen befinden sich die
Kernspins im Spektrometer in einem statischen Magnetfeld By, wodurch sie um die Achse des
Magnetfeldes prizedieren. Da sie dabei, abhéngig von ihrer chemischen Umgebung, unter-
schiedlich stark von diesem Magnetfeld abgeschirmt sind, prézedieren sie auch mit einer cha-
rakteristischen Frequenz. Die Unterschiede dieser Resonanzfrequenzen zu einer Referenzfre-
quenz werden als ,,chemische Verschiebungen* der Kerne bezeichnet und bewegen sich im
ppm-Bereich (die aber mit modernen Gerdten meist problemlos aufzuldsen sind).

Durch kurzzeitig eingestrahlte hochfrequente Magnetfelder konnen die Kernspins aus ihrem
Gleichgewichtszustand gebracht werden, in den sie anschlieBend unter Abgabe charakteristi-
scher Energien wieder zuriickkehren. Der dabei entstehende free induction decay (FID, Freier
Induktionszerfall) kann detektiert und die einzelnen Resonanzfrequenzen mittels Fouriertrans-

formation berechnet werden.
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Zusitzlich konnen auch Wechselwirkungen zwischen Kernen mittels NMR-Spektroskopie
detektiert werden, wodurch diese Kerne miteinander in Korrelation gebracht werden konnen.
Zum einen ist die skalare Kopplung zu nennen, die tiber Elektronen und somit {iber chemische
Bindungen vermittelt wird und die die Basis fiir den Grofteil der Experimente (wie z.B.
COSY?’ [100, 110] und HSQC [111]) bildet. Zum anderen die dipolare Kopplung, die direkt
durch den Raum wirkt und die Grundlage fiir das NOESY-Experiment [112, 113] darstellt.
Dieser ,,NOE-Effekt*“ ist umgekehrt proportional zur sechsten Potenz des Abstands der beiden
Atome und die aus diesen Experimenten gewonnenen Abstandsinformationen bilden den
Grundstein der Strukturbestimmung von biologischen Makromolekiilen.

Allerdings werden an die in der hochauflosenden NMR-Spektroskopie vermessenen Atome
auch bestimmte physikalische Anforderungen gestellt, die aber gliicklicherweise von den
Kernen, die sich in den vorwiegend organischen Substanzen finden (Wasserstoff, Kohlenstoff,
Stickstoff und Phosphor), zumeist gut erfiillt werden. So haben sie alle Isotope mit einem
Kernspin von S = '/,, die kein Quadrupolmoment aufweisen und daher scharfe Linien erge-
ben. (Wenn auch die entsprechenden Isotope von Kohlenstoff und Stickstoff nur in geringer
natiirlicher Haufigkeit vorliegen.) Insbesondere der Wasserstoff eignet sich sehr gut, da er in
praktisch allen organischen Verbindungen enthalten ist und (abgesehen von Tritium) {iber das

grofite kernmagnetische Moment verfiigt.

a) NH, b) 0
© [
H
H3C—S—CZ—C--HIIIIClIIII'-C/ H3C—C—/ Na*
* H, ‘ AN * AN
OH o
H
L-Methionin-(Methyl)'3C (Met) 2-13C-Na-Pyruvat (Pyr)

d)
v
H;C——C Na*
3 % \ a
o
H OH
1-3C-D-Glukose (Glu) 1-13C-Na-Acetat (Ace)

Abb. 13: Die verwendeten '*C-markierten Edukte und die fiir
sie im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Abkiirzungen.
Markierte Kohlenstoffatome sind durch * gekennzeichnet.

% Fiir die Bedeutung der Akronyme COSY, HSQC, NOESY und NOE siehe Abkiirzungsverzeichnis im Anhang.
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2.6 Die Proben und ihre Nomenklatur

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwolf verschiedene Proben vermessen, eine Ubersicht zei-

gen Tab. 3 sowie Abb. 12.

Um Verwechslungen bei den Bezeichnungen der Gene, Mutanten und ihren Produkten vorzu-

beugen, werden im Rahmen dieser Arbeit die folgenden Konventionen eingehalten:

- Die Bezeichnungen der Gene werden immer kursiv geschrieben. Ferner beginnen sie
mit kleingeschriebenem ,,avi®, an das sich die genaue Bezeichnung anschlief3t,
z.B. aviG4.

- Die Benennungen der genveridnderten Bakterien (im Folgenden nur noch als Mutan-
ten bezeichnet) werden nur mit Grof8buchstaben geschrieben, z.B. GW4-Mutante.
Doppelmutanten werden dementsprechend z.B. als GW4-GW2-Mutante bezeichnet.
- Die Bezeichnungen der Produktgemische der Bakterien sowie der entsprechenden
NMR-Proben sind identisch und beginnen immer mit ,,Avi“, z.B. AviG4 fiir das
Produktgemisch der GW4-Mutante. Wenn die Bakterien bei der Herstellung der
Probe mit einer *C-markierten Substanz gefiittert wurden und das Produkt somit

(13

markiert ist, wird an den Namen noch ein Kiirzel mit einem ,,_* angehdngt,
z.B. AviG4 Met. Abb. 13 zeigt die verwendeten *C-markierten Substanzen sowie
deren Kiirzel. Allgemein ist aber noch mal zu betonen, dass es sich bei diesen Pro-
dukten immer um Gemische verschiedener Avilamycine bzw. ihrer Derivate han-
delt.

- Die eigentlichen Komponenten der Produktgemische werden bei den Mutanten als
Gavibamycine bezeichnet. Dabei gibt es verschiedene Reihen, die jeweils einer
Mutante entsprechen. So werden z.B. die Produkte der GW4-GW2-Mutante, die in
der AviG2 Met-Probe enthalten sind, als Gavibamycine der C-Reihe bezeichnet.
Die Bezeichnung der entsprechenden Reihe ist der jeweiligen Probenbeschreibung
in den Kapiteln 2.6.2 und 2.6.3 sowie Tab. 3 zu entnehmen.

- Die einzelnen Gavibamycine einer Reihe erhalten eine Nummer entsprechend des
Avilamycins, dessen Analogon sie darstellen. So entspricht das Gavibamycin C1

dem von der GW4-GW2-Mutante produzierten Analogon des Avilamycins A:
A=1,A"=1,B=2,C=3, etc.
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Die Kohlenstoffe im Avilamycin A sind entsprechend der Literatur von 1 bis 61 nummeriert
worden und werden im Rahmen der Arbeit mit ,,C-1* bis ,,C-61 bezeichnet (vgl. Abb. 14).
Die Wasserstoffe erhalten entsprechend die Nummer des Kohlenstoffatoms, an das sie gebun-
den sind (z.B. H-45 an C-45). Handelt es sich um Methylenprotonen, werden sie mit den Indi-
zes ,.ax - (flr axial) und ;4" (flir dquatorial) versehen, wenn sie unterschieden werden konnten,
z.B. H-11, und H-11,. Sollte dies nicht mdglich sein, erhalten sie die Indizes ,,, und ,,,*, wo-
bei ersterer das Proton mit kleinerer und letzterer das mit hoherer chemischer Verschiebung
bezeichnet, z.B. H-48, und H-48,,. Da Methylprotonen dagegen keine unterschiedlichen Reso-
nanzfrequenzen zeigen, werden sie auch bei der Nomenklatur zusammengefasst, z.B. H-28.
Wasserstoffe in Hydroxy-Gruppen werden mit ,,HO-“ und der Nummer des entsprechenden
Kohlenstoffs bezeichnet (z.B. HO-18).

Weiterhin werden zur Vereinfachung der Diskussion der ,,Methyltransferase-Inaktivierungs®-
Experimente (Kapitel 4.2) die interessanten Methoxygruppen des Avilamycins A entspre-

chend Abb. 14 als Gruppe bis Gruppe4 bezeichnet.

52
CH,

51
He—30

Gruppel

Gruppe4 o
s 49
o

CHs 2C1H 28 Grupped o-|_48 47 ° 53 57 58
13 \14 o 19 CHy o o055 \ ™" 60
20 o 0.25 \26 44 45 e COCH,

HO o < 0 46 ﬂ s6] 59
° GL-L}xusc 61 ° OH

12 170 H

o]
18 17 16 34 23 73
Q

B D-Olivose C D-Olivose

37 35

38

& H wethstourckanat
e E 4-0-Meths1-D-Fucose criyleureand

A . . - F2,6-Di-O-Melh)l-D-Malmose
Dichloroisoeverninsiure D 2-Desoxy-D-Evalose

Abb. 14: Avilamycin A mit der verwendeten Nummerierung.

2.6.1 Der Wildtyp: AviW

Hierbei handelt es sich um das Hauptprodukt der Bakterien des Wildtyps Streptomyces viri-
dochromogenes. Es lag anfangs nur unmarkiert vor, konnte aber spiter im Rahmen der Expe-
rimente zur Modifikation im Ring H auch in markierter Form vermessen werden (siche

AviW_Met in Kapitel 2.6.3.1).
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Tab. 3: Tabellarische Ubersicht iiber alle vermessenen Proben.

32



2.6.2 Methyltransferase-Inaktivierungen

Zuerst werden die im Zuge der Untersuchung der inaktivierten Methyltransferasen hergestell-
ten Proben beschrieben. Dabei wurde erst eine Mutante mit nur einem inaktivierten Gen her-
gestellt. Jeweils von dieser ausgehend wurden noch drei weitere Doppelmutanten hergestellt,

in denen jeweils ein weiteres Gen inaktiviert wurde (siehe dazu auch Abb. 12).

2.6.2.1 AviG4_Met

AviG4 Met ist das Produktgemisch der GW4-Mutante, dessen Komponenten als Gavibamy-
cine der A-Reihe bezeichnet werden. Die beiden Hauptkomponenten werden als Gavibamy-
cin A1 (Abb. 15) und A3 bezeichnet [82, 114]. Dabei entspricht ersteres dem Derivat des Avi-
lamycin A und letzteres dem Derivat von Avilamycin C. Bei der GW4-Mutante wurde das
Gen aviG4 inaktiviert, von dem vermutet wurde, dass es eine zuckermodifizierende Me-
thyltransferase codiert (Tab. 2). Mittels synthetischer Derivatisierung und Massenspektro-
metrie konnte diese Annahme bereits in der Gruppe von Prof. Bechthold nachgewiesen wer-
den [82, 114]. Im Rahmen dieser Untersuchungen konnte ferner gezeigt werden, dass die in-
aktivierte Methyltransferase fiir den Einbau der Methoxygruppe im Ring A (Gruppel) ver-
antwortlich ist. Diese Erkenntnis sollte dennoch zusitzlich mittels NMR iiberpriift werden.

Gavibamycin Al (Met-Fiitterung) nao—s0

Gruppe4 o

Gruppe2 19

21 28 2) Gruppes o[ as 4L °
/&/ 1 \a0_o RN o . M
o 0 R \26_o 32 3 0 g T 46
16 24 2 31 30\ 29 35
OH

3KCH,
27

[e]

Abb. 15: Gavibamycin Al. * kennzeichnen die *C-Markierung und
der Kreis die fehlende Methoxyfunktion (Gruppel).

Da die Bakterien wihrend der Probenherstellung mit '*C-markiertem L-Methionin (siche
Abb. 13) gefiittert wurden, sollte diese Probe aufgrund der zu Beginn der NMR-
Untersuchungen bekannten mikrobiologischen Erkenntnisse an den folgenden Positionen
PC-markiert sein:

- C-34, C-41, C-43: Hierbei handelt es sich um Methoxygruppen, entsprechend

Abb. 14 auch als Gruppe2-4 bezeichnet.

- C-27: Methylgruppe

- C-61: Methylengruppe
Die molare Masse der Hauptkomponente Gavibamycin Al entspricht den Erwartungen geméf
M= 1388 g'mol™ (1402 g'mol™" — 14 g'mol™ fiir die durch ein H ersetzte Methylgruppe).
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2.6.2.2 AviG2_Met, AviG5_Met, AviG6_Met

Die Produkte der Doppelmutanten (GW4-GW2, GW4-GWS5 bzw. GW4-GW6) wurden als
AviG2 Met, AviG5 Met bzw. AviG6_Met bezeichnet. Sie wurden ausgehend von der GW4-
Mutante hergestellt und im Vergleich zu dieser wurde jeweils ein weiteres Gen inaktiviert
(aviG2, aviG5 bzw. aviGo6). Da diese Gene entsprechend dem Homologievergleich (Tab. 2)
ebenfalls Methyltransferasen codieren sollten, miisste den Produkten neben Gruppel auch
noch jeweils eine weitere der Gruppen?2-4 fehlen.

Die Produkte der GW4-GW2-Doppelmutante werden als Gavibamycine der C-Reihe bezeich-
net, die der GW4-GWS5-Doppelmutante als Gavibamycine der E-Reihe und die der
GW4-GW6-Doppelmutante als Gavibamycine der I-Reihe. Auch hier entsprechen die mit ,,1%
gekennzeichneten Verbindungen, d.h. C1, El und 11, den Derivaten des Avilamycin A; C3,
E3 und I3 sind dementsprechend Derivate des Avilamycin C.

Die Vermutung zweier fehlender Methylgruppen wurde auch durch die Massenspektren [114]
gestiitzt. Die molare Masse der Hauptkomponente betrug bei AviG2 Met und AviG6 Met
jeweils M=1374 grmol. Dies entspricht der molare Masse des Avilamycins A
(M = 1402 g'mol") nach Austausch zweier Methylgruppen gegen jeweils einen Wasserstoff,
also den Gavibamycinen C1 und I1.

Bei der AviG5_Met-Probe gab es zwei Hauptkomponenten. Die im Massenspektrum weniger
intensive Komponente wies ebenfalls die molare Masse von M = 1374 g'mol” auf und war
daher vermutlich Gavibamycin E1. Die in den Spektren am stérksten vertretene Komponente
zeigte eine molare Masse von M = 1376 g'mol™ und stellte wahrscheinlich Gavibamycin E3,
also das dem Avilamycin C entsprechende Derivat, dar. (1376 g'mol”’ = 1402 g'mol” —
2 x 14 g'mol™ + 2 grmol™; letzteres entspricht der Differenz zwischen Avilamycin A und C).
Dabei ist zu erwarten, dass wahrscheinlich jeweils eine andere der verbleibenden drei Grup-
pen2-4 fehlt, es sei denn, zwei (oder alle drei) der Gene aviG2, aviG5 und aviG6 wiren fiir
die Codierung der gleichen Methyltransferase verantwortlich. Ein unwahrscheinlicher, aber
nicht unmoglicher Fall.

Ferner wurden die jeweiligen Bakterien auch bei der Herstellung dieser Proben mit
BC-markiertem L-Methionin (siche Abb. 13) gefiittert, so dass sie an denselben Stellen mar-
kiert sein sollten wie die AviG4 Met-Probe. Die interessanten Gruppen2-4 miissten also

PC-markiert sein, sofern sie in dem jeweiligen Molekiil vorhanden sind.
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2.6.3 Modifikationen im Ring H

AnschlieBend wurden zwei weitere Mutanten (ITO2, ITB1) sowie ihre Produktgemische
(AviO2 Met, AviB1 Pyr) hergestellt, um die Auswirkungen der Inaktivierung der Gene
aviO2 und aviBl zu bestimmen. Zur besseren Untersuchung wurde auch jeweils eine Ver-

gleichsprobe (AviW_Met, AviG4 Pyr) produziert.

2.6.3.1 AviW_Met

AviW_Met (Abb. 16a) ist das aufgereinigte Produkt der Wildtyp-Bakterien nach Fiitterung
it *C-markiertem L-Methionin (siche Abb. 13a) wihrend der Aufzucht. Entsprechend dem

hypothetischen Biosyntheseweg miissten die Molekiile an den folgenden Positionen
PC-markiert sein:

- C-7, C-34, C-41, C-43: Hierbei handelt es sich um die vier Methoxygruppen

(Gruppel-4).

- C-27: Methylgruppe

- C-61: Methylengruppe
AviW_Met diente zum Vergleich mit der folgenden AviO2 Met-Probe, da die Produktions-
bedingungen fiir beide nahezu identisch waren. Einziger Unterschied war die Verwendung der
neu generierten ITO2-Mutante bei der Herstellung der AviO2 Met-Probe und somit das bei

letzterer inaktivierte aviO2-Gen.

a) Avilamycin A (Met-Fitterung) o

4 3% o 4
34 0|48

o «
5 57 s
CH 35 41k 5 s
20 o s 42 och, M3 = C
330 16 & P
. E 3
5 40 I
31 3N\ 2 Ho o1 OH
OH 6

(:H3

b) Gavibamycin N1 (Met- Futterung)

Abb. 16: a) Avilamycin A (Met-Fiitterung), b) Vermutliche Struktur des
Gavibamycin N1 (Met-Fiitterung). Die '*C-Markierung ist durch * und
die vermutliche Modifikation im Ring H durch ein Oval gekennzeichnet.
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2.6.3.2 AviO2_Met

Das Produktgemisch der ITO2-Mutante, das aufgrund der Herstellungsbedingungen ebenso
markiert sein sollte wie AviW_Met, wurde als AviO2 Met (Abb. 16b) bezeichnet. Die Kom-
ponenten werden als Gavibamycine der N-Reihe bezeichnet. Da die Gensequenz des inakti-
vierten aviO2-Genes Ahnlichkeiten zum L-Prolin-4-hydroxylase-codierenden Gen in Dacty-
losporangium sp. aufweist und dieses Protein fiir die Ausbildung einer C-O-C-Bindung ver-
antwortlich ist, wurde vermutet, dass dieses Gen wiederum ein Protein codiert, welches an der
Ausbildung der Methylen-Briicke im Methyleurekanat (Ring H) des Avilamycins beteiligt ist.
Dementsprechend hétte die Methylenbriicke im Ring H gedffnet sein miissen, so dass sich an
C-54 eine Methoxy- und an C-55 eine Hydroxygruppe befinden miisste. Diese Variante hétte
dann eine molare Masse von M = 1404 grmol”. Allerdings zeigte das Massenspektrum, dass
die Hauptkomponente der Probe eine molare Masse von M = 1360 g'mol™ hatte. Ferner gab es
noch eine zweite Komponente mit etwa der halben Stoffmenge, die eine um 18 g'mol” hohere
molare Masse von M = 1378 g'mol™ aufwies. Somit musste es sich um eine andere, noch un-

bekannte Verdanderung im Produkt handeln.

2.6.3.3 AviG4_Pyr

AviG4 Pyr (Abb. 17a) ist identisch mit AviG4 Met, auller dass die Bakterien wahrend der
Produktion nicht mit *C-markiertem L-Methionin, sondern mit “C-markiertem L-Pyruvat
(siche Abb. 13b) gefiittert wurden. Dadurch sollten die produzierten Gavibamycine der

A-Reihe an C-60 und jedem zweiten Kohlenstoff des aromatischen Ringes markiert sein.

2.6.3.4 AviB1_Pyr

Das Produktgemisch AviB1 Pyr (Abb. 17b) wurde von der GW4-ITB1-Mutante unter den
gleichen Bedingungen wie die AviG4 Pyr-Probe hergestellt und die dabei produzierten Avi-
lamycin-Derivate werden als Gavibamycine der M-Reihe bezeichnet. Insbesondere wurde
ebenfalls *C-markiertes L-Pyruvat zugefiittert, wodurch auch diese Probe nur an C-60 sowie
jedem zweiten Kohlenstoffatom im Ring A markiert sein sollte. Da aber bei der GW4-1TB1-
Mutante im Vergleich zur GW4-Mutante das Gen aviB1 inaktivierte wurde und von diesem
vermutet wurde (Tab. 2), dass es an Bildung und Anlagerung der Acetylgruppe (-C(O)CH3)
an C-56 beteiligt sei, sollte diese Probe nur im Ring A markiert sein, wenn es iiberhaupt zu
einem Einbau kdme. Denn sowohl die Hydroxygruppe HO-56 als auch die Acetylgruppe an

C-56 sollten durch einen Carbonyl-Sauerstoff ersetzt worden sein und dementsprechend sollte
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das Molekiil eine molare Masse von M = 1344 g'mol™ aufweisen. Dies entsprach aber nicht
den Massenspektren der hergestellten Probe, denn bei dieser hatte die Hauptkomponente eine
molare Masse von M = 1346 g'mol”. Ferner wurde auch bei dieser Probe eine 18 grmol™
schwerere Komponente (mit M = 1364 g'mol™") detektiert, die hier aber in deutlich geringerer

Menge vorlag. Es war also auch hierbei nicht das erwartete Produkt entstanden.

a) Gavibamycin Al (Pyr-Fijtterung)

Jeder zweite Kohlenstoff
im Ring A markiert?

b) Gavibamycin M1 (Pyr-Fiitterung) 3 g:

OCH,

Jeder zwelte Kohlenstoff
im Ring A markiert?

Abb. 17: a) Avilamycin A (Met-Fiitterung, b) Vermutliche Struktur des
Gavibamycin M1 (Met-Fiitterung). Die *C-Markierung ist durch * und
die vermutliche Modifikation im Ring H durch ein Oval gekennzeichnet.
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2.6.4 PC-Fiitterungsexperimente

Es folgten noch drei Fiitterungsexperimente, um zu kléren, welche Edukte beim Aufbau der
verschiedenen Untereinheiten des Avilamycins wéhrend der Biosynthese verarbeitet bzw. an
welchen Stellen und auf welchen Wegen sie in das Avilamycin eingebaut wurden. Zur Her-
stellung dieser drei Produktgemische wurde der Wildtyp mit verschiedenen markierten Sub-
stanzen (s.u.) gefiittert. Allerdings konnte bei der Herstellung der AviW_Glu-Probe nur ein
kleiner Teil des entsprechenden Edukts markiert zugegeben werden, da die Produktion des
Avilamycins bei zu hohem Markierungsgrad zusammenbrechen konnte. Bei den beiden ande-
ren Proben wurde zwar das markierte Edukt nur in markierter Form zugegeben, allerdings
entstehen diese Edukte auch als Produkte des Glukose-Abbaus im Bakterium. Daher war un-
klar, wie hoch der Markierungsgrad in diesen beiden Proben war.

Wegen der geringen Ausbeute bei der Herstellung wurden diese Proben nicht wie bisher mit-
tels priaparativer HPLC aufgereinigt. Daher enthielten sie laut analytischer HPLC neben Avi-
lamycin A auch noch vergleichbare Mengen Avilamycin C, sowie in geringeren Konzentrati-

onen weitere Avilamycine wie z.B. Avilamycin B [115].

2.6.4.1 AviW_Glu

Zur Herstellung der AviW_Glu-Probe wurden die Bakterien bei der Aufzucht mit
1-*C-D-Glukose (siche Abb. 13¢) gefiittert. Diese wurde zu verschiedenen Zeiten der An-
zucht zugegeben, so dass der Anteil der markierten Glukose zur insgesamt zugegebenen Men-
ge am Ende 10% betrug. Aus den Massenspektren konnte ein reger Einbau der markierten
Glukose abgeleitet werden, aufgrund des geringen Markierungsgrads konnten aber keine wei-
teren Erkenntnisse aus diesen Spektren gewonnen werden. Es wurde vermutet, dass die Glu-
kose am Aufbau aller Zuckereinheiten des Avilamycins beteiligt ist und somit
PC-Markierungen in den Ringen B bis H auftreten. Weiterhin wird Glukose wie schon er-
wihnt auch zu Pyruvat und Acetat abgebaut, die wiederum vermutlich fiir den Aufbau des
Rings A und der Acetylgruppe im Ring H verwendet werden. Somit miissten auch hier

C-Markierungen zu detektieren sein (vergleiche durchgezogene Linie in Abb. 18).
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2.6.4.2 AviW_Ace

Durch Zufiitterung von 1-">C-Na-Acetat (siche Abb. 13d) bei der Aufzucht wurde dieses Pro-
bengemisch hergestellt. Den bisherigen Vermutungen nach sollte es nur zum Aufbau des
Aromaten verwendet werden und somit sollte es auch nur in Ring A zu "*C-Markierungen

kommen (vergleiche gepunkteten Bereich in Abb. 18).

2.6.4.3 AviW_Pyr

Fiir diese Probe wurden die Bakterien bei der Produktion mit 2-"?C-Na-Pyruvat (siche
Abb. 13b) gefiittert. Den hypothetischen Biosyntheseweg zugrunde legend sollten Kohlenstof-
fe im Ring A und der Acetylfunktion im Ring H markiert sein (vergleiche gestrichelte Mar-
kierungen in Abb. 18).

Glu-Fiitterung

\

Ace-Fiitterung Pyr-Fiitterung

OCH; §CH: O~ /
Clo my
Ctls OCH; ¥ L4 cocm‘,
Ll
© G L-Lyxose

D Olivose H Methyleurekanat,

E 4-O-] Mell\\l D-Fucose

D 2-Desoxy-D-Evalose F 2.6-Di-O-Methyl-D-Mannose

Pyr-Fiitterung

Abb. 18: Avilamycin A. Gekennzeichnet sind die Bereiche, in denen fiir die jeweilige Fiitterung
BC-Markierungen erwartet werden. Durchgezogene Linie: Glu-Fiitterung; gepunktete Linie:
Ace-Fiitterung; gestrichelte Linie: Pyr-Fiitterung. Fiir die Bedeutung der Abkiirzungen (Glu,

Ace und Pyr) sieche Abb. 13 oder das Abkiirzungsverzeichnis.
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3 Praktischer Teil

In diesem Kapitel werden neben der Herstellung der Proben auch die verwendeten Messver-

fahren und -bedingungen beschrieben.

3.1 Herstellung der Mutanten und der Proben

Da diese Arbeiten in der Gruppe von Prof. Dr. A. Bechthold durchgefiihrt wurden, wird hier
lediglich das angewandte Verfahren im Uberblick beschrieben werden; fiir genauere Details
sei auch hier auf die entsprechende Literatur verwiesen [28, 42, 79, 80].

Zuerst wurde das zu deaktivierende Gen aus dem Gencluster isoliert und mittels PCR verviel-
faltigt. AnschlieBend wurde es in einen geeigneten Vektor (in diesem Fall ein Plasmid) einge-
fiigt (ligiert), wobei auch eine bestimmte Antibiotikaresistenz als so genannter Selektionsmar-
ker mit eingebaut wurde. Nun konnte das interessante Gen mittels einer Frameshift-Mutation
inaktiviert werden. Dazu wurde es an geeigneter Stelle mit einem speziellen Enzym (einer
Restriktionsendonuklease) gespalten, um dann mit einem als T4-Polymerase bezeichneten
Enzym vier zusitzliche Basen an der Schnittstelle einzufiigen. Da die Aminosiuresequenz
aber in 3er Codons codiert ist, wurden dadurch alle folgenden Codons falsch abgelesen und
somit war alles nach der Schnittstelle ,,unbrauchbar* fiir die Transkription; es wiirde nur ein
Nonsense-Protein gebildet werden. Somit war das ganze Gen ohne Funktion.

Dieser Vektor wurde nun in die Bakterien transformiert. Dazu wurden die Bakterien mit
Lysozym behandelt, um die Mureingeriiste ihrer Zellwénde abzubauen, wodurch nur noch die
Zytoplasmamembranen als Hiillen blieben. Diese als Protoplasten bezeichneten Zellen konn-
ten nun die DNA gut aufnehmen. Nach Entfernung des Lysozyms und einer Regenerations-
phase konnten die Bakterien ihre Zellwénde wieder aufbauen.

Nun folgte ein als homologe Rekombination bezeichneter Prozess, der bei einem geringen
Prozentsatz der Bakterien von selbst geschieht. Bei diesen wurden die in dem Vektor lokali-
sierten und inaktivierten Gene gegen die intakten Gene im Chromosom ausgetauscht. Da da-
bei auch der Selektionsmarker (die oben genannte Antibiotika-Resistenz) mit in das Chromo-
som eingebaut wurde, waren die Bakterien, die den Austausch vorgenommen haben, an-
schlieBend resistent gegen dieses spezielle Antibiotikum. Dadurch konnte man diese Mutan-
ten bei der folgenden Anzucht selektieren, da nur sie sich trotz des zugegebenen Antibioti-

kums vermehren konnten.
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Nun wurden die Mutanten fiir die Gavibamycin- | Avilamycin | HPLC Signalfliiche [%]
Produktion in grofBerem MaBstab (etwa 2 1) kultiviert. g ﬁig
AnschlieBend wurden die Kulturen filtriert, die produ- L. 1\(/}[ N izj

zierten Gavibamycine mit geeigneten Losungsmitteln I 166
extrahiert und dann im Vakuum bis zur Trockne einge- Kch }?Z

engt. Zusétzlich wurden einige der Proben nach erneu- PJI }(1)3

tem Losen noch iiber spezielle Sdulen (RP18-Harz) /f 85?

weiter aufgereinigt. Dennoch lagen die Proben nicht D, 0:11

rein vor, sondern meist als Gemisch verschiedener Tab. 4: Zusammensetzung der

. . .. L. . AviW-Probe laut HPLC.
Avilamycine. Als Beispiel sei hier die Analyse des

HPLC-Spektrums der AviW-Probe in Tab. 4 aufgefiihrt.

3.2 Herstellung, Konzentration und Zusammensetzung der NMR-Proben

Als Losungsmittel wurde fiir alle Proben DMSO-ds (Reinheit >99,95 %, H,O <0,01 %) der
Firma Deutero GmbH verwendet (entnommen jeweils aus 0,75 ml-Ampullen).

Da nur das unmarkierte Produkt des Wildtyps (AviW) in groBerer Menge vorlag, wurde nur
diese Probe in einem normalen 5 mm-NMR-Probenr6hrchen (Typ: 506-PP-7) der Firma
Wilmad vermessen. Fiir alle weiteren Proben wurden aufgrund der geringen Substanzmengen
5 mm-DMSO-Shigemiréhrchen (Typ: DMS 005) fiir die Messungen verwendet.

Fiir die Herstellung der AviW-NMR-Probe wurden ca. 40 mg festes AviW in etwa 0,65 ml
DMSO-ds gelost. (Dies entspricht einer Konzentration von ca. 45 mmol/l). Bei alle anderen
Proben wurden jeweils die gesamte uns zur Verfiigung stechende Menge an Substanz in
ca. 0,35 ml DMSO-d¢ gelost. Da die Feststoffe vorher nicht gewogen werden konnten (um
dabei auftretende Verluste zu vermeiden und mangels entsprechend empfindlicher Gerite),
konnte die Konzentration nur aus den Intensititen der Signale im HSQC-Spektrum abge-
schétzt werden. Hierbei ergab sich z.B. fiir die AviG5_Met-Probe eine relativ geringe Kon-

zentration von nur ca. 3 mmol/l.
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3.3 NMR-Experimente

Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine Vielzahl von NMR-Experimenten aufgenommen, da
eine genaue Auflistung all dieser Experimente mit den verwandten Parametern zu umfang-
reich und auch wenig informativ wire, wird hier nur ein Uberblick gegeben.
Fiir jede der in Kapitel 2.6 besprochenen Proben wurde ein Satz von Experimenten aufge-
nommen, der sich iiblicherweise wie folgt zusammensetzte:

- 'H-1D, "*C-1D, mit und ohne Entkopplung wihrend t,

- DEPT45, DEPT90, DEPT135 [116]

- COSY [110]

- TOCSY [117-119] (Mischzeit T =75 ms)

- NOESY?' [112] (Mischzeit T = 200 ms), mit und ohne Entkopplung wihrend t

- Eine Variante des *C-gefilterten NOESY (siche Kap. 3.3.1, Mischzeit T = 200 ms),

mit und ohne Entkopplung wéhrend t,

- HMQC [146]/ HSQC [111]

- HMBC [120]

- HMQC-COSY [121]

- HSQC-TOCSY [122]

- INEPT-1D [123], nur fiir die Fiitterungsexperimente
Allerdings wurden nicht immer alle Spektren aufgenommen. Die gemessenen spektralen Brei-
ten umfassten in der 'H-Dimension 0,7-6,3 ppm bzw. bei den Fiitterungsexperimenten
0,3-5,7 ppm. In der C-Dimension wurde der Bereich 0-110 ppm (sowie vereinzelt auch
0-160 ppm) vermessen. Damit wurden alle Protonensignale tiberspannt und die Kohlenstoff-
spins, die sich auBerhalb dieser Grenzen befanden, falteten z.B. in HSQC- und HMBC-
Experimenten zuriick in das Spektrum und konnten so zugeordnet werden.
Die Zahl der aufgenommenen Scans betrug bei den 2D-Experimenten meist 32, teilweise
wurden auch 16 oder 64 Scans aufgenommen. Bei den 1D-Experimenten wurden dagegen
normalerweise 1024 Scans akquiriert.
In der indirekten Dimension (F1) wurden meist 256 Punkte aufgenommen, in der direkten
(F2) dagegen waren es bei entkoppelten Experimenten 1024 und bei nicht-entkoppelten 4096
oder 8192 Punkte. In beiden Dimensionen wurde {iblicherweise zur Prozessierung die Zahl

der Punkte mittels Zero filling jeweils verdoppelt.

I Da die NOESY-Spektren bereits ein gutes Signal-zu-Rausch-Verhaltnis (S/N) zeigten, wurde auf die Aufnah-
me von ROESY-Spektren verzichtet.
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Das Relaxationsdelay (d1) betrug tiblicherweise 2,0 s. Allerdings ist erneut zu betonen, dass
es sich bei diesen Daten um Richtwerte handelt, da in einzelnen Fillen z.B. aus Zeitgriinden
eine andere Zahl von Scans aufgenommen bzw. die d1-Zeiten verdndert wurden. Die Tempe-
ratur betrug allerdings bei allen Messungen jeweils 295 K.

Fast alle Experimente wurden auf einem 750 MHz DMX-Spektrometer der Firma Bruker
BioSpin aufgenommen, nur fiir einige anfangliche Spektren wurde ein 600 MHz DMX-
Spektrometer des gleichen Herstellers genutzt. Beide Spektrometer sind Teil des Bayerischen

NMR-Zentrums in Garching.

3.3.1 Die verwendete Variante des " C-gefilterten NOESY

Zur Klarung einer speziellen, spiter erorterten Frage (siche Kap. 4.2.2.3) wurde eine Abwand-
lung des klassischen 13C—geﬁlterten NOESY [124] aufgenommen (siche Abb. 19). Das Puls-
programm und die Parameter sind in den Kapiteln 7.2 und 7.2.1 gezeigt, die Theorie hinter
der Sequenz wird im Folgenden besprochen.

Anfangs werden unter Verwendung von INEPT-Schritten nur *C-gebundene Wasserstoffe
angeregt, wihrend Magnetisierung auf '?C-gebundenen Wasserstoffkernen mittels Gradienten
zerstort wird. Anschlieend wird die Magnetisierung wihrend der Mischzeit T mittels NOE
auf rdumlich benachbarte 'H-Kerne iibertragen. Somit sind nur bei den Resonanzen der
13C-gebundenen Protonen NOE-Kontakte in der f,-Dimension zu sehen.

Im Detail wird mit dem ersten 90,-(H)-Puls Hy-Magnetisierung erzeugt.

H. - >H

AnschlieBend bildet der INEPT-artige Sequenzblock fiir *C-gebundene Protonen 2H,"C,-

Magnetisierung. Dabei ist T = (4-'Jc.) .

—180, (H,C)— o
H 7-180, (H,C)-7 2Hy13cz 90° (H) 2HZ13CZ

X

Die H,-Magnetisierung auf den '*C-gebundenen Protonen dagegen entwickelt sich nicht.

H 7-180,(H.C)~7 H 0L fy

X X X

Sie verbleibt somit bei Hy und wird von dem nun folgenden Gradienten zerstort. Der zweite

INEPT-artige Sequenzblock iiberfiihrt den Operator 2HZI3CZ wieder nach H,.

90°, (H -180, (H,C)~ °
2HZI3CZ v (H) 2Hx13cz T , ( -7 Hy 90° (H) HZ

Der nun folgende Gradient zerstdrt erneut inzwischen eventuell gebildete, unerwiinschte
transversale Magnetisierung. Somit verbleibt nur Magnetisierung auf '*C-gebundenen Proto-
nen, die nun mittels der folgenden NOESY-Sequenz auf rdumlich benachbarte Protonen {iber-

tragen und dann auf diesen detektiert wird. Auf eine Entkopplung wihrend der Detektion

44



wurde verzichtet, um zum einen in dieser Dimension eine grofere Zahl von Punkten aufneh-
men zu kénnen; zum anderen ist sie auch nur bedingt nétig, da zwar die Aufspaltung der Dia-
gonalen zu vermeiden gewesen wire, aber alle anderen Signale keine merkliche Aufspaltung
aufgrund von 'Jicm-Kopplung aufweisen. Denn durch das spezielle Markierungsschema der
hier verwendeten Probe (AviG5_ Met, siche Kapitel 2.6.2.2) sind insgesamt nur vier Kohlen-
stoffe *C-markiert und somit sind nahezu alle NOE-Kontakte zu Protonen, deren direkt ge-
bundene Kohlenstoffe nur eine natiirliche Haufigkeit an '>C aufweisen.”” Die einzige Aus-
nahme stellt der Kontakt zwischen Grupped und Gruppe4 dar und dieser ist im Spektrum
aufgrund des geringen Unterschieds der chemischen Verschiebung ohnehin von der Diagona-

len iiberlagert.

‘E'/v H, (“C)|»/H, (*C) —>‘ -
O 2H,°C, ] 2H,°C, |>| 2H,°C,>[2H,"C,|>[H,+ °C /- H,]
vl | ph4 oh5 ohé
Sl 1 I
Y Y
cc || -

T A N

Abb. 19: Schematische Darstellung der Pulssequenz der im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Variante des
1C-gefilterten NOESY. Dabei entspricht T = (4-1J(CWH))’I. In dieser und allen folgenden Abbildungen von
Pulssequenzen werden 90° (180°) von schmalen (breiten) Rechtecken repriasentiert. Nur von x abweichende
Phasen sind mit kleinen lateinischen Buchstaben oberhalb der Pulse bezeichnet.

Das zugehorige Pulsprogramm sowie die dafiir benétigten Parameter finden sich im Anhang in Kapitel 7.2.

* Somit zeigen fiir diese Kreuzsignale nur etwa 1,1 % des Signals eine Aufspaltung aufgrund von
1J(C,H)-Kopplungen und diese *C-Satelliten sind dementsprechend vernachlissigbar.
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3.3.2 Allgemeines Verfahren bei der Zuordnung

Zuerst wurden mittels der TOCSY-Spektren die Spinsysteme identifiziert und anschlieBend
die Reihenfolge der Spins innerhalb dieser Systeme durch Analyse der COSY-Spektren fest-
gelegt. Daraufhin konnten die Verbindungen der Spinsysteme untereinander durch HMBC-
und NOESY-Kontakte geklirt werden.

Dieses Verfahren soll anhand eines Beispiels verdeutlicht werden. Abb. 20 zeigt das TOCSY-
Spektrum von AviW. Man erkennt ein Spinsystem, dass aus sieben einzelnen Spins besteht.
Der Spin 1 stellt aufgrund seiner chemischen Verschiebung von 1,21 ppm wahrscheinlich eine
Methylgruppe dar. Mithilfe des COSY-Spektrums (Abb. 21) kann nun die Verkniipfung die-
ser sieben Spins untereinander geklart werden. Dabei erkennt man folgende Reihenfolge:

15(1)

R CHs
\O% :
—
— HO ©
(512 10(7)

D-Olivose

Die Spins 2 und 3 sind u.a. aufgrund des im COSY-Spektrum erkennbaren Verkniipfungsmus-
ters als Methylengruppe zu identifizieren. Anhand der Intensititen der Kreuzsignale bei die-
sem Experiment lassen sich die Methylenprotonen auch, sofern keine Uberlagerungen vorlie-
gen, beziiglich ihrer Konformation identifizieren, da zwischen den im COSY zur Korrelation
verwendeten °J ,m-Kopplungen und dem Dihedralwinkel ¢ dieser beiden Protonen eine Rela-
tion besteht, die durch die Karplus-Conroy-Kurve beschrieben wird [93]. Diese Beziehung
weist bei Dihedralwinkeln von etwa 0° bzw. 180° Maxima und bei einem Winkel von etwa
90° ein Minimum fiir die *J m,m-Kopplung auf.

So betrdgt z.B. Dihedralwinkel zwischen dem Spin 7 und dem axialen Methylenproton (ax)
etwa 180°, wahrend der Dihedralwinkel zum dquatorialen Methylenproton (dq) nur etwa 60°
betrdgt. Daher besitzt das Kreuzsignal der ersteren Korrelation eine grofere Intensitét als das
der letzteren und somit entspricht geméf Abb. 21 der Spin 2 dem axialen und der Spin 3 dem
dquatorialen Methylenproton. Dies wird auch durch die Analyse der Kreuzsignale des Spins 5

mit den Methylenprotonen bestétigt.
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Nun konnte schon aufgrund dieser Erkenntnisse dieses Spinsystem dem Ring B zugeordnet
werden. Denn da es aus sieben Spins besteht, hétte es nur noch das Spinsystem in Ring F sein
konnen. Letzteres enthélt aber keine Methylgruppe und die Methylengruppe wére in diesem
auch endstandig.

Um dies zu bestdtigen bzw. um die Verkniipfung zu den anderen Spinsystemen festzulegen,
wurden nun sowohl die HMBC- als auch die NOESY-Spektren untersucht. Dabei geht die
Untersuchung des HMBC-Spektrums mit einer Zuordnung der Kohlenstoffe mittels
HSQC-/HMQC-Spektrum einher. Abb. 22a und b zeigen einen Teil der wichtigen HMBC-
und NOE-Kontakte des Rings B zu seinen Nachbarn. Dadurch kann sowohl die Reihenfolge
der einzelnen Untereinheiten des Molekiils, als auch die Verkniipfungen zu isolierten ,,Seiten-
gruppen® wie z.B. dem Isopropylrest an C-49 (Ring G) und der Methylengruppe 61 (Ring H),

festgelegt werden.

OCHj,4 @) a) HMBC-Kontakte

B D-Olivose C D-Olivose

A Dichloroisoeverninsiure

Abb. 22: Wichtige a) HMBC- und b) NOE-Kontakte des Rings B mit seinen Nachbarn sowie den sich nicht
im Spinsystem befindenden Protonen in den Hydroxygruppen. Die Pfeile in a) kennzeichnen die Kontakte
von Kohlenstoff- zu Wasserstoffatomen (C -> H). Bei beiden Abbildungen wurde ein Teil der Wasserstof-
fe aus Griinden der Ubersichtlichkeit nicht dargestellt. Dennoch sind die NOE-Kontakte selbstverstéindlich
zwischen Protonen.
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3.4 Massenspektrometrie

Die Massenspektren wurden durch Elektrospray Ionisation (ESI) erhalten. Die Messungen der
HPLC-ESI-MS Massenspektren wurden mit einem Gerét der Firma Finnigan vom Typ LCQ
in Kombination mit dem HPLC-System Hewlett Packard HP 1100 (Séulenmaterial Nucleosil
100 5C,3) durchgefiihrt.
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4 Analyse der NMR Spektren

Im Folgenden wird die Analyse der NMR-Spektren der verschiedenen Proben sowie die dar-
aus resultierenden Konsequenzen besprochen. Dabei wird zuerst gezeigt, wie die AviW-
Spektren zugeordnet wurden und welche Besonderheiten dabei auftraten. AnschlieBend wer-
den die Erkenntnisse aus den weiteren Spektren erldutert. Diese Reihenfolge entspricht zwar
nicht dem chronologischen Ablauf der Untersuchung, wurde hier dennoch aus Griinden der

besseren Ubersicht gewihlt.

4.1 Vollstindige Zuordnung der AviW-Spektren und

Besonderheiten bei der Zuordnung

Um effektiv die Verdanderungen in den Produkten der Mutanten identifizieren zu konnen, war
eine vollstdndige Zuordnung des vom Wildtyp produzierten Avilamycins A unerldsslich. An-
schlieend sollte sich durch Vergleich der Spektren (insbesondere der HMQC-Spektren) ein-
fach feststellen lassen, welche Signale in den Spektren der Mutantenprodukte nicht mehr vor-
handen sind, um somit eindeutig zu kldren, welche Verdnderungen wihrend der Biosynthese
aufgetreten sind. Ebenso wichtig ist die vollstindige Zuordnung bei der Identifizierung der
markierten Kohlenstoffe in den Produkten der Fiitterungsexperimente. Daher wurde als erstes
eine Literatur-Recherche durchgefiihrt, um zu iiberpriifen, ob schon Zuordnungsdaten fiir das
Produkt des Wildtyps vorhanden sind. Dabei zeigte sich aber, dass bisher nur sehr unvollstéin-
dige Zuordnungen durchgefiihrt wurden (Tab. 5) [50, 51].

Es wurde ein erster Satz von Spektren aufgenommen (HMQC, HMBC, NOESY, COSY,
TOCSY und 1D-Spektren) und entsprechend dem in Kapitel 3.3.2 beschriebenen Verfahren
zugeordnet. Dabei zeigte sich aber schon recht friih, dass die Signale teilweise stark {iberla-
gern und eindeutige Zuordnungen daher nur bedingt moglich waren. Ferner gab es bedeutend
mehr als die erwartete Zahl an Signale, was auf nicht zu vernachldssigende Verunreinigungen
hindeutete.

Nach dem ersten Durchgang waren etwa 85 % der Wasserstoffe (bzw. ca. 92 % der sich nicht
in Hydroxygruppen befindlichen Wasserstoffe) sowie ca. 78 % der Kohlenstoffe zugeordnet.
Die Hauptliicken waren der gesamte Ring G (Positionen 44—48) sowie die Hélfte des Rings F
(Positionen 36-38). Letzterer zeigte zu viele Uberlagerungen innerhalb des Rings und erlaub-
te dadurch keine eindeutige Zuordnung. Daher gab es von dieser Seite keinen Ansatzpunkt,
um Atome des Rings G zu identifizieren, da keine Konnektivititen festgelegt werden konnten.

Auch auf der anderen Seite des Rings G gab es keine eindeutigen Kontakte zum nichsten
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Ring, da weder HMBC- noch eindeutige NOE-Kontakte iiber die Orthoesterbindungen gefun-

den werden konnten. Der vermutliche Grund fiir die fehlenden HMBC-Kreuzsignale wird in

Kap. 4.1.7 besprochen. NOE-Kontakte waren problematisch, da im ,,vorderen* Teil des

Rings H mit H-54 nur ein einziges Proton vorhanden war und dieses mit einigen zu diesem

Zeitpunkt noch nicht identifizierten Protonen iiberlagerte. Diese Protonen waren Teil eines

sich ebenfalls iiberlagernden und nicht zugeordneten Spinsystems nicht genau bestimmbarer

Grofe.
POSitiOIl 8Literatur 8 POSitiOl’l 6Literatur 6 POSitiOIl 8Literatur 8 POSitiOl’l 6Literatur 6
[ppm] | [ppm] [ppm] | [ppm] [ppm] | [ppm] [ppm] | [ppm]
HO-1 ? H-34 | 3,54 | 3,44 C-1 151,9 | 1513 | C-32 b 80,6
H-7 3,88 | 3,76 | H-35 @ 1,13 C-2 1132 | 1135 | C-33 b 69,6
H-8 2,36 | 2,27 | H-36 4,75 C-3 1504 | 1512 | C-34 | 62,0 | 60,7
H-10 462 | H-37 3,56 c4 | 1179 | 1183 | C-35 16,3 | 158
H-11, 1,53 | H-38 3,53 C-5 1329 | 1323 | C-36 | 96,1 | 95,2
H-11; 2,15 | HO-38 4,44 c6 | 1223 | 1222 | C-37 b 78,9
H-12 3,67 | H-39 3,43 C-7 623 | 61,6 | C-38 b 71,3
HO-12 525 | H-40 3,37 C-8 174 | 17,1 | C-39 b 77,4
H-13 459 | H-41 | 3,55 | 3,42 c9 |1663 | 1655 C-40 b 74,1
H-14 3,47 | H-42, 3,54 C-10 | 100,9 | 99,7 | Cc-41 | 61,7 | 60,6
H-15 “ 1,21 | H-42, 3,66 C-11 | 392 | 399 | C-42 70,2
H-171 2,54¢| H-43 | 330 | 3,23 C-12 b 673 | Cc-43 | 592 | 58,1
H-18 4,18 | H-44 5,09 C-13 b 78,7 | C-44 | 949 | 938
HO-18 450 | H-45 5,31 C-14 b 68,7 | C-45 b 68,4
H-19 3,26 | H-46 3,87 C-15 18,6 | 172 | C-46 b 77,6
H-20 3,75 | H-47 4,16 C-16 | 1202 | 171,1 | C-47 b 69,2
H-21 “ 1,10 | H-48, 3,84 C-17 | 40,1 | 39,0 | C-48 b 62,0
H-22 473 | H-48, 4,17 C-18 b 66,7 | C-49 | 1752 | 1745
H-23,, 1,60 | H-50 2,60 C-19 b 848 | C-50 | 339 | 33,0
H-23; 1,97 | H-51 1,08 C-20 b 656 | C-51 |19,1°] 18,0°¢
H-25 451 | H-52 1,10°¢ C-21 186 | 196 | C-52 19,7 186°¢
H-26 3,44 | H-54 3,78 ¢ C-22 | 101,7 | 1006 | C-53 | 118,9 | 1184
H-27 1,38 | 1,18 | H-55 3,86 ¢ C-23 | 43,9 | 456 | C-54 b 71,44
H-28 “ 1,07 | HO-56 ? C-24 b 69,1 C-55 b 79,2 ¢
H-29 4,14 | H-57 3,87 C-25 b 78,6 | C-56 b 81,6
H-30 3,29 | H-58 @ 0,96 C-26 b 68,4 | C-57 b 73,8
HO-30 534 | H60 | 231 | 2,24 Cc-27 | 174 | 209 | C-58 | 13,5 | 134
H-31 3,49 | H-61, 5,03 C-28 17,7 | 17,9 | C-59 | 206,2 | 210,3
H-32 3,32 | H-61, 5,04 C-29 | 1044 | 1031 | C-60 | 254 | 273
H-33 3,71 C-30 b 690 | C-61 | 96,9 | 957
C-31 b 81,8
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Tab. 5: Ubersicht iiber die chemischen Verschiebungen des Avilamycin A in der Literatur
[50, 517 und nach der ersten Zuordnung.
a: Signale werden im Bereich 1,00-1,40ppm erwartet.
b: Signale werden im Bereich 63,1-88,3ppm erwartet.
c: 51 und 52 sind nicht zu unterscheiden.
d: 54 und 55 waren anfangs nicht eindeutig zu unterscheiden (siche Kap. 4.1.8).
e: Fiir diese beiden Methylenprotonen war nur ein Signal zu finden (siehe auch Kap. 4.1.1).




Daher wurden HMQC-COSY- und HSQC-TOCSY -Spektren aufgenommen, welche eine bei-
nahe vollstindige Zuordnung erlaubten. Ring G konnte durch die neuen Spektren und die aus
der Variante des "*C-gefilterten NOESY-Experiments gewonnenen Informationen identifiziert
werden. Das Experiment wird in Kapitel 3.3.1 beschrieben, seine Anwendung in Kapi-
tel 4.2.2.3.1. Durch die neuen NOE-Kontakte wurden Spins identifiziert, die sich wahrschein-
lich im Ring G befanden, woraufhin dessen Uberlagerungen mit den neuen Experimenten
aufgeklart werden konnten. Auch die Zuordnung des Rings F konnte damit vervollstindigt
werden, was in Kap. 4.1.2 detaillierter beschrieben ist.

Die Konnektivititen und somit die Reihenfolge der einzelnen Ringe sowie die Verbindung zu
isolierten Seitenketten konnte durch die HMBC- (Abb. 23) und NOESY-Spektren (Abb. 24)

eindeutig geklart werden.

24 P3 oe® L-Lyxose 61 OH
B D-Olivose C D-Olivose E 4
4-O-Methyl-D-Fucose
A Dichloroisoeverninsdure D 2-] Desoxy -D-Evalose

34 ()CH3 Be 47 /O 53/—5\
m ke 3 ;3 " )"4]”3 B 45 56 OWB
7 1 o-—/ m 5 f) G NI

H Methyleurekanat

F 2,6-Di-O-Methyl-
D-Mannose

Abb. 23: Wichtige HMBC-Kontakte des Avilamycin A. Die Pfeile kennzeichnen
die Kontakte von Kohlenstoff- zu Wasserstoffatomen (C -> H).

2 e
8
cl CHaZO o7, CH; (:?;}S S
22 \26_q O~ & . COCH;
EZENT: 0 R
24 /=3 3
ho i C o 3 DRSS a4
D-Olivose CHs E H Methyleurekanat
cl 27 4-0-Methyl-D-Fucose F .
A . y < D 2,6-Di-O-Methyl-
Dichloroisoeverninsaure 2-Desoxy-D-Evalose D-Mannose

Abb. 24: Wichtige NOE-Kontakte des Avilamycin A. Ein Teil der Wasserstoffe
wurde aus Griinden der Ubersichtlichkeit nicht dargestellt, dennoch
handelt es sich um homonukleare NOE-Kontakte.
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Somit waren alle Kohlenstoffverschiebungen und abgesehen von den Hydroxygruppen fast
alle Protonenresonanzen zugeordnet (Tab. 5). Von den beiden verbleibenden Liicken in der
Zuordnung befand sich eine in Ring C, denn fiir die Methylenprotonen H-17,4 konnte nur
eine Resonanz (statt der erwarteten zwei) gefunden werden. Es wurde vermutet, dass die bei-
den Resonanzen zufillig so nahe beieinander liegen, dass sie im Spektrum nicht mehr aufge-
16st sind. Diese Unklarheit konnte aber im Laufe spiterer Untersuchungen noch eindeutig
geklart werden (Kap. 4.1.1). Die zweite Liicke in der Aufkldrung war die mangelnde Unter-
scheidung der beiden Protonen H-54 und H-55. Es gab zwar schon erste Hinweise auf deren
korrekte Zuordnung, aber diese waren nicht eindeutig. Da diese beiden Spins isoliert vom
Rest des Spinsystems in Ring H sind, konnte mittels COSY keine Reihenfolge ermittelt wer-
den. NOE-Kontakte zu nahen Protonen waren nur zu den {iberlappenden Methylenprotonen
von H61,4, vorhanden und somit ebenfalls nicht zur Identifikation geeignet. Die Kldrung die-
ser Unklarheit wird in den Kapiteln 4.1.8 und 4.3.1 genauer besprochen.

Beziiglich der Hydroxygruppen konnten vier der erwarteten sechs Gruppen identifiziert wer-
den (HO-12, HO-18, HO-30 und HO-38). HO-1 konnte mangels Protonen in der Umgebung
nicht im NOESY-Spektrum identifiziert werden und HMBC-Kontakte waren ebenfalls nicht
zu erkennen. HO-56 dagegen scheint mit einer der anderen Protonenfrequenzen in Ring H zu

iiberlagern und dadurch nicht zu identifizieren zu sein.

4.1.1 Konstitutionelle Anderung der Orthoesterbindung
zwischen Ring C und D

Bei der Untersuchung der Vergleichsproben fiir die Modifikationen im Ring H (AviW_Met
und AviG4_ Pyr, Kap. 4.3) wurde ein zweiter, sehr deutlicher, Signalsatz mit abweichenden
chemischen Verschiebungswerten fiir die Atome der Ringe B bis E bemerkt. Beim Vergleich
mit den Wildtyp-Spektren zeigte sich, dass er auch schon in der AviW-Probe vorhanden war,
wenn auch nur mit sehr geringer Intensitét. Dieser neue Signalsatz war aber in den AviW_Met
und AviG4 Pyr -Proben intensiver als der bisher zugeordnete und wies insbesondere fiir die
Ringe C und D deutliche und fiir die Ringe B und E immer noch merkliche Abweichungen
auf. Ferner zeigte er zwei Resonanzen fiir die beiden Methylenprotonen H-17,, wéihrend bei

der bisherigen Zuordnung nur ein Signal zu finden war.
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Es wurde vermutet, dass bei der Aufarbeitung oder Lagerung eine der beiden Bindungen der
Orthoestergruppe zwischen den Ringen C und D durch Hydrolyse gedffnet worden war, wie
in Abb. 25 gezeigt.” Da dies aber nicht das Ziel dieser Untersuchung war, wurde anfangs

nicht weiter darauf eingegangen.

28
19 CHs
(0]
HO 17 ~
18 16 73 23 > R'

0
C D-Olivose 2TCH,
D 2-Desoxy-D-Evalose

+H20/ ) \ilzo

ZCIH3 OH >3 . CHg 28
. 19 0 _0o
ODER: HO 7
18 16
o
Cp-Olivose %" 2icw, C p-Olivose TCH,8
D 2-Desoxy-D-Evalose D 2-Desoxy-D-Evalose

Abb. 25: Erste Vermutung zum Mechanismus der Offnung der Orthoesterbindung zwi-
schen den Ringen C und D. Dabei wird eine der beiden R-O-R-Briicken durch Anlage-
rung von H,O gespalten, so dass anschlieend zwei neu gebildete Hydroxygruppen im
Molekiil vorhanden sind.

Als allerdings bei der Untersuchung der Proben der Fiitterungsexperimente (AviW_Glu,
AviW_Pyr und AviW_Ace) in den NMR-Spektren fast ausschlieBlich der neue Signalsatz der
vermeintlich gedffneten Form vorhanden war, wurde diese Diskrepanz genauer untersucht.
Die Proben waren direkt nach der Herstellung und Aufarbeitung massenspektroskopisch
untersucht worden und dabei wurde fast nur die geschlossene Form mit einer molekularen
Masse von 1402 g'mol™ nachgewiesen [115]. Da dies aber den Daten aus den NMR-Spektren
widersprach, wurden mehrere Proben, die wie folgt hergestellt wurden, erneut NMR- und

massenspektroskopisch untersucht:

 Dadurch steigt die molare Masse der Verbindung um 18 g'mol™ an.
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- Probel: 0,1 mg des AviW-Feststoffs, aus dem anfangs die AviW-NMR-Probe her-
gestellt wurde und der seitdem (etwa drei Jahre) im Kiihlschrank (bei ca. +4 °C) ge-
lagert wurde, wurde in etwa 1 ml ACN gelost.

- Probe2: Aus dem AviW-Feststoff wurde eine frische, in DMSO-d¢ geloste, NMR-
Probe hergestellt und sofort im NMR-Spektrometer (HSQC) vermessen. Anschlie-
Bend wurde sie noch etwa sechs Tage bei Raumtemperatur gelagert. Dann wurden
etwa 5 pul entnommen und in 3 ml ACN gelost.

- Probe3: Aus der vor etwa drei Jahren hergestellten und seitdem im Kiihlschrank bei
etwa +4 °C gelagerten AviW-NMR-Probe wurden ebenfalls etwa 5 pl entnommen
und in 3 ml ACN geldst. Zuvor wurde von der Probe noch ein HSQC-Spektrum
aufgenommen.

- Probe4: Aus der AviW_Glu-NMR-Probe wurden nach Messen der NMR-Spektren
und ca. 25-tdgiger Lagerung der DMSO-ds geldsten Probe bei +4 °C ebenfalls etwa
5 ul entnommen und in 3 ml ACN geldst. Ferner wurde etwa zwei Wochen spiter,
nach insgesamt ca. 38-tdgiger Lagerung bei +4 °C, ein weiteres HSQC-Spektrum
aufgenommen.

Die Auswertung der Massenspektren ergab folgendes Ergebnis:

- Probel enthielt fast nur die geschlossene Form des Molekiils (geschitzte 95 %) mit
einer molaren Masse von 1402 g'mol™. Somit zeigte sich, dass der Feststoff auch
tiber Jahre hinweg bei +4 °C ohne merkliche Verluste gelagert werden kann.

- Probe2 zeigte ein (abgeschitztes) Verhiltnis von ca. 70 : 30 von geschlossener
(M = 1402 g'mol™") zu gedffneter Form (M = 1420 g'mol™). Es sind also schon nach
wenigen Tagen merkliche Verluste nachweisbar.

- In Probe3 war die geschlossene Form nicht mehr nachweisbar, da eine anscheinend
vollstdndige Reaktion zur offenen, hydrolysierten Form stattgefunden hatte.

- Fiir Probe4 zeigte sich ein dhnliches Ergebnis wie flir Probe2, also ebenfalls ein un-
gefdhres Verhiltnis von ca. 70 : 30 (geschlossen : gedftnet). Dies ist ein deutlicher
Unterschied zu der Messung, die direkt nach der Herstellung durchgefiihrt wurde,
denn wie oben erwéhnt wurde dabei fast nur die geschlossene Form nachgewiesen.
Da aber die Probe in der Zwischenzeit schon ca. zwei Tage bei +25 °C vermessen
und anschlieBend noch etwa 25 Tage bei +4 °C gelagert wurde, ist dieser Unter-

schied nicht uberraschend.
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Nun wurden die dazugehdrigen neu aufgenommenen HSQC-Spektren ausgewertet:

Schon die Untersuchung des Probe2-Spektrums zeigte, dass die bisherige Auswertung falsch
war. Denn im Gegensatz zu den Ergebnissen des Massenspektrums konnten bei dieser Probe
im Zuge der NMR-Untersuchung nur solche Resonanzen identifiziert werden, die Teil des
neuen Signalsatzes sind, der bisher der offenen Form zugeordnet wurde. Somit musste dieser
stattdessen der geschlossenen Form zugesprochen werden.

Dementsprechend muss die bisherige Zuordnung des Wildtyps aus Tab. 5 der offenen Form
des Avilamycins entsprechen. Daher wird folgende Nomenklaturerweiterung eingefiihrt: So-
fern nicht anders angegeben ist immer die geschlossene Form einer Verbindung gemeint. Fer-
ner werden die offenen Verbindungen von nun an mit einem angehéngten ,, O gekennzeich-
net, z.B. Gavibamycin N1 _O.

Diese neue Zuordnung (Tab. 6) zeigte aber auch, dass die erste, anfangs vermessene, AviW-
Probe zum Zeitpunkt der NMR-Messungen, auf denen der Grofiteil der Zuordnung beruhte,
schon fast vollstindig zur offenen, hydrolysierten Form umgesetzt worden war. Es muss aber
betont werden, dass alle bisherigen Erkenntnisse auch weiterhin korrekt sind, da beide Zuord-
nungen bekannt waren und sonstige Unterschiede, z.B. fehlende Methoxygruppen in
AviG4 Met etc. oder Strukturdnderungen aufgrund anderer Avilamycine, nicht in den Ringen
C und D lokalisiert waren. Weiterhin konnte mit dieser Erkenntnis schon ein Teil der Unrein-
heiten in der AviW-Probe erkldrt werden, denn ein Teil der Signale entsprach der noch nicht
zersetzten und somit noch geschlossenen Form.

Auch die HSQC-Spektren der anderen Proben unterstiitzten diese Erkenntnis. So zeigte die
schon mehrere Jahre in DMSO-ds geloste und bei +4 °C gelagerte Probe3 nur noch die inzwi-
schen als gedffnet erkannte Form des Avilamycins.

Besonders gut war dies aber bei Probe4 zu erkennen. Bei den ersten NMR-Messungen direkt
nach Lésen der Probe zeigte sich ein geschitzter Uberschuss von 95 : 5 fiir die geschlossene
Form. Das etwa 25 Tage spiter gemessene Massenspektrum zeigte nur noch einen Uberschuss
von ca. 70 : 30. Zwei Wochen spdter waren beide Formen des Avilamycins laut HSQC in et-

wa gleicher Menge vorhanden.
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.. Avilamycin A |Avilamycin A_O .. Avilamycin A |Avilamycin A_O
Position Position
3 [ppm] 3 [ppm] 3 [ppm] 3 [ppm]
H-10 4,72 4,62 C-10 99,6 99,7
H-11,, 1,55 1,53 C-11 39,6 39,9
H-11;, 2,18 2,15 C-12 67,1 67,3
H-12 3,70 3,67 C-13 78,3 78,7
HO-12 5,20 5,25 C-14 69,0 68,7
H-13 4,62 4,59 C-15 17,0 17,2
H-14 3,58 3,47 C-16 119,7 171,1
H-15 1,22 1,21 C-17 40,4 39,0
H-17, 1,58 2,54 ¢ C-18 67,3 66,7
H-17;, 2,19 ¢ C-19 85,9 84,8
H-18 3,60 4,18 C-20 69,5 65,6
HO-18 4,48 4,50 C-21 17,3 19,6
H-19 3,07 3,26 C-22 101,2 100,6
H-20 3,63 3,75 C-23 42,9 45,6
HO-20 ? C-24 78,0 69,1
H-21 1,15 1,10 C-25 84,1 78,6
H-22 498 4,73 C-26 67,2 68,4
H-23,, 1,65 1,60 C-27 19,3 20,9
H-23;, 2,25 1,97 C-28 18,4 17,9
HO-24 4,78 C-29 103,2 103,1
H-25 3,29 4,51 C-30 69,0 69,0
H-26 3,76 3,44 C-31 82,2 81,8
H-27 1,27 1,18 C-32 80,6 80,6
H-28 1,20 1,07 C-33 69,6 69,6
H-29 4,13 4,14 C-34 60,7 60,7
H-30 3,31 3,29 C-35 15,7 15,8
HO-30 5,34 5,34
H-31 3,51 3,49
H-32 3,33 3,32
H-33 3,71 3,71
H-34 3,44 3,44
H-35 1,13 1,13

Tab. 6: Chemische Verschiebungen (‘H und "C) fiir Avilamycin A und Avilamycin A_O.
Es sind nur die Verschiebungen der Ringe B bis E aufgelistet. Leider war die neu entstande-
ne Hydroxygruppe HO-20, vermutlich aufgrund von Uberlagerungen, nicht zu identifizieren.
a: Fiir die Methylenprotonen H-17,4 in Avilamycin A_O war nur eine Resonanz zu identifi-

zieren.

Da die neue Zuordnung fiir die geschlossene Form zwei eindeutige Signale fiir die beiden
Methylenprotonen H-17,y, zeigte, war nun auch diese Liicke der Zuordnung des Avilamycin
A geschlossen. Allerdings war immer noch unklar, warum bei der offenen Form nur ein Si-
gnal flir diese beiden Protonen zu identifizieren war. Ferner zeigte auch C-16 in der offenen
Form mit einer chemischen Verschiebung von 171,1 ppm einen vergleichsweise hohen Wert,
insbesondere im Vergleich zur geschlossenen Form mit 119,7 ppm. Da diese Verschiebung
denen von C-9 (165,5 ppm) und C-49 (174,5 ppm) dhnelt und es sich bei diesen beiden um
Kohlenstoffe in Carbonylgruppen handelt, wurde vermutet, dass es sich auch bei C-16 um

einen Kohlenstoff in einer Carbonylfunktion handelte. Daher wurden alternative Mechanis-
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men flir die Hydrolyse von Orthoesterbindungen gesucht und gefunden [125, 126]. Abb. 26
zeigt zwei der drei Méoglichkeiten (Varianten A und B) einer hydrolytischen Offnung einer
der Bindung der Orthoestergruppe zwischen den Ringen C und D in Avilamycin A.** Dieser
Mechanismus konnte u.a. auch schon fiir ein anderes Orthosomycin (Evernimicin) nachge-

wiesen werden [127].

CHs 28
19 CH,

o]
HO 17 ~
18 16 73 23 > R'

(e]
C D-Olivose 2ICH,
D 2-Desoxy-D-Evalose

/—Izo wzo
28 21

CH CH 28
19\ v\ CHs,
R 20 _OH B 20 _OH 25 % _0o
HO
HO ODER: HO o "
SR TR
2 By
(0] (0]
C D-Olivose C D-Olivose 2CH,

D 2-Desoxy-D-Evalose D 2-Desoxy-D-Evalose

A B

Abb. 26: Mechanismus der Offnung der Orthoesterbindung zwischen den Ringen C
und D unter Wasseranlagerung mit den beiden moglichen Endprodukten A und B.
Dabei wird auch der Ring C gedffnet und es entsteht neben zwei Hydroxyfunktion
eine Carbonylgruppe an C-16.

Wie man sieht, entsteht bei beiden Varianten eine Carbonylfunktion an C-16, wodurch sich
dessen hohe chemische Verschiebung erkldren ldsst. Ferner kann auch das Fehlen eines zwei-
ten Signals fiir die beiden Methylenprotonen H-17,, mit der erhdhten internen Flexibilitéit
durch die Ringdffnung begriindet werden.

Um nun zu unterscheiden, ob die OH-Gruppe im Ring D an C-24 (Variante A) oder C-25
(Variante B) hiingt, wurde zuerst die Anderung der chemischen Verschiebung (>C) beim
Ubergang von der geschlossenen zur offenen Form untersucht. Die gréfte Anderung erfihrt
C-24 (+8,9 ppm™), gefolgt von C-25 (5,5 ppm) und C-23 (+2,7 ppm). Bei der benachbarten
Methylgruppe C-27 ist diese Anderung mit 1,6 ppm auch noch merklich, wihrend sie bei den
verbleibenden Kohlenstoffen nur noch recht schwach ausfillt (C-22 [-0,6 ppm], C-26

[+0,8 ppm] und C-28 [-0,5 ppm]). Dies wiirde fiir Variante A sprechen.

* Bei der theoretischen dritten Moglichkeit wiirde das Molekiil in zwei Teile zerfallen, was hier aber durch Mas-
sen- und NMR-Spektroskopie ausgeschlossen werden konnte.

% Die chemische Verschiebung dieses Signals steigt beim Ubergang von der geschlossenen zur gedffneten Form
um 8,9 ppm an, daher +8,9 ppm. Dementsprechend bedeutet eine negative Zahl eine Erniedrigung der chemi-
schen Verschiebung bei diesem Ubergang.
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Als nichstes wurde das HMBC untersucht.”® Zuerst wurde die neue HO-Gruppe eindeutig
identifiziert und dann alle HMBC-Kontakte vom Hydroxyproton zu den Kohlenstoffen des
Rings D zugeordnet (Abb. 27 links). Dabei zeigte sich ein schwacher, aber dennoch eindeuti-
ger Kontakt zu C-22, stirkere Kontakte zu C-23, C-25 und C-27 sowie ein sehr starker zu
C-24. Das Kreuzsignal zu C-26 war leicht iiberlagert, so dass ein schwacher Kontakt nicht zu
erkennen gewesen wire, aber es konnte sicher festgestellt werden, dass kein starker Kontakt
vorhanden war. Zu C-28 war keine Korrelation nachzuweisen. Und auch wenn die Intensita-
ten von HMBC-Kontakten nicht quantitativ miteinander verglichen werden konnen, sprach
dieses Muster von Kontakten ebenfalls fiir die Variante A mit der Hydroxyfunktion an C-24.

Ein weiteres Indiz fiir diese Hypothese ergab die Untersuchung der NOE-Kontakte (Abb. 27
rechts).”” Das intensivste Kreuzsignal (als 100 % definiert) wurde zu H-23,, beobachtet, ge-
folgt von einem etwa 15 % schwiécheren zu H-27. Noch kleiner, wenn auch nur geringfiigig

(etwa 5 %), war die Intensitdt der Kontakte zu H-23,, und H-25. Minimal war der Kontakt zu

D 2-Desoxy-D-Evalose D 2-Desoxy-D-Evalose

ODER: ODER:

O
C D-Olivose

27

D 2-Desoxy-D-Evalose D 2-Desoxy-D-Evalose

Starker HMBC-Kontakt = NOFE-Kontakt

....... MiBiger HMBC-Kontakt (Strichstirke ~ Intensitét)
---------- Schwacher HMBC-Kontakt

Abb. 27: Zur Unterscheidung der bei der hydrolytischen Offnung der Orthoesterbindung entstehenden Pro-
dukte A und B wurden HMBC- (links) und NOE-Kontakte (rechts) zum Wasserstoff der neu gebildeten
Hydroxyfunktion in Ring D eingezeichnet, die sich entweder an Position 25 (A) oder 24 (B) befindet.

%% In diesem Fall das HMBC von AviW_Glu, da es eine besonders gute Qualitit aufwies.
*" Diese Untersuchung wurde aufgrund der guten Qualitit im NOESY-Spektrum der AviO2_ Met-Probe durchge-
fiihrt.
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H-28, denn dieses Signal wurde schon von den Ausldufern eines Kreuzsignals zum Ring C
iiberdeckt, das selbst nur eine geschétzt Intensitdt von ca. 25 % aufwies. Die Kreuzsignale zu
H-22 und H-26 waren von der Diagonalen bzw. von anderen intensiven Signalen iiberlagert
und damit nicht zu interpretieren.

Diese drei Indizien sprachen alle fiir Variante A und auch wenn jedes fiir sich genommen
nicht eindeutig war, kann man doch insgesamt davon ausgehen, dass diese Variante zutrifft.
AbschlieBend lésst sich sagen, dass Avilamycin A zwar als Feststoff bei +4 °C {iber Jahre
hinweg stabil ist, sich aber nach Losen in DMSO-ds innerhalb von wenigen Wochen durch
hydrolytische Spaltung quantitativ in die offene Form umsetzt, was auch durch Lagerung bei
+4 °C (Fppwmso = 18,5 °C) nicht zu vermeiden ist. Untersuchungen in der Gruppe von Prof.
Bechthold zeigten, dass diese Spaltung bei geringerem pH-Wert der Losung schneller voran-
schreitet und dass die Orthoesterbindung dann nicht nur teilweise, sondern durch eine zweite
Hydrolyse vollstindig gespalten wird. So konnte z.B. gezeigt werden, dass dies bei einem
pH-Wert von etwa 3 innerhalb von nur ca. 30 min geschieht [115]. Eine solche vollstdndige
Spaltung des Molekiils zwischen den Ringen C und D konnte aber bei den NMR-Proben bis-
her weder in den Massen- noch in den NMR-Spektren beobachtet werden, vermutlich da der
dafiir nétige pH-Wert bei den in DMSO-ds geldsten Proben nicht gegeben ist.

Eine Hydrolyse der zweiten Orthoestergruppe zwischen den Ringen G und H konnte bislang
ebenfalls weder in den NMR-Spektren noch bei Untersuchungen in der Arbeitsgruppe von
Prof. Bechthold nachgewiesen werden. Der Grund dafiir ist allerdings noch unklar, mogli-

cherweise gibt es eine sterische Hinderung, die diese Bindung schiitzt.
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4.1.2 Besonderheiten im Ring F

Obwohl es an mehreren Stellen der Zuordnung Probleme durch Uberlagerungen gab, erwies
sich die Zuordnung des Rings F als besonders anspruchsvoll. Denn von den zehn
'H-Resonanzen des Ringes befanden sich acht innerhalb von ca. 0,45 ppm (und davon wie-
derum sechs innerhalb von ca. 0,2 ppm). Daher waren aus den homonuklearen Korrelations-
experimenten (COSY und TOCSY) nur wenige Zuordnungsinformationen zu gewinnen.
Abb. 28 zeigt beispielsweise einen Ausschnitt aus dem COSY-Spektrum von AviW, in den
ein Teil des Spinsystems von Ring F eingetragen ist.

Um dennoch die Signale zuordnen zu konnen, wurden erst Spektren mit groerer Auflosung
aufgenommen, die aber nicht zum erhofften Ergebnis fiihrten. Daher wurden anschlieBend,
wie oben schon erwidhnt, heteronukleare Korrelationsexperimente (HMQC-COSY und
HSQC-TOCSY) implementiert, denn mit der Verwendung einer *C-Dimension konnten die
Spektren entlang dieser Achse entzerrt werden. Dadurch gab es bedeutend weniger Uberlage-
rungen und der Ring F konnte nun zugeordnet werden. Ferner erlaubten diese Spektren auch
eine Uberpriifung der bisherigen Zuordnung und insbesondere eine eindeutige Zuordnung der
PC-Resonanzen, die in HSQC und HMBC teilweise noch nicht sicher war. Abb. 29 zeigt
einen Ausschnitt des HMQC-COSY, in dem das Spinsystem des Rings F markiert wurde.

.36. N .35. .. 34

)‘P.\\N‘\\V

70 @W?"‘\ -70
° 3 V4
(Q://ﬁ—\\\ﬁj"
\\"‘”’%))) |
o 42b : 4 ’s
38 - . 3 Abb. 29: Ausschnitt aus dem
S HMQC-COSY-Spektrum ~ der  AviW-

Probe mit dem eingezeichneten Spin-
system von Ring F. Die HMQC-Signale
sind blau und die Kreuzsignale rot mar-
kiert. Die Kontakte sind durch griine
Linien miteinander verbunden.

Die Kontakte von 37 aus nach links und
unten fiihren zu den Kreuzsignalen mit
36.

Die Bezeichnungen weiterer Signale
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4.1.3 Avilamycin B

Bei der Zuordnung der AviW-Spektren fiel neben den Signalen des Rings G ein zweiter,

leicht verschobener Signalsatz auf. Dieser war z.B. recht gut im COSY-Spektrum zu erkennen

(siche Abb. 30).

Abb. 30: Ausschnitt aus dem
COSY-Spektrum der AviW-
Probe. Der zweite Signalsatz
des Avilamycin B ist gut

erkennbar (,,B:%).

®,-'H (ppm)

5.11

5.21

5.3

Diese Signale waren zwar weniger intensiv, zeigten aber dennoch sehr dhnliche Konnektivita-

ten. Aber durch die fehlenden NOE-Kontakte zu den Protonen der Isopropylgruppe an C-49

(d.h. die Protonen H-50 bis H-52) und dem statt dessen zu erkennenden Kontakt zu einer bis-

her nicht zugeordneten Methylgruppe konnten sie erfolgreich zugeordnet werden. Es handelt

sich ebenfalls um das Spinsystem G, allerdings im Avilamycin B (Abb. 31), das ja in nicht zu

vernachldssigender Menge in der AviW-Probe vorhanden ist (siche Tab. 4 und Kapitel 3.2).

Der einzige Unterschied ist die Substitution des Isopropylrests an C-49 durch eine Methyl-

gruppe, wodurch das molekulare Gewicht von 1402 g'mol™ auf 1374 g'mol” sinkt. Die ent-

Avilamycin A
52
CHj
H:(lJ 50
(0]

49

o (o]
47
O<|_4s SN,
O/R
44 a5
46

o)
R/ G L-Lyxose

Avilamycin B

o (o]
47
O~|_4s SN,
O/R
44 45
46

o)
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Abb. 31: Ausschnitte aus den Struktur-
formeln von Avilamycin A und B;
gezeigt ist nur Ring G. Der an C-49
gebundenen Isopropylrest ist in Avi-
lamycin B durch eine Methylgruppe
substituiert.
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sprechenden Verschiebungen sind im Anhang noch einmal zusammengefasst (Kap. 7.7). Da-
bei war iiberraschend, dass sich auch zahlreiche Resonanzen im Ring H im Vergleich zu Avi-
lamycin A verschoben haben. Eine Hypothese war, dass durch die strukturell sehr feste
Orthoesterbindung Teile des Rings H sehr nahe an den Ring G gezwungen werden. Daher
wurde die Struktur mithilfe des Programms Insight II (Accelrys Inc.) energieminimiert™ und
lie3 anschlieBend tatsdchlich ein derartiges Verhalten beobachten. Um dies aber eindeutig zu
beweisen, wire eine vollstindige Strukturrechnung erforderlich, von der bisher abgesehen

wurde (siehe auch Kap. 5).

4.1.4 Avilamycin C

Ein weiterer bei diesen Untersuchungen wichtiger Bestandteil des Avilamycin Antibiotika-
Komplexes war das Avilamycin C. Dies war zwar in den zu Anfang untersuchten, nicht mar-
kierten Produkten des Wildtyps kaum enthalten, trat aber bei fast allen spdteren Proben in
groBBeren Mengen auf. Insbesondere bei der AviW_Met-Probe war es in groer Menge vor-
handen (siehe Kap. 4.3). Dabei hdngt das Verhiltnis von produziertem Avilamycin A zu C
stark von den Bedingungen wéhrend der Aufzucht ab.

Es unterscheidet sich von Avilamycin A an nur einer Position, ndmlich der Acetatgruppe im
Ring H. Diese ist in Avilamycin C durch einen 1-Hydroxyethyl-Rest (-CH(OH)CHj3) ersetzt,
wodurch diese Verbindung eine um 2 gmol’ erhdhte molekulare Masse von
M = 1404 g'mol™ aufweist (Abb. 32). Die entsprechenden Verschiebungen finden sich eben-
falls im Anhang (Kap. 7.7).

Avilamycin A Avilamycin C

H Methyleurekanat H Methyleurekanat

Abb. 32: Ausschnitte aus den Strukturformeln von Avilamycin A und C;
gezeigt ist nur Ring H. Der an C-56 gebundenen Acetatrest ist in
Avilamycin C durch eine 1-Hydroxyethylgruppe substituiert.

** Die Struktur wurde nach dem Insight II-Standardprotokoll, wie es im Builder-Modul implementierte ist, opti-
miert.
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4.1.5 Weitere Avilamycine

Auch nach Zuordnung aller Avilamycin A-, B- und C-Spinsysteme sowie den offenen und
geschlossenen Formen dieser Verbindungen waren immer noch zahlreiche Signale in den
Spektren der Wildtyp-Probe vorhanden, wie man z.B. gut in dem Ausschnitt des AviW-
COSY-Spektrums in Abb. 33 sieht.

Zin

schwachen COSY-Kreuzsignalen, die
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Abb. 33: Ausschnitt aus dem COSY- 0
Spektrum der AviW-Probe. Man er- soor o INATNNA
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Manche dieser Signale waren recht schwach, konnten aber bei genauer Betrachtung mit der
verwendeten Software [128] dennoch vom Rauschen unterschieden werden. Sie waren aber in
der Abbildung teilweise nicht gut zu erkennen und wurden deswegen hervorgehoben.

Man erkennt unter anderem den COSY-Kontakt zwischen H-57 und H-58 sowie die entspre-
chenden Kontakte fiir Avilamycin B und C. Fiir Avilamycin C ist die leichte Verdnderung der
chemischen Verschiebung nicht iiberraschend, da sich der strukturelle Unterschied direkt in
Nachbarschaft zu den Positionen 57 und 58 befindet (Abb. 32). Bei Avilamycin B ist wahr-
scheinlich die in Kap. 4.1.3 erwéhnte relativ grofe rdumliche Néhe zwischen dem Isopropyl-
rest und den Atomen des Rings H der Grund fiir die entsprechende Abweichung.

Wie schon Abb. 11 und Tab. 1 in Kapitel 2.1 zeigten, gibt es aber noch weitere von den Bak-
terien produzierte Avilamycine, die in den Ringen G und H strukturelle Anderungen aufwei-

sen und daher zu einem Teil der zusdtzlichen Signale filhren kdnnen. Diese weiteren Avila-
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mycine sind geméf der HPLC-Analyse in der Probe vorhanden (Tab. 4) und scheinen somit
auch trotz der geringen Menge NMR-spektroskopisch nachweisbar zu sein. Dementsprechen-
des konnte auch fiir die Kreuzsignale von H-20 und H-21 (Ring C) bzw. von H-33 und H-35
(Ring E) gelten.

Damit gibt es eine Erklarung fiir den GroBteil der verbleibenden Signale, auch wenn sie noch

nicht zugeordnet sind.

4.1.6 Versuch, die Konfiguration der Orthoesterbindung zwischen den Rin-

gen C und D zu kliren

Bei keiner der bisher veroffentlichten Untersuchungen wurde angegeben, in welcher der bei-
den moglichen Konfigurationen die Orthoesterbindung zwischen den Ringen C und D vorliegt
bzw. ob es sich um ein Gemisch der beiden handelt. Daher wurde im Rahmen dieser Arbeit
versucht, die Konfiguration durch Auswertung der aus den NOE-Kontakten gewonnenen Ab-
standsinformationen zu bestimmen. Dazu wurden zuerst die Kreuzsignale aller Kontakte in-
nerhalb und zwischen den Ringen C und D im NOESY-Spektrum der frisch angesetzten
AviW_Glu-Probe integriert, sofern dies nicht durch zu starke Uberlagerung verhindert wurde.
Weiterhin wurden die Integrale der nicht {iberlagerten Kontakte zwischen Methylenprotonen,
wie z.B. H-11,x — H-11,, als Referenzen bestimmt. Nun wurde fiir beide Konfigurationen eine
energieminimierte Struktur ermittelt, aus denen wiederum die entsprechenden Distanzen ab-
gelesen werden konnten. AnschlieBend wurden diese mit den aus den NOESY-Integralen be-
rechneten Abstdnden verglichen.

Die Ubereinstimmung dieser Abstinde innerhalb der Ringe C bzw. D bewegte sich groBten-
teils im Rahmen von 70 pm bzw. 50 pm. Dahingegen zeigte der Vergleich der Abstinde zwi-
schen den Ringen nur bei wenigen Werten Ahnlichkeiten. Die meisten Abstiinde wichen um
mehr als 200 pm ab, wobei eine der beiden Konfigurationen geringfiigig bessere Werte zeigte.
Da dies aber keine begriindete Vermutung zulief3, miissten weitere Untersuchungen wie z.B.
eine volle Strukturrechnung durchgefiihrt werden, um eindeutige Ergebnisse zu erhalten. Da-
von wurde aber abgesehen, da es nicht zu den Zielsetzungen dieser Arbeit gehorte. Die Tatsa-
che, dass bisher nur ein Signalsatz gefunden wurde, ldsst allerdings vermuten, dass eine der
beiden Konfigurationen entweder rein oder zumindest im groBen Uberschuss vorliegt und

somit eine entsprechende Untersuchung zu einem eindeutigen Ergebnis fiihren diirfte.
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4.1.7 HMBC-Kontakte iiber die Orthoesterbindungen

Insbesondere bei der Untersuchung der in Kapitel 4.1.1 diskutierten Frage nach den offenen
und geschlossenen Formen der Avilamycine fiel auf, dass sich keine HMBC-Kontakte identi-
fizieren lassen, die iiber die Orthoesterbindungen hinwegreichen. Wie schon Abb. 23 zeigte,
waren zwischen allen anderen Zuckereinheiten jeweils zwei 3J(QH)-Kontakte zu erkennen und
auch bei der esterglykosidischen Verbindung zwischen den Ringen A und B war zumindest
ein HMBC-Kontakt messbar. 4J(C,H)-Korrelati0nen wurden bei keiner Zuckerverkniipfung ent-
deckt, allerdings sind diese bei iiber Sauerstoff verbundenen, nicht-konjugierten und nicht-
markierten Systemen auch meist zu schwach.

Die Konstitution des Avilamycins wiirde insgesamt drei 3 J«cm-Kontakte iiber die Orthoester-

bindungen erlauben:

1) C-16 — H-25
2) C-53 — H-47
3) C-53 — H-46

Bei keiner dieser Korrelationen war fiir die geschlossene Form ein Signal im HMBC-
Spektrum zu erkennen, obwohl keine Uberlagerungen vorlagen. Selbst bei einer Verbindung,
bei der die Kohlenstoffe markiert waren (AviW_Glu, Kap. 2.6.4.1 und 4.4.1) konnten auch
bei variierten Transferzeiten fiir die C,H-Weitbereichskopplung keine Signale charakterisiert
werden.”
Diese Beobachtung konnte folgenden Grund haben: Die Grofe der 3J(C,H)—Kopplung héngt
ebenso wie die der *J m,m)-Kopplung vom Dihedralwinkel ¢ ab und fiir beide Kopplungen gibt
es ein Minimum bei einem Winkel von etwa 90 © [109].>*
Daher wurde erneut die schon in Kap. 4.1.3 erwdhnte energieminimierte Struktur untersucht
und die entsprechenden Winkel ausgemessen:

1) C-16 — H-25: ca. 73 ° bzw. 78 ° (abhédngig von der Konfiguration der Orthoester-

bindung, Kap. 4.1.6)

2)C-53 -H-47:ca.79°

3)C-53 —H-46:ca. 84°
Daraus wiederum ergaben sich gemif3 der oben genannten Beziehung Kopplungen von etwa
0,90-0,47 Hz. Diese geringen Werte bieten eine plausible Erkldrung fiir das Fehlen von
3J(C,H)—Kontakten tiber die Orthoesterbindungen hinweg. Diese Hypothese wird auch durch

¥ Allerdings wire das Signal von 2), sofern vorhanden, im HMBC-Spektrum dieser Probe iiberlagert.

%% Bei den homonuklearen *J-Kopplungen wird diese Abhingigkeit durch die Karplus-Conroy-Kurve beschrie-
ben.

31 Die Gleichung mit den hier verwendeten Parametern lautet: 3J(C,H) =4,50-0,87 cos ¢ + 4,03 cos 2 ¢
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folgende Beobachtung gestiitzt: Fiir die gedffnete Orthoesterbindung konnte ein Kontakt von
C-16 nach H-25 gefunden werden. Wenn die Offnung wie in Kap. 4.1.1 vermutet zwischen
den Positionen 16 und 24 stattfindet, wire dies eine 3J(C,H)—Kopplung, die grof3 genug ist, um
detektiert zu werden und deren Dihedralwinkel somit im Gegensatz zur geschlossenen Form

nicht aufgrund der Struktur im Bereich geringer Kopplung liegt.

4.1.8 Unterscheidung der Signale von 54 und 55

Wie schon in Kap. 4.1 beschrieben gab es Schwierigkeiten, die Resonanzen der Positionen 54
und 55 eindeutig voneinander zu unterscheiden. Da die Protonen vom restlichen Spinsystem
des Rings H getrennt waren, konnte mithilfe der COSY-Spektren keine klare Aussage ge-
macht werden. Weiterhin waren nur NOE-Kontakte zu den Methylenprotonen H-61,,, erkenn-
bar und diese waren ebenfalls nicht zu unterscheiden. Ein NOE-Kontakt zu HO-56 wiirde eine
eindeutige Zuordnung ermdglichen, allerdings konnte diese Resonanz, wie schon erwéhnt,
noch nicht zugeordnet werden, da sie wahrscheinlich mit einer der Resonanzen des Rings H
iiberlagert.

Bei der Untersuchung der AviG4 Met-Probe sowie der weiteren Methyltransferase-
Deaktivierungsproben fiel aber auf, dass diese einen groBen Anteil an Avilamycin C enthalten
und in diesen Verbindungen war HO-56 eindeutig zu identifizieren. Weiterhin wiesen 54 und
55 nahezu identische Verschiebungen wie in Avilamycin A auf.** Daher schien es angemes-
sen, anzunehmen, dass diese beiden Resonanzen nicht miteinander vertauscht wurden.

Also wurde das NOESY-Spektrum untersucht und dabei konnte festgestellt werden, dass tat-
sachlich der NOE-Kontakt zu einer der beiden Resonanzen deutlich intensiver als zur anderen
war. Daher wurde erneut die mit Insight I energieminimierte Struktur untersucht und von
dieser ausgehend die Abstinde zwischen dem Hydroxyproton und den Wasserstoffen H-54
und H-55 in Abhingigkeit vom Torsionswinkel H — O — C-56 — C-57 gemessen. Dies ist in
Abb. 34 gezeigt. Man erkennt eindeutig, dass der Abstand von HO-56 zu H-54 immer kleiner
als der zu H-55 ist. Somit musste das groBere NOE-Kreuzsignal dem Kontakt von HO-56 zu
H-54 entsprechen, wodurch eine eindeutige Unterscheidung moglich war.

Weitere Bestitigungen fiir diese Zuordnung konnten in den Spektren der Proben fiir die Modi-
fikationen im Ring H gefunden werden. Dies soll aber erst in dem entsprechenden Kapitel

(4.3.1) besprochen werden, da es die vorherige Erlduterung dieser Spektren erfordert.

32 Avilamycin A: 3,78 / 71,4 ppm und 3,86 / 79,2 ppm; Avilamycin C: 3,75/ 72,2 ppm und 3,84 / 76,2 ppm.
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4.2 Spektren der Methyltransferase-Inaktivierungen

Die Aufgabenstellung dieses Teils war die Kldrung der Frage, welche der Gruppenl-4 je-

weils in den Proben AviG4 Met, AviG2 Met, AviG5 Met und AviG6 Met fehlt. Dazu muss-

ten als erstes die Gruppen in den AviW-Spektren identifiziert werden. AnschlieBend sollte

sich leicht zeigen lassen, welches Signal in den Spektren des jeweiligen Mutantenprodukts

fehlt.

Die Identifizierung dieser Gruppen erfolgte bereits im Rahmen der in Kapitel 4.1 beschrie-

benen Zuordnung, wird hier aber noch einmal detailliert beschrieben.

4.2.1 Identifizierung der Gruppen1-4 in den Spektren des Wildtyps

Obwohl bei der bereits erwdhnten Literaturrecherche kaum Zuordnungsdaten gefunden wer-
den konnten, enthielten die Artikel schon die relevanten chemischen Verschiebungen der
Gruppenl-4. Daher wurde anfangs versucht, die entsprechenden Signale im AviW-HMQC-
Spektrum nur mit diesen Informationen zu identifizieren (siche Abb. 35).

Man erkannte eine leichte systematische Abweichung aller Signale zu geringerer chemischer
Verschiebung, die wahrscheinlich auf Losungsmittel- und Temperatureffekte zuriickzufithren
war. Ferner war es offensichtlich, die beiden duferen Signale mit hoher Wahrscheinlichkeit
den Gruppen1 und 4 zuzuordnen. Dagegen iiberlagerten die beiden zentralen Signale sowohl
in der Literatur als auch in den gemessenen Spektren zu sehr, um sie eindeutig zuordnen zu

konnen.
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Abb. 35: Erste nur auf dem Vergleich der chemischen Verschiebung der Signale mit den Literatur-
werten basierende Zuordnung der Gruppen im HMQC-Spektrum der AviW-Probe. Man erkennt
eine systemische Abweichung aller Signale zu kleiner Verschiebungen hin, die wahrscheinlich auf
Losungsmittel- und Temperatureffekten basiert. Weiterhin ist die Zuordnung der Gruppen] und 4
unproblematisch, wihrend sie fiir die Gruppen2 und 3 aufgrund der Uberlagerung nicht moglich ist.
Die Hohenlevel dieser, wie auch einiger der folgenden, Darstellungen (Abb. 36, A41 und A42) wur-
den so gewiahlt, dass nur die interessanten Signale zu erkennen sind.

Da fiir die Atome in der Umgebung der beiden unbekannten Gruppen2 und 3 kaum Zuord-
nungen bekannt waren, war es nicht moglich, diese mittels anderer, weiter reichender Spek-
tren (z.B. HMBC oder NOESY)) zuzuordnen. Daher wurde wie in Kapitel 4.1 erldutert erst die
Zuordnung vervollstindigt und anschlieBend erneut versucht, die iiberlagernden Gruppen zu
identifizieren.

Mit den im ersten Durchgang der Zuordnung gewonnenen Daten war es zum einen moglich,
die Zuordnung der Gruppenl und 4 sowohl durch HMBC- (Abb. 23) als auch durch NOE-
Korrelationen (Abb. 24) zu erhdrteten. Zum anderen konnte auch das linke der beiden zentra-
len, tiberlagernden Signale der Gruppe?2 zugeordnet werden. Somit musste das letzte verblei-
bende Signal der Gruppe3 entsprechen.

Um diese begriindete Vermutung aber eindeutig zu bestitigen, wurden die weiteren, in Kapi-
tel 3.3 erwdhnten, Experimente (HMQC-COSY und HSQC-TOCSY) fiir die AviW-Probe
aufgenommen. Mithilfe dieser Informationen und der HMBC- und NOESY-Daten konnte
auch die Gruppe3 eindeutig zugeordnet werden (Abb. 36a).
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4.2.2 Identifizierung der fehlenden Gruppen in den
Spektren der Mutantenprodukte

Nachdem nun die Gruppen im Wildtyp eindeutig zugeordnet waren, wurden die Produkte
der Mutanten untersucht, bei denen vermeintliche Methyltransferasen inaktiviert worden wa-

ren.

4.2.2.1: AviG4_Met

Bei AviG4 Met konnte, wie schon in der Probenbeschreibung (Kap. 2.6.2.1) erldutert, bereits
auf anderem Wege nachgewiesen werden [82, 114], dass das inaktivierte Gen aviG4 fiir ein
Enzym codiert, das fiir den Einbau von Gruppel an den aromatischen Ring verantwortlich
ist. Dies war auch gut an den Ausschnitten aus den HMQC-Spektren von AviW und
AviG4 Met zu erkennen (Abb. 36a und b), denn offensichtlich fehlt in letzterem Spektrum
das Signal der Gruppel.

561 a) Aviw 561 b) AviG4_Met
Avilamycin A Grupped 3 Gavibamycin A1
— 58 Gruppel 58
£
Q.
£ |
O 60 60
s [J
62 / 62
Gruppe?2 Gruppe3 Gruppe?2 Gruppe3
64 64
3.8 3.6 34 3.2 3.8 3.6 34 3.2
(OI'IH (ppm) ml'lH (ppm)

Abb. 36: Ausschnitte aus den HMQC-Spektren der AviW- (a) und der AviG4 Met-Probe (b).
Die Rahmen um die Signale sind zum besseren Vergleich in diesen und den folgenden
Abbildungen (Abb. 37a, b und 40) exakt an den gleichen Positionen.
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4.2.2.2: AviG2_Met

Auch die Analyse des HMQC-Spektrums von AviG2 Met (Abb. 37a) fiel leicht. Aufgrund
der zusitzlich inaktivierten Methyltransferase und den aus den Massenspektren gewonnenen
Informationen erwartete man das Fehlen genau einer weiteren Gruppe. Dies lie sich gut
erkennen, da offensichtlich auler dem Signal von Gruppel noch das duBerste, rechte Signal

fehlte und somit Gruppe4 wihrend der Biosynthese nicht in das Molekiil eingebaut wurde.

561 a) AviG2_Met 561 b) AviG5_Met
Gavibamycin C1 Gavibamycin E1 ~ Gruppe4
58 58
e
o
NS
o 60 60
s
62 / 62
Gruppe?2 Grupped Grupped
64 64
3.8 3.6 34 3.2 3.8 3.6 34 3.2
,-H (ppm) ,-'H (ppm)

Abb. 37: Ausschnitte aus den HMQC-Spektren der AviG2_Met- (a) und der AviG5_Met-Probe (b).

4.2.2.3: AviG5_Met

Auch beim HMQC-Spektrum von AviG5 Met (Abb. 37b) fehlten wieder zwei Signale und
auch dies entsprach den Erwartungen. Allerdings war nur das Fehlen des Signals von
Gruppel eindeutig. Das zweite nicht vorhandene Signal konnte sowohl Gruppe?2 als auch
Grupped entsprechen. Dies war aufgrund des geringen Unterschieds zwischen den beiden
Resonanzfrequenzen nicht eindeutig zu bestimmen, obwohl die chemische Verschiebung des
Signals eher auf ein Fehlen der Gruppe?2 hindeutete. Aufgrund der geringen Konzentration
brachten leider auch die nahe liegenden Analysen des HMBC- und des NOESY-Spektrums
keine weiteren Informationen. Daher wurde als nichstes die Verdnderung der chemischen
Verschiebungen aller Kerne in den Ringen E und F beim Ubergang von Avilamycin A zu

Gavibamycin E1 untersucht. Die Ergebnisse zeigt Tab. 7.
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Ring | Position ] Avilamycin A | Gavibamycin E1| | Ring | Position | Avilamycin A ] Gavibamycin E1
E H-29 4,14 ppm 4,14 ppm E C-29 103,1 ppm 103,4 ppm
E H-30 3,30 ppm 3,39 ppm E C-30 69,0 ppm 68,9 ppm
E H-31 3,50 ppm 3,44 ppm * E C-31 81,6 ppm 81,1 ppm *
E H-32 3,33 ppm 3,55 ppm * E C-32 80,7 ppm *

E H-33 3,71 ppm 3,69 ppm * E C-33 69,6 ppm 70,2 ppm *
E H-35 1,13 ppm 1,10 ppm E C-35 15,8 ppm 15,9 ppm
F H-36 4,76 ppm 4,76 ppm F C-36 95,2 ppm 95,2 ppm
F H-37 3,56 ppm 3,56 ppm F C-37 78,9 ppm 78,9 ppm
F H-38 3,53 ppm 3,55 ppm F C-38 71,3 ppm 71,3 ppm
F H-39 3,44 ppm 3,43 ppm F C-39 77,5 ppm 77,5 ppm
F H-40 3,37 ppm 3,38 ppm F C-40 74,1 ppm 74,1 ppm
F H-42a 3,54 ppm 3,54 ppm

F | H-42b 3,67 ppm 3,67 ppm F 42 70.2 ppm 70.2 ppm

Tab. 7: Vergleich der chemischen Verschiebungen der 'H- und *C-Kerne in den Ringen E und F in Avila-
mycin A und Gavibamycin E1. Die mit * markierten Werte in Gavibamycin E1 sind aufgrund der geringen
Konzentration der Probe und dem daraus resultierenden geringen Signal-zu-Rausch-Verhiltnis (S/N) nicht
sicher zugeordnet. Allerdings lasst sich sicher sagen, dass bei den dem Avilamycin A entsprechenden Ver-
schiebungen keine Signale vorhanden sind.

Die Resonanzen der Atome im Ring F weisen nur geringe Verschiebungen auf. Im Ring E
sind dagegen nur die chemischen Verschiebungen von Position 29 nahezu unverdndert
geblieben, die von Position 30 zeigt insbesondere in der 'H-Dimension schon eine deutliche
Verdnderung. Leider konnten die verbleibenden verdnderten Verschiebungen fiir Ring E in
AviGS5 aufgrund des aus der niedrigen Konzentration resultierenden niedrigen Signal-zu-
Rausch-Verhiltnis (S/N) nicht vollstdndig zugeordnet werden. Aber es kann mit Sicherheit
festgestellt werden, dass die Signale verschoben sind, da an den erwarteten Resonanzen im
Spektrum eindeutig keine Signale mehr erkennbar waren. Es konnte in den entsprechenden
Korrelationsspektren auch eine mogliche teilweise Zuordnung gemacht werden, die in Tab. 7
aufgefiihrt ist. Allerdings kann sie aufgrund der starken Uberlagerungen nicht als sicher be-
trachtet werden. Die verdnderten Verschiebungen sind also ein weiterer Hinweis auf das Feh-
len des Signals von Gruppe?2.

Um dies aber eindeutig nachzuweisen, wurde eine Variante des *C-gefilterten NOESY auf-

genommen.
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4.2.2.3.1: Analyse des Spektrums der Variante des
BC-gefilterten NOESY-Experiments

Abb. 38 zeigt das gesamte Spektrum, das mit der verwendeten Pulssequenz (Kap. 3.3.1) auf-
genommen wurde. Man erkennt, dass bei insgesamt vier verschiedenen F1-Frequenzen Signa-
le auftreten (1,17 ppm, 3,23 ppm, 3,43 ppm und 4,99 ppm). Diese sind im Spektrum mit waa-
gerechten Linien gekennzeichnet. Dies entspricht den Erwartungen, da neben den zwei vor-
handenen Gruppen noch die Kohlenstoffe C-27 und C-61 markiert sind. Die hochfeldige
Resonanz (1,17 ppm) gehort zur Methylgruppe H-27.%° Die tieffeldige (4,99 ppm) Resonanz
entspricht dagegen den beiden Wasserstoffen der Methylengruppe H-61,1. Genau genommen
zeigt letztere mehrere Sdtze von Signalen. Die stirkeren stammen von den beiden Methy-
lenprotonen im Gavibamycin E3 und die schwécheren von den gleichen Protonen im Gavi-
bamycin E1. Allerdings ist der geringe Unterschied zwischen diesen bei dieser Darstellung
kaum erkennbar. Der Signalsatz bei 3,23 ppm entspricht der schon identifizierten Gruppe4.
Vom letzten verbleibenden Signalsatz bei 3,43 ppm wurde ein 1D-Schnitt ausgelesen, dieser
ist in Abb. 39 zu sehen. Die NOE-Kontakte zeigen fiir die Methoxygruppe fast ausschlieBlich
rdumliche Nihe zu Protonen der Ringe F und G. Die einzige Ausnahme stellt der Kontakt zu
H-29 (Ring E) da. Aufgrund dessen Nihe zu Ring F widerspricht dies aber nicht der Aussage,
dass es sich bei der im Molekiil vorhandenen Methoxygruppe um Grupped handelt und so-
mit in AviG5 neben Gruppel die Gruppe? fehlt.

3 Die Aufspaltung des Signalsatzes bei 8(F1) = 1,17 ppm (NOE-Kontakte von H-27 zu benachbarten Protonen)
in ein Triplett rithrt von der in diesem Bereich schon mangelhaften Unterdriickung der 1J(C,H)-Kopplung wihrend
t; her. Denn der zur Entkopplung verwendete 180°(C)-Puls wurde bei 70 ppm eingestrahlt, wodurch C-27 einen
Offset von ca. 50 ppm aufwies. Bei der verwendeten Pulsleistung entspricht dies laut Simulation nur noch etwa
62 %-iger Inversion. Zum Vergleich betrug der Offset von C-61 nur ca. 25 ppm (ca. 90 %-ige Inversion) und der
Gruppend und 4 weniger als 12,5 ppm (> 97 %-ige Inversion). Man hitte diese Aufspaltung z.B. durch Ver-
wendung eines Kompositpulses vermeiden bzw. reduzieren konnen, aber da dies fiir die Beantwortung der Pro-
blemstellung irrelevant war, wurde davon abgesehen, das Experiment zu wiederholen.
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Abb. 38: Spektrum, das mit der in Kapitel 3.3.1 beschriebenen Variante
des "*C-gefilterten NOESY aufgenommen wurde.

Abb. 39: 1D-Schnitt bei F1=
343 ppm aus dem in Abb. 38
dargestellten Spektrum, das mit
einer Variante des "*C-gefilterten
NOESY (vgl. Kap. 3.3.1) gemes-
sen wurde. Er zeigt deutlich die
NOE-Kontakte der unbekannten
Methoxygruppe.
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4.2.2.4: AviG6_Met
Wie das HSQC-Spektrum von AviG6 Met (Abb. 40) zeigt, ergeben sich auch hier die glei-
chen Schwierigkeiten wie fiir AviG5. Wihrend das Fehlen der Gruppel offensichtlich ist,

s6]  AviG6_Met
] Gvibamycin I1 Gruppe4
581
£
= 60: Abb. 40: Ausschnitt aus dem HSQC-Spektrum
o ] der AviG6_Met-Probe.
<) )
62 1
Gruppe?2
64 1
3.8 3.6 34 3.2
wl'lH (ppm)

kann man nur durch Betrachtung des HSQC-Spektrums keine eindeutige Aussage dariiber
machen, welche der beiden Gruppen?2 und 3 fehlt. Gliicklicherweise war die Konzentration
der AviG6_ Met-Probe deutlich hoher als die der AviG5 Met-Probe. Daher konnten im
HMBC-Spektrum eindeutige Kontakte von Gruppe?2 zu benachbarten Positionen bestimmt
werden. Somit fehlten den Molekiilen der AviG6 Met-Probe sowohl die Gruppel als auch
die Gruppes.

4.3 Spektren der Modifikationen im Ring H

Wie schon bei der Probenbeschreibung in Kapitel 2.6.3 erwdhnt, wurden zur Herstellung die-
ser Proben (AviO2 Met und AviBl Pyr) jeweils ein weiteres Gen im Avilamycin-
Biosynthesegencluster inaktiviert, um deren Rolle bei der Avilamycinproduktion zu kléren.
Da aber bei beiden Proben die Massenspektren nicht mit den Erwartungen {ibereinstimmten,
war es zu Beginn der Auswertung der Spektren unklar, wo die Verdnderung zu erwarten wa-
ren. Nach einer ersten Zuordnung zeigte sich recht schnell, dass fiir beide Proben Verdnde-
rungen in jeweils zwei Bereichen der Molekiile auftraten und zwar sowohl in den Ringen C
und D und somit auch noch schwach in den Ringen B und E detektierbar als auch im Ring H.
Uberraschend war, dass die Verinderungen in den Spektren beider Proben sehr #hnlich und
groBtenteils im Rahmen der Messgenauigkeit identisch waren. Es machte daher den Eindruck,
dass beide Gene fiir die gleiche Verdnderung zustéindig waren.

Die Untersuchung der Abweichungen im vorderen Teil des Molekiils (Ringe B bis E) fiihrte
zur Identifizierung der offenen und geschlossenen Form des Avilamycins (sieche Kap. 4.1.1)

und war somit kein Resultat der Geninaktivierung.
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Da in den Spektren der neuen Proben die Signale des Rings H bis auf das charakteristische
Signalpaar der Positionen 61, und 61, verschoben waren, wurde die Zuordnung an dieser Stel-
le begonnen. Durch eindeutige NOE-Kontakte konnten die beiden Protonen H-54 und H-55
identifiziert werden. Deren Resonanzen waren Teil eines bisher nicht zugeordneten
6-Protonen-Spinsystems, das in TOCSY und COSY unter Zuhilfenahme von HMQC-COSY
und HSQC-TOCSY eindeutig definiert werden konnte. Bei einem der Protonenspins handelte
es sich um eine OH-Gruppe, da u.a. im HSQC keine H,C-Korrelation festgestellt wurde. So-
mit konnte dieses Spinsystem als

H-54 — H-55 — H-56 (- HO-56) — H-57 — H-58

identifiziert werden. Die *C-Verschiebungen des Rings H wurden im Laufe dieser Untersu-
chung ebenfalls vollstindig zugeordnet. Die an C-56 lokalisierte Acetylgruppe wurde also in

den Gavibamycinen der M- und N-Reihe durch ein Wasserstoffatom ersetzt (Abb. 41 rechts).

Avilamycin A
bzw.
Gavibamycin Al

Gavibamycin N1
H Methyleurekanat bzw.
\ Gavibamycin M1
awipl O ‘
ayiQ2
Avilamycin C /
. bZW' ) H Methyleurekanat
Gavibamycin A3

Abb. 41: Links sind die Strukturformeln von Avilamy-
cin A und C bzw. von Gavibamycin Al und A3 darge-
stellt. Man erkennt, dass die den Unterschied definierende
Gruppe an C-56 bei Inaktivierung der Gene aviBI bzw.
aviO2 in beiden Fillen durch ein Proton ersetzt wird und
somit beide Strukturen zu den rechts dargestellten Struktu-
ren von Gavibamycin N1 und M1 zusammengefiihrt wer-
den.

H Methyleurekanat

Dementsprechend waren diese modifizierten Verbindungen um 42 g'mol” leichter als Avila-
mycin A bzw. Gavibamycin A1, was auch die beobachteten Massenspektren erklirte:
Gavibamycin N1: 1402 g'mol™ — 42 g'mol™ = 1360 g'mol™

Gavibamycin M1: 1402 g'mol™ — 14 grmol™ — 42 g'mol™ = 1346 g-mol™
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Abb. 42: Ausschnitte aus den HSQC-Spektren der AviW_Met- (a und b) sowie der AviO2 Met-
Probe (c und d). Dabei markieren die Kreise die Positionen der Signale der verschiedenen Avilamy-
cine und des Gavibamycins N1. Durchgezogene Kreise: Avilamycin A (,,A:*); gestrichelte Kreise:
Avilamycin C (,,C:*); gepunktete Kreise: Gavibamycin N1 (,,N1:*). Die Pfeile sollen die Anderung
der chemischen Verschiebung bei Inaktivierung des aviO2-Gens verdeutlichen.

Beim Vergleich dieser Ergebnisse mit den Spektren der Vergleichssubstanzen AviW_Met und
AviG4 Pyr zeigte sich, dass dieses Spinsystem des Rings H ohne Acetylgruppe auch schon in
diesen Referenzproben enthalten ist, allerdings nur mit einer Konzentration von jeweils etwa
15%. Dies fiihrte zu der Vermutung, dass die Einfiihrung dieser Acetylgruppe erst gegen Ende
der Biosynthese stattfindet und daher bei einem Teil der Molekiile in diesen Proben noch
nicht stattgefunden hat, d.h. dass die Biosynthese bei diesen Molekiilen noch nicht abge-
schlossen war [129]. Da aber die Produkte der Mutanten ITO2 und ITB1 nur die ,,deacetylier-
te” Form enthielten, war die Funktion der beiden Gene dennoch eindeutig geklért.

Weiterhin enthélt die Vergleichsprobe AviW_Met ein Gemisch von Avilamycin A und C
bzw. die Vergleichsprobe AviG4 Pyr ein Gemisch der entsprechenden Derivate (Gavibamy-

cin Al und A3). Dabei liegt das jeweils letztere in einem Uberschuss von etwa 3,8 : 1 bzw.
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3,3 : 1 vor.”* Der Unterschied zwischen Avilamycin A und C bzw. Gavibamycin Al und A3
ist ebenfalls im Ring H lokalisiert, wodurch man fiir die Atome dieses Rings jeweils zwei
Signalsitze sieht. Einen mit den schon bekannten Verschiebungen fiir Avilamycin A (bzw.
Gavibamycin A1) und einen weiteren mit leicht verschobenen Frequenzen und einem zusétz-
lichen Protonensignal. Letzterer entspricht Avilamycin C (bzw. Gavibamycin A3) und das
neue Signal ist ein zusitzlicher Wasserstoff an C-59 (siehe Abb. 41 links unten und
Kap. 4.1.4). Dabei ist zu beachten, dass der Unterschied zwischen den Avilamycinen und den
entsprechenden Gavibamycinen der A-Reihe in Ring A lokalisiert ist. Dies hat keinen Ein-

fluss auf die Verschiebungen im Ring H, die somit identisch sind.

a) AviG4_Pyr 4 c) AviB1 Pyr

40 39 38 37 36 | 35 3.9 3.8

1.10 1.05 1.00 0.95 1.10 1.05 1.00 0.95

12 N 12
~ 131 -3
g
o 141 L14
p—
é‘l) 15 15
S 16 16

17 m///r;\/& L17

1.10 1.05 1.00 0.95 1.10 1.05 1.00 0.95
1 1
©,- H (ppm) ©,- H (ppm)

Abb. 43: Ausschnitte aus den HSQC-Spektren der AviG4_Pyr- (a und b) sowie der AviB1 Pyr-Probe
(c und d). Dabei markieren die Kreise die Positionen der Signale der verschiedenen Gavibamycine.
Durchgezogene Kreise: Gavibamycin A1 (,,A1:%); gestrichelte Kreise: Gavibamycin A3 (,,A3:%);
gepunktete Kreise: Gavibamycin M1 (,M1:). Die Pfeile sollen die Anderung der chemischen Ver-
schiebung bei Inaktivierung des aviB/-Gens verdeutlichen.

** Diese Abschitzung beruht auf dem Intensititsvergleich der nicht iiberlagerten Signale der Positionen 54, 55,
57 und 58 des Rings H im HSQC-Spektrum.
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Da sich nun der durch die Inaktivierung der Gene aviO2 und aviB1 bewirkte Unterschied in
dem an C-56 gebundenen Rest befindet, kollabieren diese beiden Signalsitze in AviO2 Met
und AviB1 Pyr zu einem Satz fiir die entstehenden Gavibamycine M1 und N1 (Abb. 41
rechts).

Dies ist auch gut in den Spektren zu sehen. Abb. 42 a und b zeigen zwei Ausschnitte aus dem
HSQC-Spektrum von AviW_Met. Sie zeigen unter anderem die Signale der Positionen 54, 55,
57 und 58 des Avilamycin A und C sowie das Signal von Position 59 des Avilamycin C.*’
Man kann erkennen, dass die beiden Signalsétze kollabieren und dass Gavibamycin N1 auch
schon in geringer Menge in dieser Probe vorliegt. Die Abb. 42 ¢ und d zeigen die gleichen
Ausschnitte aus dem HSQC-Spektrum von AviO2 Met. Auch hier sind die Signale der deace-
tylierten Form (Gavibamycin N1) zu sehen, wihrend die Avilamycine A und C in diesem
Spektren nicht vorhanden sind.

Abb. 43 a bis d zeigen die gleichen Spektren fiir AviG4 Pyr und AviB1 Pyr und die gleichen
Ergebnisse, wobei hier die Signalsidtze von Gavibamycin Al und A3 zu dem von Gavibamy-

cin M1 kollabieren.

4.3.1 Weitere Untersuchung zur Unterscheidung der Signale von 54 und 55

Die Untersuchung der AviW_Met- und der AviO2 Met-Probe konnte die Ergebnisse aus
Kapitel 4.1.8 beziiglich der Zuordnung der Signale von Position 54 und 55 weiter erhérten. So
konnte die Annahme, dass jeweils die tieffeldigen bzw. hochfeldigen Signale identisch sind,
bestitigt werden. Denn die entsprechenden Signale (A:54 / C:54 sowie A:55/ C:55) liegen im
HSQC-Spektrum der AviW_Met- Probe (Abb. 42a) jeweils nahe beieinander und die Verén-
derung der Position im Spektrum beim Ubergang von Avilamycin A nach C ist fiir 55 groBer,
da auch die strukturelle Anderung in groBerer Nihe zu dieser Position erfolgt.

Weiterhin konnte, wie schon beschrieben, fiir das Gavibamycin N1 die Reihenfolge der Pro-
tonen im Ring H mittels COSY-Kontakten eindeutig bestimmt werden. Daher wurden auch
fiir diese Verbindung die NOE-Kontakte von HO-56 zu H-54 und H-55 wie in Kapitel 4.1.8
untersucht und auch hier konnte das gleiche Ergebnis gefunden werden. Nun musste diese
Zuordnung der Positionen 54 und 55 von Gavibamycin N1 auf die Avilamycine iibertragen
werden, wofiir die Verschiebung der Signalpositionen im HSQC-Spektrum die ndtigen Hin-
weise liefert (sieche wieder Abb. 42a). Denn wihrend sich die Signale von A:54 und C:54

beim Ubergang zu N1:54 nur minimal verschieben, zeigen die gleichen Anderungen fiir 55

* Die Ausschnitte des HSQC-Spektrums mit dem Signal von 60 wurde hier aus Platzgriinden weggelassen, zei-
gen aber das gleiche Ergebnis.

80



deutliche Abweichungen. Dies entspricht aber der Vermutung, denn wie schon erwihnt
erfolgt die strukturelle Anderung niiher an Position 55. Weiterhin ist bei dieser Zuordnung die
Anderung der chemischen Verschiebung in der *C-Dimension merklich geringer als in der
'"H-Dimension, was den experimentellen Erfahrungen entspricht.

Da auch alle weiteren Untersuchungen konform zur bisherigen Zuordnung der Positionen 54

und 55 waren, kann davon ausgegangen werden, dass sie korrekt ist.

4.4 Spektren der Fiitterungsexperimente

Wie schon in der Probenbeschreibung erldutert (Kap. 2.6.4), wurden die Wildtyp-Bakterien
bei der Herstellung von drei Proben (AviW_Glu, AviW_Ace und AviW_Pyr) mit verschiede-
nen “C-markierten Substanzen gefiittert, wodurch die Produkte an bestimmten Positionen im
Molekiil eine *C-Markierung aufweisen miissten. Diese Positionen sollten nun mittels NMR-
Spektroskopie ermittelt werden, um so zu bestimmen, welche Teile des Molekiils aus dem
jeweiligen Edukt aufgebaut wurden und somit weitere Informationen iiber den Biosynthese-
weg zu gewinnen.

Diese Fragestellung sollte aufgrund der durch die Vorarbeiten verfiigbaren Zuordnung mit
NMR-Spektroskopie gut ldsbar sein, allerdings zeigten sich bei der Auswertung doch deut-
liche Schwierigkeiten. Zum einen war dies die mangelnde Reinheit der Proben, da wie
beschrieben aufgrund der geringen produzierten Stoffmenge auf eine weitere Aufreinigung
verzichtet wurde. Dadurch betrug das Verhéltnis der hauptsédchlich in der AviW_Glu-Probe
vorhandenen Avilamycine A : B : C etwa 40 : 10 : 50.°° In der AviW_Ace-Probe lag es bei
etwa 50 : 5 : 45 und in der AviW_Pyr-Probe bei etwa 75 : 5 : 20. Das Verhiltnis der geschlos-
senen zu den offenen Formen betrug in allen drei Proben etwa 90 : 10. Dementsprechend wa-
ren in allen Proben insbesondere fiir die Ringe G und H mehrere Signalsétze und somit insge-
samt mehr Uberlagerungen vorhanden.”’

Ein weiteres Problem war der geringe Markierungsgrad der Proben. Wie schon besprochen,
wurde fiir die AviW_Glu-Probe erwartet, dass bei vollstindigem Einbau der '*C-Edukte ein
Markierungsgrad von etwa 10 % erreicht wird, wihrend fiir die beiden anderen Fiitterungs-
proben keine Angaben gemacht werden konnten. In den NMR-Spektren konnte bei der
AviW_Glu- und der AviW_Pyr-Probe eine etwa 5-10 %-ige Markierung nachgewiesen wer-
den, fiir die AviW_Ace Probe lag sie bei etwa 10-15 %.

%% GemiB Abschitzungen aus dem Massen- und HMQC-Spektrum.

37 In diesem Zusammenhang sei erwihnt, dass daraufhin angeregt wurde, fiir die zukiinftigen Proben eine erhoh-
te Reinheit einer erhohten Konzentration vorzuziehen. Dies wurde inzwischen auch bei zwei weiteren, nicht im
Rahmen dieser Arbeit besprochenen, Fiitterungsexperimenten erfolgreich durchgefiihrt.
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Weiterhin traten die folgenden, methodenbedingten Probleme bei der Ermittlung und Interpre-
tation der Signalintensitdten auf. Aufgrund der unterschiedlichen und teilweise recht groflen
longitudinalen Relaxationszeiten (T1) der BC-Kerne kann es bei einem Teil der Kohlenstoffe
passieren, dass sie nach einem Einzelexperiment noch nicht wieder in den Gleichgewichtszu-
stand zurtickgekehrt sind, bevor das nichste Einzelexperiment erfolgt, wodurch dann in die-
sem ein geringeres Signal detektiert wird. Um dies zu vermeiden bzw. um zu bestimmen, ob
dieser Effekt fiir den jeweiligen Kern eintritt, wurden die Experimente mit unterschiedlichen,
teilweise langen, Relaxationsdelays aufgenommen. Dabei waren zumindest keine drastischen
Schwankungen erkennbar. Dieses Problem tritt zwar bei Polarisationstransferexperimenten,
wie z.B. INEPT oder HSQC, nicht auf, allerdings konnen diese nicht fiir alle Positionen an-
gewendet werden, da nicht alle Kohlenstoffe an Protonen gebunden sind. Weiterhin sind auch
bei diesen Experimenten die resultierenden Signale aufgrund der unterschiedlichen Transfer-
effizienz durch die verschiedenen 'J «,i-Kopplungen nicht quantitativ miteinander vergleich-
bar.

Weiterhin zeigten die Signale unterschiedliche Linienbreiten, so dass die Signalhdhe nicht
verglichen werden konnte, sondern oftmals die Integration eines Grofteils der Signale eines
Spektrums erforderlich war. Dies war wiederum durch die Uberlagerungen nicht trivial.

Daher wurden jeweils verschiedene Spektren untersucht und aus der Gesamtheit dieser Infor-
mationen die benotigten Ergebnisse abgeleitet. Insbesondere die entkoppelten und nicht ent-
koppelten *C-1D-Spektren erwiesen sich als ergiebig, aber auch die Untersuchungen mit
INEPT-1D-Experimenten brachten wichtige Informationen. Ein Teil der Markierungen wurde
auch mithilfe anderer Spektren (darunter auch 2D-Experimente) identifiziert; ein Beispiel
wiren die COSY-Spektren, in denen vereinzelt neben Kreuzsignalen schwache '*C-Satelliten
dieser Signale detektiert werden konnten. Weiterhin wurden die Spektren mit denen der un-
markierten AviW-Probe verglichen, um dadurch intensivere Signale zu identifizieren.
Dennoch war aufgrund der oben beschriebenen Probleme keine quantitative Analyse der
Markierungen moglich. Es konnte zwar groBtenteils geklart werden, ob eine Position markiert
ist oder nicht, aber die Frage nach dem Markierungsgrad wiirde besser aufgereinigte und stér-

ker markierte Proben erfordern.
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4.4.1 Produkt des mit 1-°C-D-Glukose gefiitterten Wildtyps (AviW_Glu)

In dieser Probe konnten sieben intensivere *C-Signale identifiziert werden (siche Abb. 44).
Es handelt sich dabei um C-10, C-16, C-22, C-29, C-36, C-44 und C-53, also alle anomeren
Kohlenstoffe der Zuckereinheiten.

Dabei war insbesondere die Identifikation der Position 53 schwierig, da das Signal dieses
Kohlenstoffkerns in den in der Probe vorhandenen Avilamycinen A, B und C jeweils leicht
unterschiedliche chemische Verschiebung aufwies. Dadurch war es im entkoppelten Spektrum
nicht ein einzelnes, intensiveres Signal, sondern eine Gruppe von drei unterschiedlich starken
Signalen. Deren Gesamtintegral war aufgrund von leichten Uberlagerungen nicht problemlos
zu messen und zusétzlich nur geringfligig intensiver als der Durchschnitt der Signale der an-
deren nicht markierten Kohlenstoffe.

Weiterhin hitten noch *C-Markierungen im Ring A und der Acetylgruppe im Ring H detek-
tiert werden sollen, was aber nicht der Fall war, da der Markierungsgrad an diesen Stellen zu

gering war. Der Grund dafiir wird in der Diskussion in Kapitel 5.2.4 genauer beleuchtet.

15 ) 47
3 St oJas 5758
3 H
o 14_o CH! CHsff S 73 L o738 s
HO. O o 330 3 [J 4 m SO 59
12 O
w 18 i 37 30 L 2O ° G L-Lyxose 61 ° o

B D-Olivose C D-Olivose E 40-Methyl.D-Fucose H Methyleurekanat

A Dichloroisoeverninsdure D 2-] Desoxy -D-Evalose

F 2,6-Di-O-Methyl-
D-Mannose

Abb. 44: Strukturformel von Avilamycin A. Die gekennzeichneten Stellen zeigen die gefundenen
C-Markierungen in der im Rahmen der Fiitterungsexperimente hergestellten AviW_Glu-Probe.
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4.4.2 Produkt des mit 1-°C-Na-Acetat gefiitterten Wildtyps (AviW_Ace)

In dieser Probe wurden drei Kohlenstoffe identifiziert, bei denen sicher eine '*C-Markierung
stattgefunden hat, namlich C-3, C-5 und C-9 (sieche Abb. 45). Das Signal des Kohlenstoffs
C-1, der dem Markierungsmuster geméll wahrscheinlich auch markiert ist, iiberlagerte mit
dem von C-3. Fiir letzteren konnte aber ein sicherer HMBC-Kontakt zu H-7 gefunden werden,
wiahrend C-1 keine eindeutigen Kontakte zu anderen Positionen zeigte. Das Gesamtintegral
der beiden iiberlagerten Signale von C-1 und C-3 war zwar etwas gréB3er als z.B. das von C-5,
aber dies kann auch wie schon besprochen andere Ursachen haben. Es ist also nur ein Indiz
aber kein Beweis fiir eine '*C-Markierung an Position C-1.

52
CH,

51
HC 50
34 O
CH3 och, OCH3 o\ 48 41 57 58
CH3 cH3S m e 60
11 -0
12 17 0 o
B 18 74 2) 2 37 30\ 29 G L-Lyxose
D-Olivose C D-Olivose H Methyleurekanat

E 4-0-Methyl-D-Fucose

A Dichloroisoeverninsdure D 2- Desoxy _D-Evalose 2,6-Di-O-Methyl-

D-Mannose

Abb. 45: Strukturformel von Avilamycin A. Die gekennzeichneten Stellen zeigen die gefundenen
BC-Markierungen in der im Rahmen der Fiitterungsexperimente hergestellten AviW_Ace-Probe.
Der gestrichelte Kreis kennzeichnet eine wahrscheinlich *C-markierte Position.

4.4.3 Produkt des mit 2-"°C-Na-Pyruvat gefiitterten Wildtyps (AviW_Pyr)

Auch hier wurden die gleichen Ergebnisse wie bei der AviW_Ace-Probe gefunden. Den
Erwartungen gemil3 konnte aber zusidtzlich noch C-59 als markiert identifiziert werden

(siche Abb. 46).
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Abb. 46: Strukturformel von Avilamycin A. Die gekennzeichneten Stellen zeigen die gefundene
BC-Markierung in der im Rahmen der Fiitterungsexperimente hergestellten AviW_Pyr-Probe.
Der gestrichelte Kreis kennzeichnet eine wahrscheinlich *C-markierte Position.
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5 Zusammenfassung, Diskussion und Ausblick

5.1 Zusammenfassung der Ergebnisse

Nach einer Zusammenfassung der Ergebnisse der im letzten Kapitel beschriebenen Auswer-

tung werden die dabei gewonnenen Erkenntnisse (Kap. 5.2) diskutiert.

5.1.1 Der Wildtyp: AviW

Die bisher in der Literatur veroffentlichte NMR-spektroskopische Zuordnung des Avilamy-
cin A war nur sehr unvollstindig. Lediglich sieben der 59 'H-Signale waren eindeutig zuge-
ordnet und bei sieben weiteren wurde fiir die Resonanzfrequenz der Bereich 1,00-1,40 ppm
angegeben. Von den 61 *C-Resonanzen waren bisher nur 35 eindeutig und die restlichen 26
als im Bereich 63,1-88,3 ppm befindlich veroffentlicht.

Fiir die in dieser Arbeit behandelten Fragestellungen war allerdings eine vollstdndige Zuord-
nung unumginglich. Es war moglich die Kohlenstoffsignale vollstindig zu identifizieren, bei
den 'H-Resonanzen sind 57 der 59 Positionen zugeordnet. Die beiden fehlenden Resonanzen
sind zum einen HO-56, die wahrscheinlich mit einer anderen 'H-Resonanz des Rings H iiber-
lagert, und zum anderen HO-1. Diese Gruppe ist in der Struktur von Avilamycin A verhélt-
nismdBig isoliert von anderen Protonen, wodurch bisher keine NOE-Kontakte zu diesem
Hydroxyproton gefunden werden konnten. HMBC-Kontakte waren ebenfalls nicht zu identifi-
zieren, so dass fiir dieses Proton keine Zuordnung moglich war.

Weiterhin konnte nachgewiesen werden, dass sich eine Bindung der Orthoestergruppe zwi-
schen den Ringen C und D nach Ldsen in DMSO-ds innerhalb weniger Wochen beinahe voll-
stindig offnet, wobei ein mdglicher Mechanismus ermittelt werden konnte, bei dem eine der
beiden Esterbindungen hydrolysiert wird. Fiir die dabei entstehende, offene Form konnte
ebenfalls eine nahezu komplette Zuordnung ermittelt werden. Abgesehen von den auch hier
fehlenden Identifikationen von HO-1 und HO-56, konnte eine der neu entstandenen Hydro-
xygruppen (HO-24) nicht in den Spektren identifiziert werden, vermutlich da sie ebenfalls mit
einer anderen Protonenresonanz innerhalb des Rings iiberlagert. Weiterhin konnte den beiden
Methylenprotonen H-17,4 nur eine Resonanz zugeordnet werden, was aufgrund der erhéhten
Flexibilitdt bei gedffneter Orthoesterbindung plausibel erscheint. Die Zuordnung der Kohlen-
stoffsignale ist vollstindig.

Weiterhin konnten auch die Avilamycine B und C, die teilweise in vergleichbaren Mengen in
den Proben vorhanden waren, im Spektrum identifiziert und nahezu vollstindig zugeordnet

werden.
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5.1.2 Methyltransferase-Inaktivierungen

Fiir die AviG4 Met-Probe®® konnte das erwartete und schon auf anderem Wege bestimmte
Ergebnis der fehlenden Gruppel bestitigt werden. Bei den Produkten der drei weiteren
Methyltransferase-Inaktivierungsmutanten konnte ebenfalls jeweils die Gruppel als fehlend
erkannt werden. Weiterhin wurde nachgewiesen, dass jeweils eine weitere Methoxygruppe
ersetzt worden war; dies war bei der AviG2 Met-Probe die Grupped, bei der AviG5 Met-
Probe die Gruppe?2 und bei der AviG6_Met-Probe die Grupped. Wihrend diese Ergebnisse
bei der AviG2 Met- und der AviG6 Met-Probe wegen der nun verfligbaren Zuordnung ver-
gleichsweise schnell ermittelt werden konnten, waren bei der AviG5_Met-Probe aufgrund der

starken Signaliiberlagerungen zusitzliche Messungen erforderlich.

5.1.3 Modifikationen im Ring H

Die fiir die AviO2_ Met- und die AviB1 Pyr-Probe aus den Sequenzen der inaktivierten Gene
mittels Homologievergleich ermittelten Funktionen sowie die daraus abgeleiteten Vermutun-
gen beziiglich der Strukturverdnderungen in den Produkten konnte schon durch Analyse der
Massenspektren als falsch identifiziert werden. Allerdings liel sich aus diesen Spektren kein
weiteres eindeutiges Ergebnis ableiten. Somit waren zu Beginn der NMR-Untersuchung na-
hezu keine Informationen beziiglich der Verédnderungen im Molekiil vorhanden. Diese konnte
aber aufgrund der inzwischen vorhandenen Zuordnung bestimmt werden.

Fiir die AviO2 Met-Probe war eine Offnung der Methylenbriicke im Ring H vermutet wor-
den, dies konnte aber durch die Auswertung der NMR-Spektren eindeutig ausgeschlossen
werden. Es konnte allerdings gezeigt werden, dass an C-56 keine Acetylgruppe, sondern ein
Wasserstoff gebunden ist.

An der gleichen Position (C-56) wurde bei der AviB1 Pyr-Probe eine Carbonylfunktion er-
wartet, die dadurch sowohl die Hydroxy- als auch die Acetylgruppe ersetzt haben miisste.
Ferner sollte auch hier die Gruppe1 fehlen, da bei der Herstellung der ITO2-Mutante von der
GW4-Mutante ausgegangen wurde. Wihrend letzteres auch in den NMR-Spektren nachge-
wiesen werden konnte, wurde statt der Carbonylfunktion eine zur AviO2 Met-Probe identi-
sche Struktur im Ring H nachgewiesen, also die Substitution der Acetylgruppe durch ein

Wasserstoffatom.

** Beziiglich der Probennomenklatur, siehe Beschreibung der Proben in Kapitel 2.6.
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Weiterhin konnte zum einen gezeigt werden, dass diese deacetylierten Formen schon zu
einem geringen Prozentsatz von etwa 15 % in den Vergleichsproben enthalten sind. Zum an-

deren konnte fiir diese Gavibamycine ebenfalls eine vollstindige Zuordnung ermittelt werden.

5.1.4 PC-Fiitterungsexperimente

In der AviW_Glu-Probe konnten in allen Zuckereinheiten '*C-Markierungen nachgewiesen
werden und zwar jeweils an den anomeren Zentren (Positionen 10, 16, 22, 29, 36, 44 und 53).
Mbgliche *C-Markierungen im Ring A und in der Acetylgruppe an C-56 konnte aufgrund des
geringen Markierungsgrads nicht belegt werden.

Das Produkt des bei der Aufzucht mit 1-°C-Na-Acetat gefiitterten Wildtyps (AviW_Ace)
zeigte eindeutige *C-Markierungen an den Kohlenstoffen C-3, C-5 und C-9, was auch mit
den Erwartungen iibereinstimmte, dass das 1-'°C-Na-Acetat in den Ring A eingebaut wird.
Allerdings kann eine vermutliche Markierung an C-1 aufgrund von Signaliiberlagerungen
nicht eindeutig nachgewiesen werden.

Fiir die Spektren der AviW_Pyr-Probe wurden die gleichen Ergebnisse wie fiir die eben
besprochene AviW_Ace-Probe gefunden, allerdings war zusétzlich noch der Kohlenstoff

C-59 in der Acetylgruppe des Rings H markiert. Dies entsprach ebenfalls den Erwartungen.

5.2 Diskussion

Vor einer allgemeinen Diskussion der in dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnisse, werden die

bei der Auswertung der Fiitterungsexperimente gemachten Beobachtungen diskutiert.

5.2.1 PC-Fiitterungsexperimente

Die Analyse der Fiitterungsexperimente erlaubte einige neue Erkenntnisse iiber die Biosyn-
thesewege des Avilamycins, fiir deren Erlduterung hier der Glukoseabbau in der Bakterie kurz
und vereinfacht dargelegt wird.

Durch Glykolyse wird Glukose zu Brenztraubensdure umgesetzt, deren Salze als Pyruvate
bezeichnet werden. Diese Cs-Einheiten werden nun u.a. weiter zu Acetat metabolisiert,
welches anschlieend auf das Coenzym A iibertragen und in der Atmungskette weiter metabo-
lisiert wird.”” Wenn die Bakterien nun Acetat und Pyruvat fiir die Avilamycin-Biosynthese

bendtigen, konnen sie diese sowohl aus der Umgebung als auch aus ihrem eigenen Stoffwech-

3% Alle diese Umsetzungen erfolgen iiber mehrere Zwischenschritte, die aber fiir die weiteren Erlduterungen nicht
benotigt werden und daher aus Griinden der Ubersicht ausgelassen wurden. Fiir eine genauere Diskussion diese
Themas siehe z.B. [17, 18]
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sel beziehen. Wie der Markierungsgrad bei der AviW_Ace- und der AviW_Pyr-Probe zeigte,
bedienen sich die Bakterien auch dieser beiden Quellen.

Diese Reihenfolge des Glukose-Abbaus und die aus den NMR-Spektren gewonnenen
Erkenntnisse zeigen, dass 1-'?C-Na-Acetat von der Bakterie nur fiir den Aufbau des Rings A
verwendet wird, aber nicht fiir die Erzeugung der Acetylgruppe an C-56. Fiittert man dagegen
BC-markiertes Pyruvat zu, wird ein Teil davon iiber Zwischenschritte in die Acetylgruppe des
Rings H eingebaut. Der Rest wird zu markiertem Acetat umgesetzt, das wiederum teilweise
fiir den Aufbau des Rings A genutzt wird.

Bei der Zugabe von 1-°C-D-Glukose wird ein Teil dieser von den Bakterien fiir den Aufbau
der sieben Zuckereinheiten verwendet. Der verbleibende Teil wird metabolisiert, wobei aus
jedem Molekiil Glukose zwei Molekiile Pyruvat entstehen konnen, von denen aber nur noch
eins *C-markiert ist. Dadurch kommt es zu einer Halbierung des Markierungsgrads bei allen
Positionen, fiir deren Aufbau Pyruvat verwendet wird. Dies bietet auch eine mogliche Erkla-
rung, warum in der Acetylgruppe (Ring H) und dem Ring A der AviW_Glu-Probe keine
BC-Markierung nachgewiesen werden konnte.*” In diesem Zusammenhang ist zu erwihnen,
dass das Signal von C-59 im Spektrum nochmals um etwa den Faktor 2 schwicher ist, da die
Intensitit auf zwei Signale verteilt wird, ndmlich dem einer Carbonylfunktion in Avilamy-
cin A und B (ca. 50 %) und dem einer -CH(OH)-Gruppe in Avilamycin C (ebenfalls
ca. 50 %).

Eine weitere interessante Feststellung konnte aus der nachgewiesenen '*C-Markierung der
Position 44 im Ring G abgeleitet werden. Dieser besteht aus einer L-Lyxose, die nur flinf
Kohlenstoffatomen aufweist und somit zu den Pentosen gehort. Da aber das markierte anome-
re Kohlenstoffatom immer noch im Avilamycin vorhanden ist, muss die Kiirzung der
Cs-Einheit der Glukose um einen Kohlenstoff an einer anderen Position der Kette stattgefun-
den haben.

Beziiglich einer qualitativen Auswertung der NMR-Spektren weiterer Fiitterungsexperimente
lasst sich abschlieBend sagen, dass dafiir ein hoherer Markierungsgrad durch eine gréBere
Konzentration von *C-markierten Edukten bei der Herstellung der Proben sowie eine griind-

liche Aufreinigung erforderlich sind.*'

0 Eine weitere mogliche Ursache fiir den erniedrigten '*C-Markierungsgrad ist der Abbau anderer Kohlenhydra-
te zu Pyruvat und Acetat. Bei diesem Fiitterungsexperiment wurde neben 1-">C-D-Glukose auch nicht markiertes
Mannit in einem Verhéltnis von 3 : 1 zugegeben. Dabei ist allerdings unklar, wie stark der Einfluss des Mannit-
abbaus auf den Markierungsgrad ist [115].

*I Es wurden inzwischen schon erfolgreich dementsprechende Proben hergestellt, die sehr viel deutlichere und
somit leichter zu interpretierende NMR-Signale zeigen.
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5.2.2 Allgemeine Diskussion

Beziiglich der Zuordnung wurden bereits fast alle wichtigen Probleme und Ergebnisse in den
Kapiteln 4.1 bis 4.1.8 ausgiebig diskutiert. Ein noch ausstehender Punkt ist struktureller Natur
und konnte einer der Griinde fiir die hohere Stabilitit der Orthoesterbindung zwischen den
Ringen G und H im Vergleich zu der zwischen den Ringen C und D sein:

Es ist auffillig, dass sich die chemische Verschiebung von Avilamycin A und Avilamy-
cin B *? nicht nur im Ring G unterscheidet, sondern auch im Ring H Abweichungen aufweist,
die sich aber auf die ,,hintere” Seite des Rings, also auf die Positionen 57 und 58, beschrin-
ken. Eine 4&hnliche Interaktion zwischen diesen beiden Ringen zeigt sich bei den
NOE-Kontakten (Abb. 24). Sowohl in Avilamycin A als auch in B, kdnnen vom Ring G aus
fast ausschlieBlich nur Korrelationen zu H-57 und H-58, aber nicht zu anderen Kernen des
Rings H identifiziert werden. Daher ldsst sich vermuten, dass der Ring H in den Avilamycinen
zum Teil ,,zurlickgebogen® ist, so dass die Positionen 57 und 58 in der Néhe der Seitenkette
von Ring G lokalisiert sind. Dieses teilweise ,,Einrollen” des Molekiils konnte eventuell die
Orthoesterbindung zwischen den Ringen G und H sterisch vor Angriffen schiitzen. Eine
Uberpriifung dieser Vermutung wire anhand einer Strukturrechnung des Molekiils moglich.
Im Zuge der hier vorgestellten Untersuchungen konnten die Kenntnisse iiber den fiir die
Avilamycin-Biosynthese verantwortlichen Gencluster in Streptomyces viridochromogenes
Tii57 erweitert werden. Ein Gen (aviG4) konnte in seiner Funktion bestitigt und drei weitere
(aviG2, aviG5 und aviGo6) neu festgelegt werden. Ferner sind die Funktionen zweier weiterer
Gene (aviO2 und aviB1) teilweise geklért, da nun bekannt ist, dass sie fiir Enzyme codieren,
die am Einbau der Acetylgruppe im Ring H beteiligt sind. Dabei wird vermutet, dass das von
aviB1 codierte Enzym das Pyruvat in ein Acetyl-carbanion iiberfiihrt, welches dann wiederum
vom aviO2 codierten Enzym an das Avilamycin Grundgeriist transferiert wird [130]. Die
Inaktivierung dieser Gene fiihrt in jedem Fall zum Fehlen dieser Acetylgruppe in den produ-
zierten Avilamycinen. Diese Informationen erweitern aber auch die fiir die kombinatorische
Biosynthese wichtige Bibliothek von Genen und deren Funktionen. Ferner haben die in den
Fiitterungsexperimenten gewonnenen Erkenntnisse das Verstidndnis des Biosynthesewegs an
einigen wichtigen Stellen erweitert, wie bereits oben erwéahnt wurde.

Aufgrund der bei den Untersuchungen der inaktivierten Methyltransferasen gefundenen
Ergebnisse, wurden in der Gruppe von Prof. Dr. A. Bechthold weitere Experimente beziiglich
einer moglichen pharmazeutischen Anwendung der Avilamycine und Gavibamycine durchge-

fithrt [131]. Dabei konnte unter anderem gezeigt werden, dass die Inaktivierung der Methyl-

*> Wie in Kapitel 4.1.3 erldutert, weist Avilamycin B in der Seitenkette nur eine Methylgruppe an C-49 auf. Bei
Avilamycin A liegt hier stattdessen eine Isopropylgruppe vor.
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transferasen den erwiinschten Effekt einer erhohten Wasserloslichkeit hatte, wie die folgende
Auflistung zeigt. Dabei entsprechend die Faktoren der Wasserloslichkeit relativ zu der von
Avilamycin A.

AviG4-Mutante (Gavibamycin Al):  Faktor 1,7

AviG6-Mutante (Gavibamycin I1):  Faktor 3,7

AviG2-Mutante (Gavibamycin C1):  Faktor 6,0

AviG5-Mutante (Gavibamycin E1):  Faktor 10,5
Diese Gavibamycine zeigen weiterhin eine antibiotische Wirkung, welche nur geringfiigig
schwicher ist als die des Avilamycin A. Sie sind z.B. gegen die zwei getesteten Vancomycin-
resistenten Enterokokken-Stimme gut bis moderat wirksam.* Es konnte also gezeigt werden,
dass gezielte Genmodifikationen genutzt werden konnen, um die physikalischen Eigenschaf-
ten des Genprodukts auf die gewiinschte Art zu veréndern.
Als Abschluss der Diskussion und Ubergang zum Ausblick, wird nun erliutert, wie sich die
im Rahmen dieser Arbeit erworbenen Informationen auf die NMR-spektroskopische Untersu-
chung weiterer Avilamycin-Derivate nutzen lassen. Da nahezu alle Verschiebungsdaten der
wichtigen Varianten des Avilamycin A bekannt sind", diirften die Identifikation eines gerin-
gen strukturellen Unterschieds, wie z.B. einer fehlenden Methylgruppe, bei weiteren Mutan-
tenprodukten sehr leicht fallen. Schon die Akquisition eines HMQC- oder HSQC-Spektrums
sowie der einfache Abgleich der knapp 60 Signale mit der bekannten Zuordnung miissten
ausreichen, um die fehlende Gruppe zu identifizieren. Dies diirfte nur wenige Stunden bean-
spruchen und wiirde z.B. dem Vorgehen entsprechen, das bei der Charakterisierung der
AviG2_Met-Probe angewandt wurde.
Sollte die Verdnderung auch stirkere Auswirkungen auf die chemische Verschiebung der
Nachbarkerne haben, diirften sich zumindest die unverdnderten oder nur leicht verschobenen
Signale identifizieren lassen. Dadurch sollten sich die Bereiche im Molekiil, die eine struktu-
relle Anderung erfahren haben, identifizieren lassen.
Die Spinsysteme, die sich in diesen verdanderten Bereichen des Molekiils befinden, sowie die
Reihenfolge der Kerne innerhalb dieser Spinsysteme, konnten mit der Aufnahme und Auswer-
tung eines entsprechenden Spektrums, wie z.B. eines COSY- oder besser -eines
HMQC-COSY-Spektrums, identifiziert werden. AnschlieBend miissten HMBC- und/oder

NOESY-Spektren ausreichen, um diese Spinsysteme in Relation zu den unverdnderten Mole-

* Die minimalen Hemmkonzentrationen (MHK) betragen 1-8 ug/ml.
* Dazu gehort neben den Hauptprodukten der Bakterien (Avilamycin A und C sowie in geringeren Mengen B)
auch die jeweils an der Orthoestergruppe zwischen den Ringen C und D gedffnete Form.
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kiilteilen zu bringen und damit das Problem zu 16sen. Auf diesem Wege konnten z.B. die Ver-
anderungen in der AviO2 Met-Probe aufgeklért werden.

Besonders gut und sicher lassen sich Proben auswerten, die an bekannten Positionen markiert
sind und denen dann eine dieser Positionen fehlt, wie dies z.B. bei der AviG5 Met-Probe der
Fall war. Bei dieser Probe waren zwar Uberlagerungen noch ein Problem, welches aber mit
der erfolgreichen Implementation der Variante des '*C-gefilterten NOESY geldst werden
konnte. Weiterhin diirften durch die inzwischen vorhandenen Zuordnungsdaten von nun an
nicht markierte Proben vollkommen ausreichend sein, um weitere Avilamycin-Derivate
schnell und erfolgreich untersuchen zu kdnnen. Dadurch kann sozusagen ,,Hand-in-Hand* mit
der Biochemie gearbeitet werden, da die NMR-spektroskopische Untersuchung neuer Mutan-

tenprodukte bedeutend schneller als deren Herstellung erfolgen diirfte.

5.3 Ausblick

Durch die Identifizierung weiterer fiir die Avilamycin-Biosynthese codierender Gene sowie
der Aufklirung des entsprechenden Biosynthesewegs in S. viridochromogenes, diirften sich in
Zukunft neben den bereits untersuchten eine Vielzahl weiterer Avilamycin-Derivate produzie-
ren lassen, die dann beziiglich ihrer pharmakologischen Wirksamkeit und physikalischen
Eigenschaften untersucht werden konnen. Wenn dabei auch die Abhingigkeit der Wirksam-
keit und der Eigenschaften von der Struktur gekliart werden konnte, miisste es moglich wer-
den, den molekularen Aufbau effizienter Strukturen zu ermitteln, um anschliefend den Bio-
synthese-Gencluster dahingehen zu verdndern, dass das Bakterium genau diese Avilamycin-
Derivate produziert.

Dies wire insbesondere dann sinnvoll, wenn der genaue Wirkmechanismus am Ribosom be-
kannt wiére. Sollte dafiir eine mit NMR ermittelte 3D-Struktur bendtigt werden, sollten die
daflir notigen Parameter aufgrund der nun bekannten Zuordnung leicht in den Spektren zu
ermitteln sein.

Diese Moglichkeit zur gezielten Produktverédnderung durch Genmodifikation ist aber nicht nur
auf die Avilamycine beschrinkt. Bei weiteren Entwicklungen auf dem Gebiet der kombinato-
rischen Biosynthese diirfte sich ein Punkt erreichen lassen, an dem ein beliebiger, von einem
Mikroorganismus produzierter, Sekunddrmetabolit in nahezu jeder gewiinschten Art und Wei-
se alleine durch die Verdnderung der fiir die Biosynthese codierenden Gene modifiziert wer-
den kann. Es konnte eventuell sogar mdglich werden, durch Neukombination verschiedener —
auch aus unterschiedlichen Mikroorganismen stammender — Gene, ein neues Produktmolekiil

von Grund auf zu kreieren, statt vorhandene Strukturen zu modifizieren. Wenn die Datenban-
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ken, in denen Gene, ihre Sequenzen sowie die Funktion der durch sie
codierten Enzyme enthalten sind, deutlich erweitert werden konnen, kdnnte es sogar moglich
werden, nur anhand der Gensequenzen unbekannter Mikroorganismen deren Biosynthesewe-
ge vorherzusagen.

Damit sollte es nicht nur moglich sein, neue pharmazeutische Wirkstoffe zu produzieren, son-
dern auch auf anderen Gebieten, wie z.B. der Materialforschung, konnten die Fortschritte der
kombinatorischen Biosynthese genutzt werden.

Fiir die nidhere Zukunft diirfte es mit den Moglichkeiten dieser Technik vor allem schneller
zur Entwicklung neuer Medikamente kommen. Insbesondere neue Antibiotika werden drin-
gend fiir die Losung der in der Einleitung beschriebenen Problematik der rasant ansteigenden
Zahl von mehrfach-resistenten Krankheitserregern benétigt. Die Bakterien werden sich zwar
voraussichtlich immer wieder an neue Wirkstoffe anpassen, aber man konnte erneut einen
Vorsprung gewinnen und zudem ein so grofles Arsenal an Antibiotika schaffen, dass es mog-
lich wird, immer mehrere gut wirksame Substanzen in Kombination zu verabreichen, wo-

durch die weitere Resistenzentwicklung auf einem Minimum gehalten werden konnte.
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6 Entwicklung einer neuen Pulssequenz

Dieses Projekt behandelt die Entwicklung einer neuen Pulssequenz zur Bestimmung der Kon-
figuration chemisch dquivalenter vicinaler Protonen mithilfe der NMR-Spektroskopie. Es
wurde in Zusammenarbeit mit Prof. Kirschning (Hannover) durchgefiihrt, der freundlicher-

weise die Proben zur Verfligung stellte.

6.1 Motivation

Abb. 47 zeigt die Struktur des durch Metathese-Olefinierung gewonnenen Linker-verbriickten
Aminoglykosids 1. Aufgrund der identischen Seitenketten ist dieses Molekiil, abhéngig von
der Konfiguration der Doppelbindung, entweder spiegel- oder punktsymmetrisch. In der zu
untersuchenden Probe lag nun ein Gemisch der (E)- und (£)-Konfiguration vor und es war die
Problemstellung, die Verhéltnisses der beiden zu bestimmen. Das iibliche Vorgehen zur Er-
mittlung der Konfiguration einer Doppelbindung mittels NMR wire die Messung der *J -
Kopplung der vicinalen Protonen [92, 109]:

(£)-Konfiguration: 6-14 Hz, meist ca. 10 Hz

(E)-Konfiguration: 14-20 Hz, meist ca. 16 Hz

Spiegelebene oder Inversionszentrum
h ’

H;CO O CH; H E ,:l H HsC 1) OCH;
(1, 4 /
C/==iC
HsC NH b HN CH;
O 1 : O
H H ! H H
o) X 0

L

Abb. 47: Strukturformel des Linker-verbriickten Aminoglykosids 1 in (£)- bzw.
(Z)-Konfiguration mit Inversionszentrum bzw. Spiegelebene.

Allerdings sind diese beiden Protonen in 1 aufgrund der Symmetrie homotop und die Mes-
sung der Kopplung ist daher nicht direkt aus der Signalaufspaltung mdglich, wie im nichsten
Kapitel erldutert wird.

Ein zusitzliches Problem bei den weiteren Untersuchungen war, dass nur eine sehr geringe
Substanzmenge zur Verfiigung stand und somit die NMR-Probe nur eine sehr niedrige Kon-

zentration aufwies.
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6.2 Theorie und bisherige Losungsversuche

Das 'H-1D-Spektrum (Abb. 48) zeigt zwei nah beieinander liegende Signale bei etwa 5,8 ppm
fiir die vicinalen olefinischen Protonen der beiden Konfigurationen, so dass sich das Verhalt-
nis leicht als etwa 70 : 30 bestimmen lie8. Allerdings war die Kldrung, welches Signal wel-

cher Konfiguration entspricht, mittels Bestimmung der 3J(H,H)-Kopplung nicht ohne weiteres

moglich.
Abb. 48: 1D-'H-Spektrum von 1.
(DNE)- Die vicinalen, homotopen Proto-
Konfiguration? nen der Doppelbindung liegen in
(E)- und (Z)-Konfiguration vor
(siche Markierung).

L

55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 05ppm

Koppeln zwei Kerne miteinander, erkennt man im Spektrum fiir beide Signale eine Dublett-
Aufspaltung, deren GroBe der Kopplung entspricht (Abb. 49). Fiir die vier resultierenden Si-

gnale (f; bis fy) ergeben sich folgende Resonanzfrequenzen und Intensititen:

Signal Resonanzfrequenz Intensitit

£ Ya Ve, - 1-sin26
2 2 2
v, Vi, J - f, t, f f
f Zay’s Y Lo  l+sin26 1J| |J 4
2 2 2 - : -
£ Ya Ve, _ - 1+sin26 Y v Vs
2 2 2
£, Ya Vs _J_ - 1-sin26
2 2 2
Tabelle 8: Auflistung der zu erwartenden Abb. 49: Schematische Darstellung der zu erwar-
Frequenzen und Intensitéten im Fall tenden Frequenzen und Intensitdten im Fall
zweier gekoppelter Protonen. zweier gekoppelter Protonen.
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Dabei gilt:

Czé\/Jz +(v,-Vv,)" sowie sin20=%.

Ist nun die Differenz der chemischen Verschiebung Av =|V 4 —VB| sehr viel groBer als die

Kopplung J , also wenn Av >>J, befindet man sich im Grenzfall der schwachen Kopplung.
Somit vereinfacht sich

C=%\/J2+(VA—VB)2 zu c:%w/(vA—va:V—A—V—B

2 2

und sin26 = % kann gleich 0 gesetzt werden.

Wird dies in die Gleichungen in Tab. 8 eingesetzt, ergeben sich folgende Resonanzfrequenzen

und Intensitdten sowie das in Abb. 50 dargestellte schematische Spektrum.

Signal Resonanzfrequenz Intensitét

f V_A i 1
2 2
£, Va_J 1 f f, £ f,
2 2 -4 -4
Ve J T . r
f3 B 47 1 v, v V,
2 2
s V_B _ i 1
2 2
Tab. 9: Auflistung der zu erwarten.den Abb. 50: Schematische Darstellung der zu erwar-
Frequenzen und Intensititen zweier tenden Frequenzen und Intensititen zweier Proto-
Protonen im Grenzfall der schwachen nen im Grenzfall der schwachen Kopplung.
Kopplung.

Befindet man sich andererseits im Grenzfall der 4quivalenten Kerne (Av =0), ergibt sich

C=%1/J2 +(0)° =§ und sinzazz‘]—jzl.

2

. . . . . . .V 14 _ .
Dies wird erneut in die Formeln eingesetzt und fiihrt mit —* + 73 =V zu folgendem Ergebnis:
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Signal  Resonanzfrequenz  Intensitit

|4 14 —
fi o A B g=v+J 0 £+f,
2 2 2 3
f V_A + V_B =V 2
2 2
f3 V_A + V_B =V 2 fi T f4
2 2 T
A%
fy Ya Ve _5_v_g 0
2 2
Tab. 10: Auflistung der zu erwartenden Abb. 51: Schematische Darstellung der zu erwar-
Frequenzen und Intensitéten zweier tenden Frequenzen und Intensititen zweier Proto-
Protonen im Grenzfall der nen im Grenzfall der dquivalenten Kerne.

dquivalenten Kerne.

Im daraus resultierenden Spektrum (Abb. 51) lésst sich die Kopplung H

nicht mehr ablesen. Einen praktischen Vergleich zeigt Abb. 52a, in >_<
der das 'H-Signal einer Testprobe aus (E)-1,2-Dichlorethen gezeigt Cl H
45 (E)-1,2-Dichlorethen

Cl

ist
Eine Losung dieses Problems ist der Symmetriebruch dieses A,-Systems in ein AA’X-System
durch Ausnutzung des in etwa 1,1 % natiirlicher Haufigkeit vorliegenden *C-Kohlenstoffs.
Im einfachsten Fall kann die 3J(H,H)-Kopplung also direkt aus den "*C-Satelliten des Signals
abgelesen werden, wie in Abb. 52b gut zu erkennen ist.

Allerdings sind diese Signale nur sehr schwach, daher befassten sich die ersten Ansétze zur
Bestimmung der Kopplung dquivalenter Protonen auch mit Experimenten an '*C-markierten
Proben [132, 133]. Allerdings ist es nicht immer mdglich, *C-markierte Proben herzustellen
bzw. selbst bei solchen Proben kann es dennoch oft zu Uberlagerungen mit anderen Signalen
kommen. Daher wurden weitere, meist zweidimensionale, Experimente entwickelt [134—140],
deren GroBteil *C-detektiert [134—137] ist, um das zwei GroBenordnungen stirkere Signal
der "*C-gebundenen Protonen zu unterdriicken. Diese Detektion fiihrt aber zu einer geringen
Empfindlichkeit, da zum einen die heute gebrduchlichen invers detektierenden Probenkdpfen
hauptsichlich fiir die 'H-Detektion ausgelegt sind. Zum anderen hingt die Empfindlichkeit
entscheidend von den gyromagnetischen Verhiltnissen der angeregten und detektierten Kerne

ab. So kann man durch 'H-Detektion den Faktor

o lu

(71H/713C) =8

* Diese Testprobe war in DMSO-d, gelost und wies eine Konzentration von etwa 15 % auf. Sie wurde auch fiir
die weiteren Untersuchungen verwendet.
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an Empfindlichkeit gewinnen, wodurch bei gleichem Signal-zu-Rausch-Verhiltnis die Dauer
des Experiments um den Faktor 64 verkiirzt werden kann.

Aber diese beiden Arten von Experimenten leiden dennoch an einem weiteren, sehr hiufig
auftretendem Problem, ndmlich der Kopplung zu weiteren Protonen, die zu sehr komplizierten
und dadurch nicht mehr zu analysierenden Aufspaltungsmustern fiihrt. Dies ist z.B. auch in 1
gegeben, denn die vicinalen olefinischen Protonen zeigen auch noch zusétzliche

3J-Kopplungen zu benachbarten Methylenprotonen (siche Abb. A50).

a) b)

D

70 69 68 67 ppm 70 69 68 67 ppm

Abb. 52: a) zeigt einen Ausschnitt aus dem nicht '*C-entkoppelten
'H-1D-Spektrum von (E)-1,2-Dichlorethen. In b) ist der gleiche
Ausschnitt in etwa 100-facher Vergroferung dargestellt.

Dennoch wurden zwei dieser Sequenzen [135, 137] sowohl fiir 1,2-Dichlorethen als auch fiir

1 getestet. Bei der Testsubstanz ergaben sich die erwarteten 12,5Hz als Kopplung. Fiir 1

konnte kein auswertbares Signal detektiert werden, da die Probe zu schwach konzentriert
46

war.

Daher sollte eine neuere und effizientere Pulssequenz entwickelt werden.

% So war z.B. im *C-Spektrum auch nach 1024 Experimenten auf einem Bruker DMX 600 MHz-Spektrometer
mit einem HCN-TXI-Probenkopf nur das stirkere Signal gerade noch sichtbar.
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6.3 Erste Iteration: Die BIRD-BIRD-Variante

Der Hauptunterschied dieses und der folgenden Experimente zu allen bisher verdffentlichten
und oben erwidhnten Pulssequenzen ist die Verwendung einer selektiv wirksamen isotropen
J-Evolution. Denn bei einem Zwei-Spinsystem im Zustand I;x—I,x entwickelt sich die
Magnetisierung des ersten Spins unter isotropen Mischbedingungen [117] mit der doppelten
Frequenz [119], verglichen mit der Oszillation bei freier Evolution unter schwacher, skalarer

Kopplung:
<le>,:m = cos 27/t <le

schwach
> = cos 7/t

Weiterhin hat das isotrope Mischen den Vorteil, dass sich auch der Zustand I, — I, entwi-
ckelt, wahrend dies bei skalarer Kopplung nicht der Fall ist. Dadurch kann die Magnetisierung
wihrend der Evolutionszeit longitudinal orientiert sein und erfahrt damit auch keine Entwick-
lung aufgrund chemischer Verschiebung.

Damit kann im resultierenden Spektrum die doppelte Kopplung abgelesen werden bzw. bei
gleicher relativer Auflosung wird nur die halbe Evolutionszeit benétigt, wodurch bei grof3en
Molekiilen aufgrund der stiarkeren Relaxation bessere Ergebnisse im Bergleich zu konventio-
nellen Methoden mdglich sind.

Die Pulssequenz dieses ersten Experiments ist in Abb. 53 dargestellt. Mittels eines BIRD-
Elements [141] werden *C-gebundene Protonen selektiv invertiert, um den gewiinschten Zu-
stand I;, — I, zu erreichen. Dies geschieht allerdings nur bei den fiir dieses Experiment inte-
ressanten etwa 2,2 % der Molekiile, bei denen einer der beiden Kohlenstoffe der Doppelbin-
dung ein *C-Kohlenstoff ist (*C="C und "*C="C). Bei den ca. 97,8 % der Molekiile, die nur
"2C in der Doppelbindung enthalten ('?C='>C) tritt keine Verénderung ein (d.h. I}, + I,,), wih-
rend fiir die etwa 0,012 % der Molekiile, bei denen beide Doppelbindungspositionen von *C

eingenommen werden (13C=13C), beide 1H—Spins invertiert werden (entspricht — I;, — I,).

Y
HI8[]8]

|
e[| e || [Dec

Abb. 53: Schematische Darstellung der BIRD-BIRD-Variante der Pulssequenz. Dabei ent-
spricht A = (IJ(C,H))’l. (Die Nomenklatur der Pulssequenzen ist in Abb. 19 dargestellt.)
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Nun werden die Kohlenstoffe mittels einer wihrend t; auf dem '*C-Kanal eingestrahlten
GARP-Sequenz entkoppelt, wodurch fiir die vicinalen olefinischen Protonen wieder das
A,-Spinsystem und somit die isotrope Mischbedingung gegeben ist. Die Magnetisierung ent-
wickelt sich nun bei den interessanten 2,2 % der Molekiile gemidf3 obiger Gleichung abhéngig

von t..* Da aber die Summe dieser Magnetisierung gleich

null ist, muss anschliefend ihr *C-gebundener Anteil mit-
tels einer weiteren BIRD-Sequenz erneut invertiert werden. o) -
Es folgt die Detektion auf dem 'H-Kanal bei gleichzeitiger
C-Breitband-Entkopplung (Dec.). i

Das fiir die vicinalen Protonen erwartete Spektrum nach

|
J[Hz]

entsprechender Prozessierung ist in Abb. 54 schematisch
dargestellt. Man sieht ein grofles Zentralsignal, dass den B
etwa 97,8 % + 0,012 % der Molekiile entspricht, deren
Doppelbindungs-Kohlenstoffe identisch sind. Weiterhin, o) B

mir einer Aufspaltung von 2~3J(H’H), sind die Signale der

I I I I I I I

restlichen 2,2 % der Molekiile zu erkennen. Obwohl wih- 1
o L . H [ppm]
rend t; nicht "H-entkoppelt wird, zeigen die Signale in F1
Abb. 54: Schematische Darstellung
des Spektrums, das man bei An-
wendung der in Abb. 53 gezeigten

Pulssequenz erwartet.

keine Aufspaltung entsprechend den aktiven Protonenkopp-
lungen, da samtliche Magnetisierung wihrend t; longitudi-
nal ist.

Dieses Experiment zeigte aber weder fiir die Probe 1 noch fiir die Testsubstanz auswertbare
Ergebnisse. Mogliche Griinde konnten das nicht unterdriickte, sehr intensive Zentralsignal
sowie die eventuell nicht vollstindig erfiillte Hartmann-Hahn-Bedingung sein. Denn nur bei
identischen chemischen Verschiebungen ist diese Bedingung gegeben und somit der TOCSY-
Transfer optimal. Allerdings konnte in den ,,'C-"*C“-Molekiilen eventuell eine Isotopenver-
schiebung auftreten, wodurch der Transfer ineffizienter wiirde.

Es war also eine Verbesserung nétig.

Y Die Magnetisierung der anderen Molekiile entwickelt sich nicht, da der Zustand I,,+ I, bzw. — I, — I, unter
isotropen Mischbedingungen invariant ist.
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6.4 Zweite Iteration: Die BIRD-INEPT-Variante

In die zweite Version (Abb. 55) der Pulssequenz wurde eine Unterdriickung der Signale der
12C-gebundenen Wasserstoffe durch *C-Detektion durchgefiihrt, obwohl das Experiment da-
durch deutlich an Empfindlichkeit verliert. Allerdings lassen sich aufgrund der klareren
Spektren bessere Ergebnisse erwarten. Erreicht wird dies durch einen Transfer der Kohéren-
zen auf die Kohlenstoffe mittels eines refokussierten INEPT-Schritts [123, 142] im Anschluss
an t;. Damit wird die Magnetisierung der 97,8 % ,,'?C='>C*“-Molekiile nicht detektiert, aller-
dings verliert man dabei auch die Hélfte der erwiinschten Magnetisierung, da sich diese auf
einem '“C-gebundenen Proton befindet. Weiterhin bleibt die Magnetisierung der 0,012 %
., BC=1C“-Molekiile als vernachléssigbares und nicht moduliertes Zentralsignal. Wéhrend der
Akquisition wurde auf dem 'H-Kanal breitbandig entkoppelt, um eine Aufspaltung in der
F2-Dimension zu vermeiden. Das erwartete Spektrum ist in Abb. 56 gezeigt, das fiir die Test-
substanz gemessene zeigt Abb. 57. Man sieht eine gute Ubereinstimmung, insbesondere konn-
te die doppelte Kopplung (2-3J(H,H) ~ 24 Hz) als Aufspaltung gemessen werden. Allerdings
zeigt das gemessene Spektrum einen nicht korrigierbaren Phasenfehler. Weiterhin war dieses
Spektrum auch zu unempfindlich fiir die Messung der Probe 1, die wie oben geschildert nur in
sehr niedriger Konzentration vorlag. Daher musste eine neue Variante entwickelt werden, die
sich zum einen durch eine hohere Empfindlichkeit bevorzugt durch Detektion auf dem
'H-Kanal und zum anderen durch eine gute Unterdriickung unerwiinschter Signale und Kopp-

lungen auszeichnete.

¥y Y
1 I
A[als] t [l eres

“c_ || [carp HTH}W,._

Abb. 55: Schematische Darstellung der BIRD-INEPT-Variante der Pulssequenz.
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Abb. 56: Schematische Darstellung des Abb. 57: Gemessenes Spektrum von
Spektrums, das man bei Anwendung der in (E)-1,2-Dichlorethen bei Anwendung
Abb. 55 gezeigten Pulssequenz erwartet. der in Abb. 55 gezeigten Pulssequenz.

6.5 Dritte Iteration und Losung: Die neue Pulssequenz

Diese eben genannten Anforderungen konnten durch zwei entscheidende Veranderungen er-
reicht werden. Die erste war der Ersatz der *C-Entkopplung, mit dem bisher die isotropen
Mischbedingung wihrend t; erreicht wurde. Stattdessen wurde nun eine selektive TOCSY-
Multipulssequenz*® eingestrahlt, deren Transferbandbreite lediglich die beiden gewiinschten
Protonensignale umfasst. Dadurch wird die alleinige Evolution der 3J(H,H)-Kopplung der vici-
nalen Protonen erreicht und gleichzeitig werden sowohl weitere Protonen als auch alle
BC-Kerne entkoppelt. Dies ist bei den chemisch dquivalenten Protonen besonders einfach, da

sich ihre chemische Verschiebung nicht oder nur marginal unterscheidet.

* Bei den Messungen wurde ein MLEV-16-expandierter 180°-Puls mit einer Einstrahlleistung von 500 Hz, ent-
sprechend einem 180°-Puls von 1 ms Dauer, dessen Transferprofil eine effektive Bandbreite von ca. 360 Hz
aufweist.
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Die zweite Anderung war eine Detektion auf dem 'H-Kanal (mit *C-Entkopplung), die durch
eine neue Variante zur Unterdriickung des unerwiinschten Zentralsignals der '*C-gebundenen
Protonen mdglich wurde. Dazu wurde eine Abwandlung einer zur Wasserunterdriickung ent-
wickelten Pulssequenz verwandt [7]. Mittels eines refokussierten INEPT-Schritts wird die
Magnetisierung der an *C-gebundenen Protonen auf Kohlenstoff iibertragen und entlang der
z-Achse gespeichert. Nun wird die verbleibende 'H-Magnetisierung, sowie eventuell vorhan-
dene nicht longitudinale '*C-Magnetisierung, durch die Kombination eines 'H-Spinlock-
Pulses und eines Gradienten vollstindig dephasiert. AnschlieBend wird die Magnetisierung
durch einen weiteren refokussierten INEPT-Schritt zur empfindlicheren Akquisition wieder
auf die Protonen transferiert.

Die daraus resultierende Pulssequenz [143] ist in Abb. 58 und das erwartete Spektrum sche-
matisch in Abb. 59 gezeigt.* Die beiden Signale diirften auBer der erwiinschten keine weitere

Aufspaltung zeigen und ihre Intensitit miisste durch die 'H-Detektion vervielfacht sein.*

y
Y AHA I AMAIA A A AA_‘A e
2 2|TOCSY|4 414 4. 41 14141\ 14

o, Y
1|11 oest

Abb. 58: Schematische Darstellung der neuen Pulssequenz. Die
verwendeten Parameter sind dem Anhang 7.3 zu entnehmen.

% Ferner ist das Pulsprogramm sowie wichtige Parameter der Messung im Anhang in aufgefiihrt (7.2 und 7.2.1).
> Auch bei diesem Experiment bleibt die Magnetisierung der 0,012 % ,,"”*C=""C*“-Molekiile als vernachlissigba-
res nicht moduliertes Zentralsignal erhalten.
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Das Experiment wurde mit der Probe 1 durchgefiihrt und dau-

erte etwa 40 min. Da die Resonanzfrequenzen der vicinalen B
Protonen in beiden Konfigurationen nahe beieinander liegen
(Av =48 Hz), werden beide gleichzeitig von der selektiven -
TOCSY-Sequenz erfasst, so dass nur ein Experiment nétig ist.
Aus dem dabei gemessenen Spektrum (Abb. 60) lésst sich die . — E
der zweifachen 3J(H,H)-Kopplung entsprechende Aufspaltung -
fiir beide Konfigurationen leicht ablesen. Dem linken, intensi- u
veren Signal entspricht dabei eine Kopplung von

3J(H,H) =152Hz und dem rechten eine Kopplung von

Jam = 11,1 Hz. Mit den in Kapitel 6.1 genannten Literatur- -

werten ergibt sich somit fiir Probe 1 ein Verhéltnis von 30 % 'H [ppm]

(2)- und 70 % (E)-Konfiguration. Abb. 59: Schematische Darstellung
des Spektrums, das man bei Anwen-
dung der in Abb. 58 gezeigten Pulsse-
quenz erwartet.

©)

2%15,2Hz © b 2*11.1Hz 0 [}{z]
J :10
- 20
= % = = =

1
H [ppm]
Abb. 60: Gemessenes Spektrum von 1 bei Anwendung der in Abb. 58 gezeigten Pulssequenz. Das

linke Signal entspricht aufgrund seiner 3J(H,H)-Kopplung von 15,2 Hz der (E)-Konfiguration.
Die (Z)-Konfiguration (* Jam = 11,1 Hz) entspricht dem rechten Signal.
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6.5.1 Varianten der neuen Pulssequenz

Die in Kap. 6.5 vorgestellte Pulssequenz konnte bereits die Problemstellung effizient 16sen
und stellt das vorlaufige Ergebnis dieses Projekts dar. Dennoch wurden fiir sehr stark iiberla-
gerte Proben noch zwei selektivere Varianten entwickelt, die allerdings einen groferen expe-

rimentellen Aufwand erfordern und nur in Spezialfillen benétigt werden.

6.5.1.1 Verbesserte Selektivitit durch eine zusitzliche >C-Dimension

Sollte das zu untersuchende Signal der vicinalen Protonen der Doppelbindung in der
'H-Dimension iiberlagert sein, ist es moglich, durch Einfiihrung einer zusitzlichen
PC-Dimension diese Uberlagerung aufzuheben. Dies kann durch das Einfiigen einer t,-Zeit,
in der sich die chemische Verschiebung der Kohlenstoffe entwickelt, erreicht werden.
Dadurch entsteht das in Abb. 61 dargestellte 3D-Experiment.

Zur Uberpriifung wurde Probe 1 mit diesem Experiment vermessen. Nach der Prozessierung
wurden die 2D-Ebenen mit den chemischen Verschiebungen, die den Werten der Doppelbin-
dungs-Kohlenstoffe der (E£)- und der (Z)-Konfiguration entsprechen, ausgelesen und in
Abb. 62 dargestellt. Das linke Spektrum zeigt nur die erwarteten Signale der
(E)-Konfiguration, das rechte nur die der (Z)-Konfiguration.
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Abb. 61: Schematische Darstellung einer Variante der in Kapitel 6.5 beschrieben
neuen Pulssequenz. Sie weist eine verbesserte Selektivitit durch die Er-
weiterung um eine zusitzliche *C-Dimension auf.
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Abb. 62: 2D-Ebenen aus dem von 1 gemessenen Spektrum unter Verwendung der in Abb. 61
gezeigten Pulssequenz. a) 1 in (E)-Konfiguration, b) 1 in (Z)-Konfiguration.

Dies zeigt, dass diese Pulssequenz im Vergleich zu der in Kap. 6.5 beschriebenen selektiver
ist, allerdings auf Kosten einer erhohten Messzeit. Dieser Nachteil kann mit der im Folgenden

beschriebenen Pulssequenz aber vermieden werden.

6.5.1.2 Verbesserte Selektivitiit durch doppel-selektive

CW-Kreuzpolarisation

Eine weitere Moglichkeit zur Erhohung der Selektivitdt bei Signaliiberlagerungen ist die
Verwendung von doppel-selektiver CW-Kreuzpolarisation [144, 145] zum Transfer der
'"H-Magnetisierung auf Kohlenstoff und zuriick. Dies wurde erst an einer 1D-Version getestet,
bevor dieser hochselektive Transfer in das in Abb. 58 dargestellte 2D-Experiment implemen-

tiert wurde.

6.5.1.2.1 1D-Version

In diesem Experiment (Abb. 63) wird die CW-Sequenz zuerst dazu genutzt, um nach Anre-
gung mit einem 90°-'H-Puls nur die gewiinschte Magnetisierung der '*C-gebundenen Proto-
nen auf die Kohlenstoffe zu iibertragen. Diese wird nun mit einem 90°-">C-Puls entlang der
z-Achse orientiert, wodurch sie nicht von dem nun folgenden Spinlock-Gradienten-Block
betroffen wird, der simtliche unerwiinschte Magnetisierung eliminiert. Durch einen weiteren
90°-"*C-Puls wird die verbleibende Magnetisierung wieder in die Transversale iibertragen und
durch eine erneute Applikation der CW-Sequenz zur empfindlicheren Detektion auf die Pro-

tonen iibertragen. Allerdings miissen sowohl die 'H- als auch die '*C-Senderfrequenzen auf
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die Resonanzfrequenzen der vicinalen olefinischen Protonen und der direkt gebundenen Koh-

lenstoffe eingestellt werden, damit dieses Experiment erfolgreich ist.

1 H ‘ y . y (I)rec

By | TS

Abb. 63: Schematische Darstellung der Pulssequenz des in Kap. 6.5.1.2.1
beschriebenen Experiments zur selektiven Detektion der *C-Satelliten
unter Verwendung von doppel-selektiver CW-Kreuzpolarisation

Im Spektrum sollten somit nur die >C-Satelliten des Signals der Protonen der Doppelbindung
zu sehen sein, die neben der erwiinschten J ,m)-Kopplung auch alle weiteren homonuklearen
Kopplungen zeigen. Alle anderen Signale sollten unterdriickt sein.

Dies wurde mit der Messung der Probe 1 iiberpriift, wobei die Senderfrequenzen auf die Wer-
te der (£)-Konfiguration eingestellt wurden. Dabei konnte das in Abb. 64 dargestellte Spek-
trum erhalten werden, in dem nur das erwartete Signal zu sehen ist. Weiterhin konnte die ge-
suchte 3J(H,H)—Kopplung trotz der weiteren Kopplungen in den Satelliten vermessen werden.
Das nicht weiter storende Zentralsignal resultiert aus dem homonuklearen TOCSY -Transfer,

der wihrend der zweiten CW-Sequenz auftritt.”’

°! Dieser unerwiinschte TOCSY-Transfer erfolgt auch wihrend der ersten CW-Sequenz, allerdings wird die
dabei iibertragen Magnetisierung durch den folgenden Spinlock-Gradienten-Schritt dephasiert.
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Abb. 64: 1D-"*C-Spektrum von 1, das mit der in Abb. 63 gezeigten Pulssequenz aufgenommen wurde.

6.5.1.2.2 2D-Version

Die doppel-selektive CW-Kreuzpolarisation kann aber auch anstelle der refokussierten
INEPT-Schritte zum selektiven Transfer zwischen 'H und "°C in der Standardpulssequenz
genutzt werden. Dies fiihrt zu dem in Abb. 65 dargestellten Experiment.

Auch bei der Applikation dieses Experiments miissen die Senderfrequenzen auf die entspre-
chenden Resonanzfrequenzen eingestellt werden, allerdings werden dabei sehr saubere und
leicht zu interpretierende Spektren erhalten. Dieses Experiment wurde zweimal mit Probe 1
durchgefiihrt, wobei die Senderfrequenzen einmal fiir die (£)- und einmal fiir die
(Z)-Konfiguration optimiert waren. Die beiden resultierenden Spektren sind in Abb. 66 wie-
dergegeben. Es sind jeweils nur die erwiinschten Signale ohne Zentralsignal und zusétzliche
Kopplungen zu sehen. Die Messzeit dieses sehr selektiven Experiments ist im Vergleich zu
dem in Kapitel 6.5 beschriebenen nicht erhoht, allerdings ist die praktische Implementierung

anspruchsvoller als die der in Kap. 6.5.1.1 beschriebenen Variante.
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Abb. 65: Schematische Darstellung einer Variante der in Kap. 6.5 beschriebenen
neuen Pulssequenz, bei der doppel-selektive CW-Kreuzpolarisation zum
selektiven Transfer zwischen 'H und *C genutzt wird.
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Abb. 66: Gemessene Spektren von 1 bei Verwendung der in Abb. 65 gezeigten Pulssequenz
mit filir die (£)-Konfiguration (a) bzw. (£)-Konfiguration (b) optimierten Senderfrequenzen.
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7 Anhang

7.1 Zusammenfassung

Es folgen die Zusammenfassungen der beiden in dieser Arbeit besprochenen Projekte.

7.1.1 NMR-spektroskopische Untersuchungen an Avilamycin A

Im Rahmen dieser Arbeit konnte die bisher nur sehr unvollstindige NMR-Zuordnung des von
Streptomyces viridochromogenes Ti57 produzierten Avilamycin A, einem Antibiotikum mit
einem neuen Wirkmechanismus, nahezu vervollstindigt werden. Diese Zuordnung war durch
teilweise merkliche Uberlagerungen und der Tatsache, dass die Proben nicht rein, sondern als
Produktgemische vorlagen, merklich erschwert.

In der Gruppe von Prof. Dr. A. Bechthold (Freiburg) wurden Mutanten erstellt, in denen ge-
zielt Gene inaktiviert waren. Deren als Gavibamycine bezeichneten Produkte wurden NMR-
spektroskopisch untersucht, um die strukturellen Verdnderungen im Molekiil und somit die
Funktion des vom inaktivierten Gen codierten Enzyms zu identifizieren. Dies konnte bei allen
sechs im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Proben erfolgreich durchgefiihrt werden. Da-
durch konnte ein Gen in seiner Funktion bestitigt und drei weitere neu identifiziert werden.
Ferner konnten fiir zwei weitere Gene bzw. die von ihnen codierten Enzyme der Reaktions-
schritt identifiziert werden, an dem sie beteiligt sind.

Weiterhin konnten in drei Avilamycin A-Proben, bei deren Herstellung bestimmte
BC-markierte Edukte zugefiittert wurden, die markierten Positionen trotz eines niedrigen
Markierungsgrads von etwa 5-10 % anndhernd vollstindig identifiziert werden. Dadurch wur-
den neue Erkenntnisse beziiglich des Avilamycin-Biosynthesewegs gewonnen.

Im Zuge dieser Untersuchungen konnten auch die Avilamycine B und C sowie ein Teil der
neuen Gavibamycine vollstindig zugeordnet werden. Weiterhin konnte die teilweise Offnung
einer Orthoesterbindung in diesen Molekiilen nachgewiesen, die verdnderte Struktur im
Spektrum zugeordnet und ein wahrscheinlicher Mechanismus aufgezeigt werden.

Es steht nun ein effizientes und schon erfolgreich getestetes Werkzeug zur Untersuchung wei-

terer geplanter Produkte neuer Mutationen und "*C-Fiitterungen zur Verfiigung.
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7.1.2 Entwicklung einer neuen Pulssequenz

Es wurde die Entwicklung einer neuen Pulssequenz zur Bestimmung der Konfiguration che-
misch dquivalenter vicinaler Protonen mithilfe der NMR-Spektroskopie beschrieben. Deren
Ergebnis ist ein leicht zu implementierendes 2D-Experiment, das sich durch ein hohes Signal-
zu-Rausch-Verhiltnis aufgrund von 'H-Detektion auszeichnet. Die Spektren sind leicht zu
interpretieren, da alle unerwiinschten Kopplungen eliminiert werden. Weiterhin zeigen die
Signale durch die Verwendung des Transfers unter selektiven isotropen Mischbedingungen
die doppelte skalare Kopplung als Aufspaltung, wodurch man entweder die Auflosung ver-
doppeln oder die Evolutionszeiten halbieren kann. Letzteres ist insbesondere fiir die Untersu-
chung grofler Molekiile mit kurzen Relaxationszeiten von Interesse. Weiterhin wurden zwei
Varianten dieser Sequenz entwickelt, die durch Nutzung einer zusitzlichen '*C-Dimension
bzw. von doppel-selektiver CW-Kreuzpolarisation die Selektivitit der vorgestellten Sequenz

im Falle von Signaliiberlagerungen deutlich erh6hen kdnnen.
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7.2 Pulsprogramm der verwendeten Variante des 13C-gefilterten NOESY

;gehal3Cnoesytp ;geha 18.03.2002
;avance-version

;2D homonuclear correlation via dipolar coupling
;dipolar coupling may be due to noe or chemical exchange.
;phase sensitive using TPPI

;Starts with 13C-Filter => only protons bound to 13C are
; selected and then "used" for the NOE-mixing time

#include <Avance.incls>
#include <Grad.incls>

;;ud0=3uu
llp2=pl*2 n
llp4=p3*2 n
;"d28=(p4-p2) /2" ;Non-composite 180 Degree 13C-Pulse
"d27=(2*p3+p4+6u-p2) /2" ;180 Degree 13C-Pulse=90x180y90x
1 ze
2 dil
3 (pl phl):f1 ;Start 13C-Filter
d4
; (d28 p2 pho) : £f1 (p4 phoO) :f2 ;Non-composite 180 Degree 13C-Pulse

(d27 p2 pho) : £1 (p3 phO0 3u p4 phl 3u p3 phO) :f2
;180 Degree 13C-Pulse=90x180y90x
d4 UNBLKGRAD

(pl pho) : f1
GRADIENT (cnst21)
dile
(pl phl) :f1
d4
; (d28 p2 pho) :£f1 (p4 phO) :f2 ;Non-composite 180 Degree 13C-Pulse

(d27 p2 pho) :f1 (p3 phO 3u p4 phl 3u p3 pho):f2
;180 Degree 13C-Pulse=90x180y90x

d4

(pl pho) :f1

GRADIENT (cnst22)

dleé ;End 13C-Filter
4u BLKGRAD

(pl ph4) :f1

do

(p4 pho) :f2 ;Refocussing during tl
do

(pl phb) :f1

ds

(pl phe) :f1

go=2 ph31

dl wr #0 if #0 1d0 ip4 zd
lo to 3 times tdl
exit

ph0=0
phl=1
ph4=0
ph5=0
phé6=0

22222222

o o N
= O

0 0O
133

N O
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ph31=0 2 2 01 33120023113

;pll : f£1 channel - power level for pulse (default)

;pl : f1 channel - 90 degree high power pulse on 1H (f1) at pll
;p3 : f2 channel - 90 degree high power pulse on 13C (f2) at pl2
;plé : gradient pulse length (=1ms)

;d0 : incremented delay (2D) [3 usec]

;d1 : relaxation delay; 1-5 * T1

;d4 : <=1/4J for HX

;d8 : mixing time

;dl16 :gradient recovery delay (=200u)

;in0: 1/(2 * SW) = DW

;nd0: 4

;NS: 8 * n

;DS: 16

;tdl: number of experiments

;MC2: TPPI

;use gradient program (GRDPROG) : 2sine
;use gradient ratios:

; 80 : 10

7.2.1 Verwendete Parameter

pll =0dB

pl =85 us
p2=17,8 us
pl6 = 1000 us
dl=1,7s

d4 =1,7241 ms (optimiert fiir eine 1J(C,H)-Kopplung von 145 Hz)**
d8 =200 us
d16 =200 us

SW (F1/F2) =7 ppm / 52501 Hz
olp/o2p = 3,5 ppm

td (F1) =256
td (F2) = 4096
ns =256

52 Die 1J(C‘H)—Kopplungen der Gruppen1-4 liegen laut HMBC-Spektrum im Bereich 139,2-147,0 Hz.
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7.3 Pulsprogramm der in Abb. 58 dargestellten Pulssequenz zur Bestim-

mung der Konfiguration chemisch fiquivalenter vicinaler Protonen’’

;bulukidop

;avance-version

;2D-sequence for measurement of 3JHH-coupling constants for determination
;0f configuration of chemically equivalent vicinal protons.

;B. Luy, G. Hauser, A. Kirschning, S. J. Glaser,

;Angew. Chemie 115, 1338-1341 (2003).

||p2=pl*2||
||p4:p3*2||

"d2=1/ (cnst4*2) "
"d4=1/ (cnst4*4)"
"dle=200u"
"d24=p3-pl"
"d23=(p3-pl) /2"

#include <Avance.incls>
#include <Grad.incl>

1l ze
10m
3 dl pli:f1 pl2:f2 do:f2
10u UNBLKGRAD
pl phs
d2
(d24 p2 pho) : f1 (p4 pho) :f2
d2 plii:f1
if "l14 < 1" goto 8
4 (p20 phlo) :f1

N

(p20 phl1l) :f1
(p20 phl1l) :f1
(p20 phlo) :f1
(p20 phlo) :f1
(p20 phlo) : f1
(p20 phl1l) :f1
(p20 phll) :f1
(p20 phll) :f1
(p20 phlo) : f1
(p20 phlo) : f1
(p20 phll) :f1
(p20 phll) :f1
(p20 phll) :f1
(p20 phlo) :f1
(p20 phlo) :f1

lo to 4 times 14
8 d4 pll:fl pl2:f2
(d24 p2 pho) : f1 (p4 pho) :f2
d4
(d23 pl phl):f1 (p3 phl) :f2
d4
(d24 p2 pho) :£f1 (p4 phoO) :£f2

>3 Die zu verwendenden Parameter sind den Kommentaren des Pulsprogramms zu entnehmen.
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d4

(p3 pho) : £2

3u plil3:f1l

(p27 pho) : f1

3u

pll:gpl

dle pll:f1

(p3 ph4) :f2

d4

(d24 p2 pho) : £1 (p4 pho) :f2
d4

(d23 pl phl) :f1 (p3 phl):f2
d4

(d24 p2 pho) : £1 (p4 pho) :f2
d4

10u BLKGRAD
3u pli2:f2

go=2 ph31 cpds2:£f2
30m do:f2 wr #0 if #0 zd iu4
lo to 3 times tdil

exit

ph0=0

phl=1

ph2=2

ph3=3

ph4=0 2

ph5=0 0 2 2
phl0=(360) 10
phl1l=(360) 28
ph31=0 2 2 0

1
1

;pll : f1 channel - power level for pulse 1H(default)
;pl2 : f£2 channel - power level for pulse 13C(default)
;plll : £1 channel - selective TOCSY power

; (typically rf-amplitude of 500 Hz)

;pll2 : f2 channel - 13C decoupling power

;pl13 : f1 channel - power for spin lock pulse

; (typically 6 dB lower than pll)

;pl : f1 channel - high power 90 pulse 1H

;p2 : f1 channel - high power 180 pulse 1H
;p3 : f£2 channel - high power 90 pulse 13C
;p4 : f2 channel - high power 180 pulse 13C

;pll: gradient pulse for removing 12C-bound signals

; (typically 5ms)

;p20 : f1 channel - selective TOCSY 180 pulse

; (typically 1 ms for 500 Hz rf-amplitude)

;p27 : f1 channel - spin lock pulse

; (typically 2ms)

;14 : loop counter for TOCSY incrementation MUST BE 0!
;cnst4 : JHC coupling constant for vicinal protons (e.g. 160)
;dl : relaxation delay; 1-5 * T1

;d2 : 1/2J(HC)

;d4 : 1/4J(HC)

;dl6 : gradient relaxation delay

; (typically 200u)

;d24 : difference f2/f1 180 pulse

;d23 : difference f2/f1 90 pulse
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;9pl : gradient for removing 12C-bound signals

; (typically 30% on xX,y,z on a triple axis gradient probehead)
;cpdprg : DIPSI-2 or GARP. Since the decoupling bandwidth needed is rather
; narrow, DIPSI-2 might give cleaner decoupling.

;phl10, phll: y, -y phase, corrected for selective TOCSY relative to

; hard pulse phase.

;01 : must be set onresonant on the chemically equivalent vicinal protons

; for the selective TOCSY.

;02 : roughly at the 13C-chemical shift of the adjacent carbon.

;DS : 16

;NS : 4 * n

;TD1 : e.g. 64 points for about 1 Hz/Pt resolution in J-dimension for

; 500 Hz rf-amplitude selective TOCSY.

;TD2 : e.g. 4k points, depends on 1lH-resolution needed.

;COMMENT: Calibrate pulses carefully!! Wrongly calibrated pulses lead to

;a central artifact signal in the J-dimension. IF THIS CENTRAL SIGNAL IS
;DUE TO A MISCALIBRATED SELECTIVE TOCSY PULSE THE MEASURED COUPLING
;CONSTANT MIGHT NOT BE RELIABLE!!! The integral of the artefact at 0 Hz in
;the center of the J-splitting relative to the integral of the J-split
;signal itself gives an estimate for the error of the determined coupling
;jconstant. Errornous splittings should be generally larger than the correct
;ones.

;PROCESSING: In the indirect dimension only REAL data are available. With
;X-WINNMR software MC2 = QF and PH mod = mc can be set to view the spectrum
;in magnitude mode. Sharper lines can be achieved for example using nmrPipe
;as described in the publication (see top of this file).
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7.5 Abkiirzungsverzeichnis

1D

2D
Ace
ACN
COSY
DEPT
DMSO
DNA
ESI
FID

Fp

Glu
HMBC
HMQC
HPLC

HSQC
INEPT
Met
MHK
MRI
mRNA
MRSE
NMR
NOE
NOESY
ORF
PCR
ppm
Pyr
RNA
rRNA
S/N
TOCSY
tRNA
VRE

124

eindimensional (z.B. 1D-"H-Spektrum)
zweidimensional

1-C-Na-Acetat

Acetonitril

Correlated Spectroscopy

Distortionless Enhancement by Polarization Transfer
Dimethylsulfoxid

Desoxyribonukleinsdure

Elektrospray-lonisation

Free Induction Decay (deutsch: Freier Induktionszerfall)
Fest- oder Schmelzpunkt

1-C-D-Glucose

Heteronuclear Multiple Bond Coherence
Heteronuclear Multiple Quantum Coherence

High Performance Liquid Chromatography (bzw. in den Anfangszeiten dieser
Technik "High Pressure Liquid Chromatography").

Heteronuclear Single Quantum Coherence

Insensitive Nuclei Enhanced by Polarization Transfer
L-Methionin-(Methyl)"*C

Minimale Hemmkonzentration (siche Glossar)

Magnetic Resonance Imaging (deutsch: Magnetresonanztomografie)
messenger-RNA (Boten-RNA)

Methicillin-resistente Staphylococcus aureus

Nuclear Magnetic Resonance

Nuclear Overhauser Enhancement

Nuclear Overhauser Enhancement and Exchange Spectroscopy
Open Reading Frame (deutsch: Offener Leserahmen)

Polymerase Chain Reaction (deutsch: Polymerase-Kettenreaktion)
parts per million (=10°)

2-3C-Na-Pyruvat

Ribonukleinsdure

ribosomale RNA

Signal to Noise ratio (Signal-zu-Rausch-Verhiltnis)

Total Correlation Spectroscopy

transfer-RNA

Vancomycin-resistente Enterokokken



7.6 Glossar

Antidiabetikum

Bakteriolyse

bakteriostatisch

bakterizid

Bioverfiigbarkeit

Blutschizonten

Codon

Gram-positiv/-negativ

Immuninsuffizienz

inhibieren
intravenos
kardiotoxisch

Meningitis

Minimale Hemmbkonzentr.

Myzel

Mykose
nephrotoxisch
neurotoxisch

nosokomiale Infektion

blutzuckersenkendes Mittel

die Auflosung bzw. Vernichtung von Bakterien, z.B. durch bestimmte
Antibiotika

die Keimvermehrung hemmend

die Keime eliminierend (Um eine klinisch relevante Bakterizidie zu
besitzen, muss ein Antiinfektivum innerhalb von 4-8 Stunden mindes-
tens 99% aller Bakterien abtoten.)

Ausmal} und Geschwindigkeit, mit der ein Medikament im Korper frei-
gesetzt, resorbiert und letztendlich am Wirkort verfiigbar wird (betragt
bei intravendser Applikation definitionsgeméaf3 100%)

eine der Entwicklungsstufen der Parasiten bei der Malariaerkrankung

eine in mRNA-Molekiillen vorkommende Sequenz von drei

Nukleotiden, die im genetischen Code eine Aminosaure codiert

Einteilung der Bakterien nach ihrem Verhalten bei der Gram-Farbung
(benannt nach ihrem Entwickler Hans Christian Gram). Bakterien besit-
zen ein aus Murein (Peptidoglykan) bestehendes Geriist als Teil ihrer
Zellwand (Abb. 1). Bei Gram-positiven Bakterien macht es etwa 50%,
bei Gram-negativen nur 5-10% der Zellwand aus. Ferner ist es bei letz-
teren zusdtzlich noch von einer aus (teilweise ungewohnlichen) Lipiden
bestehenden, dulleren Membrane umgeben. Die Farbstoffe interkalieren
nun unterschiedlich mit diesem Mureingertist.

geschwichte oder fehlende Abwehr des Organismus mit erhohter Anfal-
ligkeit fiir Infektionen (z.B. bei HIV-Infektion oder der Therapie mit
Zytostatika)

hemmen

in die Vene injiziert
herzschiadigend
Hirnhautentziindung

Geringste Konzentration eines Antiinfektivums, die in vitro das Wachs-
tum eines Erregerstammes zu unterbinden vermag.

(auch Mycel), die Gesamtheit aller Hyphen (Hyphen = fadenférmige
Zellen eines Pilzes)

Pilzerkrankung
nierenschidigend
das Nervensystem schddigend

bei einem Krankenhausaufenthalt erworbene Infektion (auch als Hospi-
talismus bezeichnet)
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pathogen

(per)oral

persistent

Plasmid

Porin

proliferierend

Protozoen

Reserveantibiotika

Resorption

Zytostatikum
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krankmachend

Aufnahme eines Medikaments ,,durch den Mund“ und anschlieflende
Resorption im Magen-Darm-Kanal

fortbestehend

Kleine DNA-Ringe, die man in Bakterien und einigen anderen Orga-
nismen findet. Plasmide konnen sich unabhéngig vom Chromosom der
Wirtszelle vermehren. Sie konnen relativ einfach auf andere Bakterien
iibertragen werden.

porenformende Transmembran-Proteine in der duleren Membran von

gram-negativen Bakterien. Sie dienen dem Stoffaustausch durch die
Membran hindurch.

wuchernd, sich schnell teilend, gesteigertes Wachstum zeigend

(Einzahl: Protozoon) Einzeller, die keine Zellwand, aber im Gegensatz
zu Bakterien einen Zellkern besitzen. Sie werden daher auch zu den Eu-
karyoten gezéhlt. (Bakterien, mangels Zellkern, dagegen zu den Proka-
ryoten.) Zu den durch Protozoen ausgeldsten Erkrankungen gehdort z.B.
die Malaria.

Antibiotika, die fiir normale Infektionen nicht zur Therapie in Betracht
gezogen werden, um Resistenzentwicklung zu verhindern. Sie sollen
nur bei schweren Infektionen, mit bestimmten gegen andere Antibiotika
unempfindlichen Bakterienstimmen (z.B. MRSA), zum Einsatz kom-
men.

Die Aufnahme eines Wirkstoffs von der Korperoberfliche (auch den
Schleimhéuten des Magen-Darm-Kanals) oder aus ortlich begrenzten
Stellen im Korperinneren in die Blutbahn oder das LymphgefaB3system,
von wo aus die Verteilung in den Gesamtorganismus erfolgt.

Wirkstoffe, die das Wachstum (und insbesondere die Zellteilung) von
(Tumor-)Zellen hemmen. (Streng genommen miisste man von zytotoxi-
scher Wirkung sprechen, da die Zellen zerstort bzw. geschidigt wer-
den.)



7.7 Chemische Verschiebungen fiir Avilamycin B und C

a: 51 und 52 sind nicht zu unterscheiden.

b: Diese Atome von Avilamycin B weisen die gleichen chemischen

Ring [Position Avilamycin A | Avilamycin B Rine |Position Avilamycin A | Avilamycin B
3('H) [ppm] | 8(‘H) [ppm] £ 3(°C) [ppm] | 8("°C) [ppm]
G | H-44 5,09 5,11 G | c44 93,8 93,8
G | H45 531 528 G | c45 68,4 68,9
G | H-46 3,87 3,89 G | c46 77,6 77,4
G | H47 4,16 4,15 G | c47 69,2 69,1
G | H-48a 3,84 3,83 G | c48 62,0 62,1
G | H-48b 4,17 b G | c49 174,5 168,9
G | H-50 2,60 2,06 G | ¢c-50 33,0 20,2
G | H-51 1,08 ° G | cs1 18,0 °
G | H52 1,10° G | c32 18,6 °
H | H-54 3,78 b H | ¢33 118,4 118,1
H | H-55 3,86 b H | C-54 71,4 b
H | H-57 3,87 3,89 H | c55 79,2 b
H | H-58 0,96 1,00 H | c-36 81,6 81,7
H | H-60 2,24 2,25 H | c57 73,8 73,7
H | H-61a 5,03 b H | c-58 13,4 13,5
H | H-61b 5,04 b H | Cc-59 210,3 b
H | C-60 27,3 b
H | c-61 95,7 b

Verschiebungen wie die entsprechenden Atome in Avilamycin A.

Ring [Position Avilamycin A | Avilamycin C Ring [Position Avilamycin A | Avilamycin C
S('H) [ppm] | 8('H) [ppm] 3(°C) [ppm] | 8(°C) [ppm]
H | H-54 3,78 3,75 H C-53 118,4 118,6
H | H-55 3,86 3,84 H C-54 714 72,2
H | HO-56 ? 4,80 H C-55 79,2 76,2
H | H-57 3,87 3,99 H C-56 81,6 84,8
H | H-58 0,96 1,02 H C-57 73,8 73,1
H | H-59 3,52 H C-58 13,4 12,6
H | HO-59 4,86 H C-59 210,3 67,7
H | H-60 2,24 1,19 H C-60 27,3 18,6
H | H-6la 5,03 4,96 H C-61 95,7 95,2
H | H-61b 5,04 5,00
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