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Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit leistet einen wichtigen Beitrag zur Aufklarung und zum Verstandnis der
Biosynthese  polycyclischer  Tetramat-Makrolactame (PTMs). PTMs  bestehen aus einem
Makrolactamring, in dem eine Tetramsaure-Einheit inkorporiert ist. Am Makrolactam-Grundgerdst ist ein
bi- bzw. tricyclisches Ringsystem anneliert. Dieses carbacylische Strukturelement ist fur die Klasse der
PTM-Naturstoffe charakteristisch und variiert stark unter den einzelnen Vertretern. Die Aufklarung der
Biosynthese der PTMs ist von groem Interesse, vor allem aufgrund des breiten Wirkungsspektrums und

den daraus resultierenden Anwendungsmdglichkeiten dieser Verbindungen.

Im ersten Teil der Arbeit konnte erstmalig das Biosynthesecluster von Ikarugamycin (23) in Streptomyces
sp. Tu6239 entdeckt werden. Durch heterologe Expression in E. coli stellte sich heraus, dass nur drei
Gene fir den Aufbau der komplexen Struktur von 23 notwendig sind. Mit weiteren
Expressionsexperimenten, in denen einzelne Gene des Biosyntheseclusters deletiert wurden, konnten
potentielle Biosynthese-Intermediate von 23 detektiert und damit ein Vorschlag fiir die
Biosynthesesequenz aufgestellt werden. Die heterologe Expression in E. coli war zudem der erste
funktionelle Beweis fur das iterative PKS I-System in der PTM-Biosynthese. Unter Anwendung dieses
neu etablierten Expressionssystems fir PTMs konnten ferner die Produkte einer Reihe bislang nicht-
charakterisierter PTM-Biosynthesecluster bestimmt werden (Produktion von HSAF (25) und Maltophilin
(24) durch Lysobacter capsici und von 23 durch Salinispora arenicola). Zudem wurden Grundlagen fir
die heterologe Expression weiterer PTM-Gencluster (z. B. aus Saccharophagus degradans und

Saccharopolyspora spinosa) in Streptomyceten gelegt.

Ein weiteres Ziel der Arbeit war es zu testen, ob PTM-Biosynthesegene unterschiedlicher Gencluster
ausgetauscht und so zur Generierung neuer PTM-Strukturen verwendet werden kénnen. Dies gelang durch
die in vivo- und in vitro-Hydroxylierung von 23 durch PTM-Hydroxylasen (aus Lysobacter capsici oder
Saccharophagus degradans), die in vielen putativen PTM-Genclustern zu finden sind. Diese Arbeit zeigte
erstmalig die Promiskuitat eines postmodifizierenden PTM-Enzyms und bildet die Grundlage fur weitere,

gezielte Veranderungen komplexer PTM-Strukturgeriste durch Methoden der synthetischen Biologie.

In einem zusatzlichen Projekt wurde die Gewinnung neuer Naturstoffe aus Streptomyceten und marinen
Actinomyceten behandelt. So gelang die Isolierung, Strukturaufklarung und biologische
Charakterisierung der Cycloheptamycine aus Streptomyces sp. Tii6314 sowie die Identifizierung des
Cycloheptamycin-Genclusters. Aus den beiden marinen Stammen Rhodococcus RV77 und RV8 konnte
ein Diketopiperazin, Cyclo(prolyltyrosyl) entdeckt werden. Ebenfalls konnten die bereits bekannten

Antibiotika des SF2446-Typs aus Streptomyces lincolnensis RV15 isoliert werden.
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Abstract

This thesis provides an important contribution to the elucidation and understanding of the biosynthesis of
polycyclic tetramate macrolactams (PTMs). PTMs consist of a macrolactam ring in which a tetramate unit
is incorporated. Attached to this backbone is a bi- or tricyclic ring system. This carbacyclic element is
characteristic for the class of PTM natural products and varies among the individual representatives. The
elucidating of the biosynthesis of PTMs is of considerable interest, mainly due to the broad spectrum of

biological activities and thus the resulting potential applications of these compounds.

In the first part of the work, the biosynthetic gene cluster of ikarugamycin (23) from Streptomyces sp.
Ti6239 was discovered for the first-time. By heterologous expression in E. coli it was found that only
three genes are required for the construction of the complex structure of 23. Further experiments, in which
single genes of the biosynthetic gene cluster were deleted, resulted in the detection of potential
intermediates of 23. Based on these results, a biosynthetic proposal for the formation of 23 was proposed.
The heterologous expression in E. coli furthermore provided the first functional proof of the iterative
PKS I system in PTM biosynthesis. Using this newly established expression system for PTMs, a number
of products of previously uncharacterized PTM biosynthetic gene cluster were determined (production of
HSAF (25) and maltophilin (24) by Lysobacter capsici and of 23 by Salinispora arenicola). In addition,
the experimental foundation for the heterologous expression of further PTM gene cluster (e. g. from
Saccharophagus degradans and Saccharopolyspora spinosa) in Streptomyces was elaborated.

Another objective of this work was to test whether PTM biosynthetic genes of different gene clusters can
be interchanged for the generation of new PTM structures. This was achieved by in vivo and in vitro
hydroxylation of 23 by PTM-hydroxylases (from Lysobacter capsici or Saccharophagus degradans).
These enzymes can be found in many putative PTM gene clusters. This work showed the promiscuity of a
postmodifying PTM enzyme for the first-time and thus forms the basis for further, selective modifications
of PTM structural frameworks by applying new methods of synthetic biology.

In addition, the isolation of new natural products from streptomyces and marine actinomycetes was
investigated. This led to the structure elucidation and biological characterization of cycloheptamycins
from Streptomyces sp. Ti6314 and to the identification of the corresponding cycloheptamycin
biosynthetic gene cluster. From the two marine strains Rhodococcus RV77 and RV8, a diketopiperazine,
cyclo (prolyltyrosyl) was found. In addition, the antibiotics of the SF2446-type, which were previously

reported from other bacteria, were isolated from Streptomyces lincolnensis RV15.
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Einleitung

1. Einleitung

Naturstoffe sind Substanzen, die hdufig im Rahmen des Sekunddrmetabolimus von Organismen
entstehen. Grundsatzlich unterscheidet man den Primar-, der fiir das Uberleben essentiell ist, und den
Sekundarstoffwechsel. Die Produkte des Sekundarstoffwechsels sind fir die Vermehrung und Erhaltung
zwar entbehrlich, aber wegen ihrer okologischen Bedeutung fiir das Uberleben eines Organismus von
groBem Vorteil. Beispielsweise fungieren diese Verbindungen als Kommunikations- oder
Verteidigungssubstanzen und werden aufgrund dessen nicht notwendigerweise bei allen
Umweltbedingungen produziert.*? Naturstoffe werden schon seit Jahrtausenden vom Menschen
verwendet. Der prahistorische Mensch nutzte etwa das Gift der Tollkirsche zur Benetzung von Pfeilen,
um bei der Jagd erfolgreicher zu sein.® Im Gegensatz dazu liefert die Verabreichung des
Schierlingsbechers ein negatives Beispiel fir den Einsatz von Naturstoffen. Dieser wurde im antiken
Griechenland, vermittelt durch das im Samen enthaltene toxische Alkaloid Coniin (1) (Abbildung 1), zur
Vollstreckung der Todesstrafe genutzt. Ein berlhmtes Beispiel ist die Hinrichtung des griechischen
Philosophs Sokrates.*

Diese Beispiele zeigen, dass bis vor wenigen Jahrzehnten Pflanzen und deren Extrakte eingesetzt wurden,
ohne die jeweils wirksamen Inhaltsstoffe zu kennen. Mit der Entwicklung moderner physikalisch-
chemischer Methoden wurden erstmals gezielt Reinsubstanzen aus den Extrakten isoliert.® Die
identifizierten Wirkstoffe der Heilpflanzen konnten dadurch besser dosiert verabreicht werden. Die
Isolierung des Morphins (2) aus Papaver somniferum vor ber 200 Jahren 6ffnete so neue Wege in der
Anwendung von Naturstoffen. Bis heute zéhlt es zu den starksten verfiigbaren Schmerzmitteln.® Ebenfalls
wegweisend war die Entdeckung von Penicillin G (3) aus Penicillium notatum’ und Streptomycin (4), zur
Behandlung von Tuberkulose, aus Streptomyces griseus (Abbildung 1).2 Erstmals konnten bakterielle
Infektionen, die friiher den sicheren Tod bedeuteten, behandelt werden.®
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Abbildung 1. Strukturen von Coniin (1), Morphin (2), Penicillin G (3) und Streptomycin (4).
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Einleitung

Die Entdeckung wichtiger Wirkstoffe aus Mikroorganismen flihrte ab den 40er Jahren zu einer intensiven
Erforschung antiinfektiver Substanzen aus mikrobiellen Quellen, mit der Entdeckung nahezu aller, auch
heute noch eingesetzter Antibiotika. Davon wurden viele aus Bodenbakterien der Ordnung
Actinomycetales gewonnen.® Zu den wichtigsten Strukturklassen, die als Antibiotika eingesetzt werden,
zdhlen neben den Penicillinen, wie zum Beispiel 3, die Cephalosporine, z. B. Cefalotin (5), die
Quinolone, z. B. Nalidixinsaure (6), die Macrolide, z. B. Erythromycin (7) und die Tetracycline, z. B.
Oxytetracyclin (8) (Abbildung 2).* Von den genannten Molekiilen sind lediglich die Quinolone nicht
bakteriellen Ursprungs. Trotz der hohen Anzahl bereits entdeckter antibiotischer Wirkstoffe ist die stetige
Suche nach Strukturklassen mit neuartigen Wirkmechanismen unabdingbar, da die steigende Anzahl
multiresistenter Erreger zunehmend die antibiotischen Behandlungsmdglichkeiten einschrankt.
Fortlaufend werden neue Derivate der bekannten Antibiotika gegen die resistenten Erreger eingesetzt.!
Dies gewahrt jedoch nur einen kleinen Vorsprung, wie die stetig steigende Anzahl an Antibiotika-
Generationen zeigt.!! Besonders der Einsatz spezifisch wirkender Antibiotika konnte in Zukunft die
Bildung von Resistenzen minimieren. Das Bundeskabinett beschloss kirzlich eine Strategie gegen die
Antibiotika-Resistenzbildung (Deutsche Antibiotika-Resistenz-Strategie (DART 2020)), welche Regeln

fur den Einsatz und die Erforschung neuer Antibiotika beinhaltet.!?

H O O

Abbildung 2. Strukturen einiger Antibiotika: Cefalotin (5), Nalidixinsaure (6), Erythromycin (7) und
Oxytetracyclin (8).

Naturstoffe, die aus der Gruppe Actinomycetales isoliert werden, helfen jedoch nicht nur im Kampf
gegen Infektionen, sondern z. B. auch gegen Zivilisationskrankheiten, wie zum Beispiel Diabetes
mellitus. Der Naturstoff Acarbose hemmt etwa den Abbau von Kohlenhydraten im Darm und senkt somit

den Glucosespiegel im Blut.®* Zudem produzieren Actinomyceten viele weitere bioaktive Substanzen,



Einleitung

unter anderem Antimykotika, Zytostatika, Insektizide und Virostatika.®'4'> Die Etablierung moderner
molekularbiologischer und biochemischer Arbeitstechniken ermdglichte in den letzten Jahren die
Biosynthese von Naturstoffen genauer zu untersuchen. Mit Hilfe von genetischen Daten und deren
bioinformatischen Analyse koénnen daher nun Vorhersagen der zu erwartenden Naturstoffprodukte
gemacht werden.?® Der Einblick in das genetische Material von Bakterien der Ordnung Actinomycetales
deckte viele bislang unbekannte Naturstoff-Biosynthesegencluster auf, deren Produkte sich mit den
klassischen Methoden der Naturstoffisolierung nicht auffinden lassen.® Diese genomischen Datensatze
verhelfen gezielt nach interessanten Stoffklassen zu suchen und Strategien zur Expression des jeweiligen
Naturstoffs zu entwickeln. Im Folgenden werden in diesem Zusammenhang die Streptomyceten genauer
vorgestellt, da sie bis heute die hdufigsten Lieferanten von bioaktiven Naturstoffen aus Mikroorganismen
sind und da deren Genome riesiges Potential zur Entdeckung einer Vielzahl weiterer, neuartiger

Wirkstoffe vermuten lassen.®



Einleitung

1.1 Streptomyceten

Streptomyceten gehéren zur Gruppe der Actinomyceten und leben groftenteils im Boden. Sie erndhren
sich von organischem Material und werden daher als saprotroph bezeichnet. Im Unterschied zu anderen
Bakterien liegt ihr Genom nicht zirkular, sondern meist linear angeordnet vor und ist sehr GC-reich
(ca. 72 % GC-Gehalt).8" Thr komplexer Lebenszyklus ahnelt eher dem von Pilzen als dem anderer
Bakterienarten. So bilden sie wie Pilze Sporen, die als Ubergangszustand bei ungiinstigen
Wachstumsbedingungen eine Uberlebensstrategie darstellen.’® Stehen wieder Nahrstoffquellen zur
Verfligung, keimen die Sporen aus und bilden das Substratmyzel (Abbildung 3). Daraufhin bildet sich
ausgehend vom Substratmyzel das Luftmyzel. Die Segmentierung an den Enden des Luftmyzels fiihrt

wiederum zur Ausbildung von Sporen.®

Abbildung 3. Mikroskopische Aufnahme von kurzen, verzweigten Filamenten des Stammes Streptomyces
coelicolor.?

Streptomyceten produzieren eine sehr groRe Vielfalt an Sekunddrmetaboliten und gelten als eine der
wichtigsten Quellen medizinisch wirksamer Naturstoffe (Abbildung 4). Vancomycin (9) ist ein
Reserveantibiotikum gegen Methicillin-resistente Staphylococcus aureus (MRSA).?* Entdeckt wurde 9 aus
Amycolatopsis orientalis, welches zur Ordnung der Actinomycetales gehért und den Streptomyceten sehr
ahnlich ist. Ein Antibiotikum mit neuartigen Wirkmechanismus gegen MRSA-Stamme konnte kirzlich
aus unkultivierbaren Eleftheria terrae, mit dem speziellen “iChip-Verfahren®, isoliert werden.?? Es handelt
sich dabei um das ungewdhnliche Depsipeptid Teicobactin (10), welches die Zellwandsynthese der
Bakterien, durch Bindung an die zwei Vorstufen Lipid Il und Lipid IlI, inhibiert.?® Auch marine
Streptomyceten produzieren eine Vielfalt biomedizinisch interessanter Naturstoffe und werden zurzeit
intensiv untersucht.?#?> Ein bekanntes Beispiel ist Salinispora tropica CNB-440,%° ein in marinen
Sedimenten vorkommender Actinomycet, aus welchem das vielversprechende Krebsmedikament
Salinosporamid A (11) isoliert wurde (Abbildung 4).%°
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Abbildung 4. Strukturformeln von Vancomycin (9) aus dem Stamm Amycolatopsis orientalis®, Teicobactin (10) aus
Eleftheria terrae? und Salinisporamid A (11) aus Salinispora tropica.*

Ein weiterer zytotoxischer, bakterieller Wirkstoff ist das Mitomycin C (12), welches aus Streptomyces
caespitosus isoliert wurde (Abbildung 5).5' Das bioaktive Spektrum bakterieller Naturstoffe umfasst
auRerdem antifungale (z. B. Amphotericin B (13), isoliert aus Streptomyces nodosum),® antiparasitére
(z. B. Ivermectin (14), isoliert aus Streptomyces avermitilis)® bis hin zu immunosupressiven Substanzen
(z. B. Rapamycin (15), isoliert aus Streptomyces hygroscopicus).®* Interessanterweise werden viele der
genannten, strukturell hoch komplexen Substanzen in den bakteriellen Produzenten aus einfachen
Aminoséure- bzw. Acetat-Bausteinen  Uber nicht-ribosomale  Peptid-Biosynthese (9, 10),
Polyketidbiosynthesewege (13-15), oder Kombinationen daraus (11) aufgebaut. Das biosynthetische
Konzept dieser duBerst wichtigen Sekundérstoffbiosynthesewege wird daher im Folgenden, insbesondere

am Beispiel der Polyektid-Biosynthese, eingehend erlautert.
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Abbildung 5. Strukturen von Mitomycin C (12) aus Streptomyces caespitosus®, Amphotericin B (13) aus
Streptomyces nodosum®, lvermectin (14) aus Streptomyces avermitilis® und Rapamycin (15) aus Streptomyces
hygroscopicus isoliert.3
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2. Hintergrund

2.1 Grundlagen der Polyketid-Biosynthese

Polyketidsynthasen (PKS) produzieren eine grofle Bandbreite bioaktiver Naturstoffe. Prominente
Beispiele aus der Klasse der Polyketide sind die bereits erwédhnten Verbindungen Erythromycin (7),
Amphotericin B (13) und Rapamycin (15), sowie der Cholesterinsenker Lovastatin (16).3%" Die
Biosynthese  dieser  Verbindungen erfolgt  durch  aufeinanderfolgende, Claisen-artige
Kondensationsreaktionenen mit Acyl-Coenzym A als Starter-Einheit und Malonyl-Coenzym A, oder
einfachen o-Alkyl-Derivaten davon, als Elongationssubstraten. Die Architektur der PKS und die
Reaktionsablaufe erinnern an die der Fettsdurebiosynthese durch die Fettsduresynthasen (FAS). PKS und
FAS unterscheiden sich jedoch signifikant in der reduktiven Prozessierung der Biosyntheseintermediate.
In der Fettsdure-Biosynthese kommt es nach jedem Elongationsschritt zu einer vollstandigen Reduktion
und damit jeweils zum Einbau eines vollstandig gesattigten C,-Bausteins.*® Polyketide kdnnen hingegen
nach jedem Kettenverlangerungsschritt komplett, partiell oder gar nicht reduziert werden. Zudem kann
sich die Komplexitat der PKS-Produkte durch Variationen von Kettenldngen, Verzweigungsgrad und
Stereochemie sowie durch die zusétzliche Anwendung funktionalisierender Tailoring-Enzyme weiter
erhéhen.® Zu den katalytischen Doménen in PKS zahlen unter anderem die Acyltransferase (AT), die
Ketosynthase (KS), das Acyl-Tréager-Protein (ACP), die Ketoreduktase (KR), die Dehydratase (DH), die
Enoylredukatse (ER) und die Thioesterase (TE). Die einzelnen Funktionen dieser Doménen werden am

Beispiel der Biosynthese von 7 im spateren Verlauf dieses Kapitels naher erlautert.®

Polyketidsynthasen kdnnen je nach Aufbau und Funktionsweise in drei Klassen unterteilt werden: PKS
vom Typ I, Il und I11 (Abbildung 6). Der Vorgang der Kettenverlangerung kann dabei je nach PKS iterativ
oder modular erfolgen.® In iterativen PKS werden katalytische Doménen mehrfach genutzt. Im Gegensatz
dazu wird in modularen Systemen flieRbandartig jede Doméne nur einmal genutzt. Von der Typ Il PKS
kennt man bis heute nur iterative Synthasen, die ausschlieB8lich in Bakterien vorkommen. Die katalytisch
aktive Grundeinheit, die bei Typ Il PKS immer wieder genutzt wird, wird als ,,Minimal-PKS* bezeichnet.
Diese besteht aus zwei freistehenden Ketosynthasen (KS,, KSg) und einer ACP. KS,, katalysiert dabei die
decarboxylative Kettenverlangerungsreaktion mit Malonyl-CoA. Dagegen ist KSg nicht direkt an der
Kettenverlangerung beteiligt. Es kontrolliert jedoch die Lange der wachsenden Polyketidkette und wird
daher auch hiufig als ,,chain length factor* (CLF) bezeichnet.*® Die Biosynthese durch die Minimal-PKS
wird zusammen mit anderen katalytisch aktiven Biosyntheseenzymen, die das Produkt weiter modifizieren

und aromatisieren, durchgefuhrt. Dazu gehdren unter anderem die Cyclasen (CYC), die KR und die
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Aromatasen (ARO).%" Produkte der Typ Il PKS sind aromatische, oft polycyclische Naturstoffe, zum
Beispiel die Tetracycline, wie das bereits erwéhnte 8 (siehe Abbildung 2).

PKS II PKS Il

z. B. Oxytetracyclin (8) z. B. Curcumin

mPKS |

z. B. Lovastatin (16) z. B. Erythromycin (7)

Abbildung 6. Schematische Ubersicht zu den unterschiedlichen Typen der Polyketidsynthasen.®’

Typ Il PKS, auch bekannt als Chalcon-Synthase-&hnliche PKS, arbeiten ebenfalls iterativ und weisen
eine Besonderheit auf: bei dieser PKS findet die Kettenverlangerung nicht wie (blich an ACP
gebundenen, sondern direkt, mit freien Acyl-CoA-Bausteinen statt. Dabei dient Malonyl-CoA als
Elongationssubstrat. Das breite Produktspektrum resultiert aus der Flexibilitit der Verl&ngerungsschritte,
der finalen Cyclisierung und der Auswahl des Startsubstrates. PKS 111 kdnnen alternative Starter-Einheiten
verwenden, wie beispielsweise Zimtsaure-Derivate. Ihre Produkte sind ebenfalls vorwiegend aromatisch,
wie zum Beispiel der natrliche Farbstoff Curcumin. Er wird von der Pflanze Curcuma longa gebildet.®"3°
Typ Il PKS waren lange Zeit nur aus Pflanzen bekannt. In den letzten Jahren konnten einige wenige

Vertreter dieser Synthasen jedoch auch in Pilzen* und in Bakterien*! identifiziert werden.

PKS vom Typ | werden in iterative und modulare PKS | unterteilt. Im Folgenden werden die Funktionen
der einzelnen Domdnen am Beispiel der Biosynthese von 7 durch eine modulare PKS vom Typ |
dargestellt (Abbildung 8). Zu Beginn der Synthese wahlt die Acyltransferase (AT) in Modul eins der PKS
Propionyl-CoA als Startsubstrat aus. Dieses wird unter Bildung eines Acyl-ACP-Thioesters zundchst an
das ACP gebunden.*? Daflir muss das ACP vor der Verkniipfung mit dem Substrat aktiviert werden. Dies
geschieht durch die posttranslationale, kovalente Bindung des Phosphopantetheinyl-Armes aus Coenzyms
A an einen konservierten Serin-Rest im ACP. Katalysiert wird diese Reaktion durch eine

Phosphopantetheinyltransferase (PPTase), die das ACP so von der apo-Form in die aktive holo-Form
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Uberfuhrt (Abbildung 7). Das entstehende ACP tragt nach der Reaktion einen Phosphopantetheinarm zur
Bindung der Substrate tiber einen Thioester.*?

> PPTase ) H3C CH30 o
ACE OH &+ CoOA ———» _ F—
-3 e

oH H H
o~

Abbildung 7. Dargestellt ist die Reaktion des apo-ACP zu seiner aktiven holo-Form, katalysiert durch eine PPTase.
Die Struktur von Coenzym A wird hiufig abgekirzt durch CoA.* Der Phosphophantetheinylrest wird haufig auch
als geschlangelte Linie dargestelit.

In den folgenden Modulen wird durch die AT jeweils das Elongationssubstrat, in diesem Fall
Methylmalonyl-CoA (MMCoA), ausgewahlt. Die KS sorgt im weiteren Verlauf dafir, dass die Starter-
und Elongationseinheit unter Kohlenstoffdioxid-Abspaltung verknipft werden und sich die Kette somit
um eine C,-Einheit je Modul verlangert. Wéhrend der Biosynthese bleibt die wachsende Polyketidkette an

die ACPs der unterschiedlichen Module gebunden.

1 Modul 2 Modul 3 Modul 4 Modul 5 Modul 6 Modul 7 Modul
ER
KR!
) Ri e

| KS)( AT  KS)( AT

H3C' H3C
HsC HsCr -
H3C H3C H3C"'
HsC HsC
HsC HsC
HsC
HsC \CH3
H C H3C/ \CH3
¥ \\-CHs
-
odcH, T [ O
HsC "
0 HC-o e ‘OH
CH3
OH
CH3

Abbildung 8. Biosynthese der modularen PKS-I von Erythromycin (7).%
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In den Modulen zwei und drei katalysiert die zusétzlich anwesende KR die Reduktion der B-
Ketofunktionen der verldngerten Biosyntheseintermediate. Das vierte Modul fligt ohne reduktive
Veranderungen lediglich ein mMCoA an, wohingegen das funfte Modul zunéchst durch die KR eine
Hydroxylgruppe generiert, welche anschliefend durch die DH als Wasser abspalten wird und nach ER-
vermittelter Reduktion die Inkorporation eines gesattigten Bausteins erlaubt. Die letzten beiden Module
sechs und sieben katalysieren, analog zu den Modulen zwei und drei, ebenfalls eine Addition von
mMCoA unter Reduktion der Ketofunktion zum Alkohol. Im letzten Schritt wird das lineare
Vorlaufermolekil durch die TE in einer intramolekularen Makrolactonisierung vom siebten Modul
abgespalten. Die erhaltene Absolut-Konfiguration in 7 wird durch die stereoselektive Reduktion der KR
bestimmt (Abbildung 8).% Die nachfolgenden postmodifizierenden Enzyme katalysieren die Addition
zweier Zuckermolekille und fligen zwei Hydroxylgruppen in Position C-6 und C-12 an den
Makrolactonring. Dieser flieBbandartige Aufbau der Polyketidkette fiihrt zu einer Eins-zu-eins-Beziehung
zwischen der Struktur der modularen PKS und der daraus entstehenden Metabolitenstruktur. Diese
Beziehung ist auch als Prinzip der Kollinearitat bekannt.®® Es existieren jedoch auch modulare PKS, bei
denen dieses Prinzip nicht angewendet werden kann. Hierbei ist die AT-Einheit nicht in die Module
integriert, sondern es sind ein bis drei externe ATs vorhanden, die den Acyltransfer in trans katalysieren.
Module in solchen ,trans-AT“-Systemen konnen mehr als einmal genutzt oder auch Ubersprungen
werden.* Dies filhrt, verglichen mit modularen PKS 1, zu einer erschwerten Vorhersage der zu
erwartenden Molekdlstruktur basierend auf bioinformatischen Analysen. Noch komplexer ist dieses

Problem bei iterativen PKS-Systemen, die im Folgenden vorgestellt werden.

2.1.1 lterative PKS vom Typ |

Iterative PKS | (iPKS 1) wurden zuerst in Pilzen entdeckt und lange Zeit wurde davon ausgegangen, dass
diese Enzyme nur dort vorkommen. Die Biosynthesen der Aflatoxine und von Lovastatin (16) sind
bekannte Beispiele fiir gut untersuchte iPKS I aus Pilzen.®" Iterativ-arbeitende PKS I sind allgemein
dadurch charakterisiert, dass sie nur aus einem einzigen Modul aufgebaut sind. Dabei entsprechen die
Funktionen der einzelnen Domanen denen der modularen PKS 1. Im Gegensatz zu dieser wird jedoch das
Modul mehrfach fir aufeinanderfolgende Reaktionsabldufe eingesetzt, wobei in jedem dieser
wiederholten Elongationscyclen die enzymatische Aktivitat der reduktiven Doménen individuell variiert
werden kann. Entsprechend der Présenz oder Abwesenheit von KR-Doménen werden Pilz-PKS in

nichtreduzierende, teilweise reduzierende oder hochreduzierende PKS unterteilt. Die Folgende Abbildung
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stellt die iterative Synthese von 16 dar, welche ein Beispiel flr eine teilweise reduzierende PKS 1 aus
Pilzen ist (Abbildung 9). Dabei wird in acht aufeinanderfolgenden Zyklen aus Malonyl-CoA das lineare
Vorlaufermolekil durch die iPKS I (LovB) aufgebaut. Die in LovB vorhandene ER? ist inaktiv und wird
durch eine freistehende ER (LovC) ersetzt. Neben der KS-, AT-, DH-, KR- und ACP-Domane befindet
sich auch eine Methyltransferase (MT), welche unter Einwirkung von S-Adenoysl-L-Methionin (SAM)
die Methylierung in der gekennzeichneten Position katalysiert.*®

KS | AT @ ER?(KR @ LovB
§
=0

HO

HsC ER LovcC
\OH
v Hac/\)k
- =
8 x MCoA CH E—
3
SAM (%)
3CY

Abbildung 9. Iterative Biosynthese von Lovastatin (16). MCoA entspricht Malonyl-Coenzym A und SAM steht fiir
S-Adenosyl-L-Methionin.384°

Sobald Acetyl-CoA, ausgehend von Malonyl-CoA, an LovB gebunden vorliegt, wird durch die KS in
Claisen-artigen Reaktionen ein Nonaketid aufgebaut. An den ersten beiden Verlangerungszyklen sind die
KR und DH beteiligt und flihren die beiden trans-konfigurierten, konjugierten Doppelbindungen ein. Im
dritten Schritt wird neben der Generierung einer Einfachbindung durch den zusatzlichen Einsatz der MT
eine Methylgruppe eingefligt. Darauf folgt eine weitere Kettenverlangerung unter vollstandiger
Reduktion. Im Anschluss daran wiederholt sich die Ausbildung einer Doppel- und einer Einfachbindung.
In den letzten beiden Schritten erfolgt der Verlangerungszyklus mit Beteiligung der KR, wodurch die
beiden sekundaren Alkoholfunktionen entstehen.® Eine zusitzliche CON-Domaéne (nicht gezeigt) ist
vermutlich an der Diels-Alder-Reaktion zur Bildung des bicyclischen Ringsystems beteiligt. Diese
Reaktion wird noch wéhrend der Kettenverlangerung katalysiert.*® Die Faktoren, die den optionalen
Einsatz der reduktiven Doménen nach den individuellen Kettenverldngerungsschritten steuern, sind
bislang weitgehend unbekannt. Aus diesem Grund entsteht ein basierend auf der Sequenzanalyse der iPKS
allein nicht vorhersagbares Substitutionsmuster des Polyketidprodukts.® Nach der Produktfreisetzung
wird im weiteren Verlauf an Position 10 eine Hydroxylgruppe eingefiihrt, die im Anschluss mit a-S-
Methylbutyrat einen Carbonséaureester bildet. Die Doppelbindung zwischen C-13 und C-14 wird ebenfalls

postmodifizierend eingebracht.*4’
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Vor einigen Jahren wurde mit der Avilamycin-Synthase aus Streptomyces viridochromogenes erstmals
eine Typ | iPKS beschrieben, die bakteriellen Ursprungs ist.*® Die folgenden PKS-Systeme sind weitere
Beispiele fiir bakterielle iterative PKS aus diversen Streptomyceten. Im Gegensatz zur modularen PKS |
sind die Produkte der bakteriellen iPKS I hdufig aromatische Verbindungen, zum Beispiel 5-Methyl-
Napthalinsaure (17), 6-Methylsalicylsaure (18) und Orsellinsaure (19) (Abbildung 10).4°5°

Oy OH
OH
. 9@
—
o
KS) AT @ — HsC 1C;H3
R
H3C\H/S Oy_OH
b.) o) o) HsC OH
—
5
18
c) KSYATIDHACK Oy S-Enz Oy OH
' S —= He O » HC OH
H3C\H/S 3 °
o)
o) 19 OH

Abbildung 10. PKS-Aufbau zur Bildung von a.) 5-Methyl-Naphthalinsdure (17),%* b.) 6-Methylsalicylsaure (18)%
und ¢.) Orsellinsaure (19).%° S-Enz soll das enzymgebundene Substrat darstellen.

Eine gut untersuchte, bakterielle iPKS | ist die 6-Methylsalicylsdure-Synthase aus Streptomyces
antibioticus fur die Synthese von 18.%° Das Modul dieser PKS setzt sich aus den Démanen KS, AT, DH,
KR und ACP zusammen (Abbildung 10b).5° 18 wird aus einer Acetat- und drei Malonat-Einheiten
aufgebaut. Nach der ersten Claisen-Kondensation schlieft sich keine Reduktion an. Im zweiten Zyklus
findet eine Reduktion der Ketofunktion zum sekundédren Alkohol statt. Der darauffolgende dritte Zyklus
verlauft wieder ohne Reduktionsschritt, an dem sich eine Cyclisierung der Polyketid-Kette unter
Abspaltung des Produktes und Aromatisierung anschlieRt.>® Bei der Biosynthese von 17 und 18 reduziert
die KR selektiv die Polyketidkette in Position C-5 und C-9 (blau umkreist, Abbildung 10). Im Gegensatz
dazu liegt bei der Biosynthese von 19 keine Beteiligung einer KR vor. Die DH ist in diesen PKS-
Systemen inaktiv und vermutlich an der Cyclisierung mit gleichzeitiger Freisetzung des Produktes

beteiligt.4®52
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Die ungewohnlichen Enediyn-Strukturen gehéren ebenso zur Produktpalette der iterativen bakteriellen
PKS 1 (Abbildung 11). Das Enediyn-Grundgeriist entsteht dabei ebenfalls aus einer linearen
Polyketidkette, die in weiteren, bislang nicht vollstdndig aufgeklarten Katalyseschritten zum
neungliedrigen Grundkérper 20 geformt wird.®® Der Antitumor-Wirkstoff Neocarzinostatin (21) aus
Streptomyces neocarzinostaticus inkorporiert diese komplexe Enediynstrukur.>>*

KS)( AT KR _CH,
8 0]
S

H3CTJ HaC o .

O

HO,, HO O (@)
-~ = OH OH H@'CHs
. o
HO (o) HC Y

OH
20 HO

Abbildung 11. PKS-Aufbau des Enediyn-Bausteins (20) und der Struktur von Neocarzinostatin (21).5*

Erst kurzlich wurde in Streptomyces sp. LZ35, einem marine Actinomyceten, eine einzigartige iPKS
entdeckt. Dabei wird das Polyketid nicht nur durch ein Modul synthetisiert, sondern durch eine externe
AT-ACP-Didoméane und einem, aus KR-, KS- und DH-Doménen bestehenden iPKS-Modul. In flnf
aufeinanderfolgenden Zyklen wird aus mMCoA als Elongations- und Startsubstrat das lineare
Vorlaufermolekil aufgebaut. An die Starter-Einheit wird zusatzlich Propionyl-CoA (blau markiert), unter
Generierung eines Diketids durch ein FabH-ahnliches Enzym angefiigt, bevor die eigentliche Elongation
beginnt. Die Grundstruktur des daraus entstehenden Galbonolids B (22) erinnert trotz der signifikant

unterschiedlichen Biosynthese stark an die Struktur von 7 (Abbildung 12).%

OH o o
o O 5x MMCOA
S)ﬁ/\/ KR (kS J(KS ) KR @ . N XXX S-ACP
CH, CH; CHs CHs CHs CHs CHj

AT

Abbildung 12. Vorschlag zur Biosynthese von Galbonolid B (21) aus Streptomyces sp. LZ35.5
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PKS besitzen mehrere Parallelen zu nichtribosomalen Peptidsynthetasen (NRPS), z. B. die
Substratbindung tber Thioester. Die Hybridisierung beider Systeme flihrt zu komplexen Naturstoffen aus
Polyketid- und Aminosaure-Einheiten. Haufig findet sich in der Natur die Kombination aus mPKS | und
NRPS in Bakterien, z. B. bei der Biosynthese des antibiotisch wirkenden Bacillaens. iPKS | zusammen
mit NRPS lassen sich vermehrt in Pilzen nachweisen, beispielsweise bei der Fusarin C-Biosynthese.>® Im
weiteren Verlauf wird die NRPS vorgestellt, um die oben genannten Parallelen zu erldutern.

2.1.2 Nichtribosomale Peptidsynthetasen

Die nichtribosomalen Peptidsynthetasen (NRPS) synthetisieren Peptide, wie zum Beispiel das
Immunsuppressivum Cyclosporin A und das Antibiotikum Penicillin G (3). NRPS sind, genau wie die
PKS, grofle Multienzymkomplexe, welche modular aufgebaut sind. Man unterscheidet zwischen
Initiations- und Elongationsmodulen. Ein Elongationsmodul besteht aus mindestens drei Doménen, die
Adenylierungs-Domane (A), die Kondensationsdoméne (C), sowie des Peptidyl-Trager-Protein (PCP).
Die A-Doméne ist fir die Auswahl der Aminosdure und deren Aktivierung zum Aminoacyladenylat
verantwortlich und ist somit das Pendant zur AT einer PKS. Ein Analogon zum ACP ist das PCP: die
wachsende Peptid-Kette ist im Falle der NRPS (ber eine Thioesterbindung zur PCP an die individuellen
Module gebunden. Die C-Domaéne katalysiert die Peptidbindungsbildung und besitzt somit eine analoge
Funktion zur KS. Die Initiationsmodule starten die Biosynthese und bestehen meist nur aus einer A-
Domaéne und PCP. Am Ende der NRPS befindet sich eine TE und sorgt, wie bei der PKS, fiir eine
Freisetzung der Produktkette. NRPS konnen auch Domanen beinhalten, die fur weitere Modifikationen
der Aminosauren verantwortlich sind. Dazu zahlt beispielsweise die Epimerase (E), die L- in D-
Aminosauren umwandelt,®® oder C- bzw. N-Methyltransferasen. Hybridisierte PKS-NRPS-Systeme sind
seit langerem bekannt. Beispiele hierfiir sind die Biosynthesesysteme fiir den Immunsuppressor FK506°7,
sowie firr die Antitumorsubstanzen Bleomycin und Pederin.%38 |nnerhalb der Synthasen befinden sich
Interpolypeptidlinker, jeweils am C- und N-Terminus der PKS und der NRPS, die vermutlich den

Transport der wachsenden Kette zwischen den PKS- und NRPS-Modulen durchfiihren. 385
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2.2 Polycyclische Tetramséure-Makrolactame (PTM)

Polycyclische Tetramséure-Makrolactame (PTMs) stellen eine kleine Gruppe von Naturstoffen dar, die
durch ihre hohe strukturelle Vielfalt ein breites Wirkumsspektrum besitzen. Dieses reicht von
antibakteriellen tber antifungale bis hin zu antitrypanosomalen und zytotoxischen Aktivitaten,16.27:60.6267
Die Isolierung des ersten Vertreters, des lIkarugamycins (23), aus Streptomyces phaeochromogenes
erfolgte 1972 durch Hirata et al.%® Seitdem konnten diverse PTMs in unterschiedlichen Organsimen aus
verschiedensten Habitaten entdeckt werden. Diese umfassen unter anderem Maltophilin (24) aus
Streptomyces sp.,*® Dihydromaltophilin (25) aus Lysobacter enzymogenes®® (auch bekannt unter dem
Namen ,,Heat-Stable Antifungal Factor HSAF), die Clifendamide (26a/b)®® und die Frontalamide
(27a/b),®® jeweils isoliert aus terrestrischen Streptomyces sp., Aburatubolactam C (29) aus einem marinen

2

Streptomyces sp.,*” Alteramid A (28) aus einem Schwamm-assoziierten Alteromonas sp.,%? sowie

Cylindramid (31)% und Discodermid (26),% welche beide aus Schwammmaterial gewonnen wurden.

27a R=0OH
27b R=H

Abbildung 13. Strukturen einer reprasentativen Auswahl der bislang bekannten PTMs: Ikarugamycin (23),
Maltophilin (24), HSAF (25), Clifednamide (26a/b), Frontalamide (27a/b), Discodermid (28), Aburatubolactam C
(29), Alteramid A (30) und Cylindramid (31).
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Ein Kennzeichnungsmerkmal der PTMs ist die Tetramsdure-Einheit, die in einen Makrolactamring
inkorporiert ist. An diesem Makrolactamring ist ein carbacyclisches Ringsystem anelliert. Das
Cyclisierungsmuster dieser Struktureinheit ist verantwortlich fir die hohe strukturelle Vielfalt und fiir das
breite biologische Aktivitatsspektrum der PTMs. Neben der Anzahl der vorhandenen Ringe kann sich das
individuelle Cyclisierungsmuster unterscheiden. So gibt es, wie in 23, tricyclische Systeme (Ringe A,B,C)
mit einer Abfolge der Ringgroflen 5-6-5, oder, wie bei 24, mit einer h&ufiger auftretenden 5-5-6-
Anordnung. Daneben gibt es auch PTMs, die nur zwei Funfringe besitzen, wie zum Beispiel bei 30 (Ringe
A,B) (Abbildung 13). Am Makrolactamring befindet sich in Position C-3 einiger PTMs zudem eine
Hydroxylgruppe, wie beispielsweise bei 24.5°7°

2.2.1 Biologische Aktivitaten von Tetramsduren

Die Tetramsdure-Einheit ist das auffalligste Strukturmerkmal der PTMs. Seit dem friihen 20. Jahrhundert
sind Tetramsauren fr ihre biologische Aktivitat bekannt.”* Aufgrund der vielseitigen pharmakologischen
Wirksamkeit von Tetramséuren handelt es sich dabei um einen sehr gut untersuchten Strukturtyp. Neben
den seit langerem bekannten antibiotischen,”> antiepileptischen,” entziindungshemmenden,™
schmerzlindernden™ oder antitumoralen Eigenschaften® gewisser Verbindungen dieser Substanzklasse,
gewannen sie in der Vergangenheit auch als Virostatika’” an Bedeutung. lhre Mdglichkeit zur
kompetitiven Hemmung von Aspartylproteasen in Verbindung mit ihrem nicht-peptidischen Grundgerust
riickt sie zudem in den Mittelpunkt der Alzheimerforschung.”® Haufig tragen die Tetramsauren in
Naturstoffen in Position C-3 einen Acylrest. Der einfachste, natiirlich vorkommende Vertreter der
Tetramséduren ist die Tenuazonsdure (32), die 1958 aus dem Pilz Alternaria tenuis isoliert wurde

(Abbildung 14).” Diese besitzt antibiotische, zytotoxische® und antivirale Eigenschaften.®

N
H

HsC 32

Abbildung 14. Struktur der Tenuazonsaure (32) isoliert aus Alternaria tenuis.5!

Die biologische Aktivitat der Tetramsdure-Einheit konnte (ber starke Wechselwirkungen der sich
ausbildenden Wasserstoffbriicken mit den aktiven Zentren wvon Proteinen entstehen. Zu den

ungewohnlichsten Strukturen der 3-Acyl-Tetramséure-Gruppe gehdren die PTMs.
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2.2.2 Biologische Aktivitat der PTMs

Strukturelle Unterschiede innerhalb der PTMs ergeben sich hauptsachlich durch die Variationen im
carbacyclischen Ringsystem. Dieses Ringsystem ist bei terrestrisch abstammenden PTMs meist
tricyclisch. Die PTMs marinen Ursprungs besitzen, mit Ausnahme von Discodermid (28), ein bicyclisches
Funfringsystem. Die PTMs mit tricyclischem Ringsystem, wie Ikarugamycin (23), Maltophilin (24),
HSAF (25), die Clifednamide (26a/b) und die Frontalamide (27a/b), weisen antifungale oder
antibakterielle Wirkungen auf. Im Folgenden werden zunachst die biologischen Aktivitaten der PTMs mit

tricyclischem Ringsystem und einer 5-5-6-Ringabfolge beschrieben.

Bakterienstdmme der Art Stenotrophomonas maltophilia R3089, isoliert aus Rhizospharen der
Weintraubenpflanze (Brassica napus L.), produzieren das antifungale 24, welches das Wachstum von
diversen saprophytischen, humanpathogenen und phytopathogenen Pilzen hemmt.’* Das
strukturverwandte 25 besitzt antifungale Eigenschaften, besonders gegen Plasmopara Vviticola
(Pflanzenpathogen der Weintraube). Das polarisierte Wachstum von Pilzen wird durch die Stérung der
Biosynthese der pilzspezifischen Sphingolipide verhindert.2? Im Gegensatz zum ebenso tricyclischen,
jedoch zytotoxischen 28 besteht der einzige Struktur-Unterschied zu 25 in der Prasenz einer Epoxidgruppe
am Carbacyclus. Diese funktionelle Gruppe am Ringsystem besitzt offensichtlich einen hohen Einfluss auf
die Bioaktivitdt und entscheidet Uber die Zytotoxizitat.®® 27a und b besitzen ebenfalls, analog der

biologischen Aktivitat von 24 und 25, antifungale Eigenschaften.®®

Im Vergleich zu den bereits genannten, tricyclischen PTMs besitzen 23, lkarugamycin-Epoxid (33),
Ripromycin (34), Butremycin (38) und Capsimycin (39) eine alternative Ringabfolge von 5-6-5. 23 wird
in aktuellen Studien eine antibiotische Aktivitat gegen grampositive Bakterien und zytostatische Effekte
gegen verschiedene menschliche Tumorzellen zugeschrieben (HMO2- und MCF7-Zellen, 0.22-
2.00 pg/ mL). Der Mechanismus, tber welche die Hemmung der Zellproliferation in HL60-Zellen erzielt
wird, lauft tber die induzierte Apoptose und Aktivierung von Caspasen ab.8® 23 verhindert auRerdem die
Aufnahme von oxidiertem LD-Lipoprotein in Makrophagen und inhibiert die Clathrin-vermittelte
Endozytose.®* Von den drei PTMs, die durch Streptomyces sp. Tii6239 produziert werden (23,
Ikarugamycin-Epoxid (33) und Ripromycin (34)) ist 23 das wirksamste zytostatische und antibiotische
Produkt (Abbildung 15).% Zudem besitzt es eine starke Aktivitat gegen Protozoen, wie beispielsweise
Trichomonas vaginals (MIC 0.3-1.25 pg/ mL), Tetrahymena pyriformis W., und gegen diverse Amoben.
Das Hexahydro-Ikarugamycin ist ein synthetisch hergestelltes Derivat, welches eine geringere Toxizitét

im Vergleich zu 23 besitzt.?” Eine weitere Wirkung von 23 ist die Inhibierung der durch Nef-Proteine
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vom HIV Typ-l induzierten Downregulation von CD4-Rezeptoren.® Derivate von 23 wurden aus
Streptomyces zhaozouensis gefunden, einem aus marinem Sediment isolierten Stamm. Dabei handelte es
sich um Isoikarugamycin (C-9/C-10 E-Konfiguration, 35), 28-N-Methylikarugamycin (36) und 30-oxo-
28-N-Methylikarugamycin (37) (Abbildung 15). Die ersten beiden Derivate sowie 23 zeigen eine starke
Inhibition von MRSA-Stdmmen und, mit Ausnahme von 36, auch antifungale Wirkungen. Die N-
Methylierung scheint keinen entscheidenden Effekt auf die biologische Aktivitat von 37 zu haben, wo
hingegen eine Carboxylgruppe an Position C-30, welche peripher am tricyclischen Ringsystem sitzt, zu
einer stark verringerten Aktivitat filhrt.®” Die C-3-hydroxylierte Form von 23 entspricht dem 2014
entdeckten Butremycin (38),% welches das erste isolierte PTM aus der Gattung Micromonospora sp. ist
(Abbildung 15). 38 besitzt im Gegensatz zu 23 nur eine schwache inhibitorische Aktivitat gegen gram-
positive und gram-negative Bakterien.®® Der Effekt der C-3-Hydroxylierung auf die Bioaktivitat wurde
am Beispiel von 25 in den Arbeiten von Shen et al. untersucht.”” Dabei wurde festgestellt, dass die C-3-
Hydroxygruppe in 25 maBgeblich fir die antifungale Aktivitit gegen Penicillium avellaneum

verantwortlich ist.”

HN
o} 4 o
HO NH
HsC \ \ 5
HsC 33 o)

H3C

H;C 36 R'= CHj; R=R%=H
37 R'=CH,;; R?>=R%=0

Abbildung 15. Strukturen von Ikarugamycin-Epoxid (33), Ripromycin (34), den Ikarugamycin-Derivaten (35 - 37),
Butremycin (38) und Capsimycin (39).
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Ebenfalls eine groBe Ahnlichkeit zu 23 und im Besonderen zu 33 besitzt das 1993 entdeckte Capsimycin
(39).28 Dieses ist aktiv gegen diverse Pilze, jedoch inaktiv gegen die meisten Bakterienarten (Abbildung
15).%

Zu den PTMs mit bicyclischen Flnfringsystem gehdrt das Aburatubolactam C (29), welches von dem
marinen Streptomyceten sp. SCRC A-20 produziert wird, das Alteramid A (30), welches aus den mit dem
Schwamm Halichondria okadai® symbiotisch lebenden Bakterien Alteromonas sp. isoliert wurde, sowie
das in Halichondria cylindrat® entdeckte Cylindramid (31) und das aus dem australischen
Meeresschwamm Geodia® separierte Geodin A (40) (Abbildung 16). Die meisten PTMs mit bicyclischem
Ringsystem besitzen zytotoxische Eigenschaften. Zum Beispiel besitzt 29 zytotoxische Eigenschaften
gegen murine und humane Tumorzellen, welche durch die Induzierung von Apoptose ausgeldst werden.5!
30 inhibiert die in vitro-Proliferation von P388-murinen Leuk&miezellen und hemmt das Wachstum von
Candida albicans.® Ebenso ist 31 toxisch fiir B16-Melanomazellen.® 40 weicht in der Wirkung zu den
bereits genannten PTMs ab, da es sich um ein potentes Nematizid handelt und somit als
Pflanzenschutzmittel verwendet werden kann (Abbildung 16). Hierfir konnte eventuell die
Doppelbindung am Bicyclus verantwortlich sein.

Abbildung 16. Strukturen von Geodin A (40)% und Alteramide (41a/b).%

Zwei weitere Isomere von 30 wurden vor kurzem entdeckt: 6-epi-Alteramid A (41a) und 6-epi-
Alteramid B (41b). Beide wurden aus dem fiir heterologe Expression von Naturstoffen bekannten
Streptomyces albus J1074 isoliert (Abbildung 16).°* Aus Streptomyces griseus sind vier neue PTM-
Strukturen isoliert worden, die eine zweigliedrige Ringstruktur aufweisen.®? Dieser Stamm wird haufig im
Erdboden, sowie in Tiefseesedimenten gefunden. Die neuen PTM-Strukturen bestehen aus zwei fiir
marine PTMs (blichen, finfgliedrigen Carbacyclen (42, 43, 44). Ein weiteres PTM (45) mit einer sehr
auflergewohnlichen 5-4-6-Ringabfolge, die so vorher noch nicht dokumentiert wurde, konnte ebenfalls
isoliert werden. Dabei handelt es sich wahrscheinlich um ein Nebenprodukt, welches durch die fehlende
Beteiligung einer Oxidoreduktase entsteht (Abbildung 17).9
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Abbildung 17. Strukturen der PTMs 42, 43, 44 und 45 aus S. griseus.%?

Das breite biologische Aktivitatsspektrum und die daraus resultierenden medizinischen
Anwendungsmdoglichkeiten der PTMs wecken das Interesse die Biosynthese dieser strukturell diversen

Substanzen zu untersuchen.

2.2.3 Hintergrund zur Biosynthese der PTMs

Das tricyclische Ringsystem von lkarugamycin (23) erinnert stark an die Strukturen der Klasse der
Spinosyne (zum Beispiel Spinosyn A (46)), die aus Saccharopolyspora spinosa isoliert wurden.® 46
besitzt selektive inhibitorische Eigenschaften gegen verschiedene Schadinsekten und wird daher in einigen
kommerziellen Insektiziden genutzt. Aufgrund der groRen strukturellen Ahnlichkeit der beiden
Ringsysteme kdnnte angenommen werden, dass sich ebenfalls Gemeinsamkeit in der Biosynthese finden
lassen (Abbildung 18).

CH; H
H,C H

Abbildung 18. Vergleich der carbacyclischen Ringstrukturen (grau hinterlegt) von Spinosyn A (46) und
Ikarugamycin (23).
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Das Grundgeriist von 46 entsteht an einer modularen Typ | PKS, an der zunéchst ein lineares
Vorlaufermolekil aufgebaut wird, welches schliellich durch eine terminale Thioesterase in ein
Macrolacton 47 Uberfihrt wird. Es wurde angenommen, dass aus 47 durch eine Michael-Addition und
eine Diels-Alder-Cycloaddition das 5-6-5-tricyclische Ringsystem aufgebaut wird.** Die Beteiligung einer
neuen Enzymklasse, der Diels-Alderasen, wurde ebenfalls in diesem Zusammenhang diskutiert.*** Nach
der Freisetzung von 47 Kkatalysiert zundchst SpnM die Eliminierung eines Wassermolekils unter
Einflihrung einer Doppelbindung. Die S-Adenoysl-abhédngige Methyltransferase (SpnF) soll fiir den
enzymatischen Aufbau des Ringsystems, ausgehend von 48, verantwortlich sein und die [4+2]-
Cycloaddition zu Intermediat 49 katalysieren.® Liu et al. zeigten, dass eine Diels-Alder-Konvertierung
von Pentaen 48 zum tricyclischen Produkt 49 unter Einwirkung von SpnF mdglich ist (Abbildung 19).
Diels-Alderasen werden auch in diversen anderen Biosyntheseclustern vermutet, zum Beispiel in der

Solanapyron- und Lovastatin-Synthese (16).%5°7

.OH

Abbildung 19. Ausschnitt aus der Biosynthese von Spinosyn A (46).%

Die ersten Untersuchungen zur Biosynthese der PTMs wurden in den Laboren von Du und spéter von
Clardy durchgefuhrt. Dabei entdeckte Du et al. ein bimodulares PKS-NRPS-System, welches essentiell
fir den Aufbau von HSAF (25) ist. Diese Untersuchungen stitzten sich auf Deletionsmutanten des
Produzentenstammes Lysobacter enzymogenes C3, die in Abwesenheit des PKS-NRPS-Bimoduls 25
nicht mehr produzieren konnten. Basierend auf der begriindeten Annahme, dass die Biosynthese von 25
an einer modularen PKS ablaufen sollte, gingen sie davon aus, dass das Bimodul fir den Einbau des
Ornithins sowie der letzten beiden Kohlenstoffe C-26 und C-27 aus der Polyketidkette von 25

verantwortlich sei (siehe Abbildung 18).82
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Im Jahr 2010 konnten Clardy et al. am Beispiel der Frontalamide mit Hilfe von Gendeletionen im
Produzentenstamm Streptomyces sp. SPB78 zeigen, dass an der Biosynthese von PTMs vermutlich nur ein
bimodulares PKS-NRPS-System beteiligt ist.?® Ein modulares PKS I-System wiirde klassischerweise
zwOIf Module fur die Synthese des Polyketidanteils der PTMs aus zwolf Kohlenstoff-Einheiten
beinhalten. Das PKS-Modul aus der Frontalamid-Biosynthese besteht jedoch aus nur einem Modul mit
fiinf Doménen, ndmlich eine Ketosynthase (KS), eine Acyltransferase (AT), eine Dehydratase (DH), eine
Ketoreduktase (KR) und ein Acyl-Tréager-Protein (ACP). Das Fehlen weiterer PKS-Enzyme liel? Clardy et
al. vermuten, dass es sich bei diesem PKS-System um eine, fir bakterielle Systeme bis dahin einzigartige,
iterative PKS handeln kdnnte. Diese wirde zwei Polyketidketten in jeweils finf Verlangerungszyklen
separat synthetisieren und der fungalen, iterativen PKS aus der Biosynthese von Prototenellin A (50)
ahneln (Abbildung 20).%

Abbildung 20. Struktur von Prototenellin A (50), isoliert aus dem Pilz Beuveria bassiana.®

Clardy et al. postulierten zudem, dass die Thioesterase, wie auch in der Biosynthese von 50, fir den
Aufbau der Tetramsdure-Einheit zustandig ist. Im Jahr 2011 untersuchten Du et al. die Funktion der NRPS
in einem in vitro-Assay mit vereinfachten, ACP-gebundenen Fettsdurederivaten (2 x Stearyl-S-ACP),
NRPS-gebundenem L-Ornithin (Ornithinyl-S-NRPS), ATP und Coenzym A (CoA). Das Ornithinyl-S-
NRPS wurde durch Inkubation der NRPS mit CoA und einer PPTase, gefolgt von der Zugabe von L-
Ornithin und ATP, erzeugt. Sie bestétigten in diesem Versuch mit Hilfe von LC-MS-Untersuchungen und
einer synthetisierten Referenz des erwarteten Produkts, dass sich die Tetramsdure aus den beiden
aktivierten Fettsaure-Derivaten und L-Ornithin unter Einwirkung des NRPS-Moduls bilden lasst. Dabei
akzeptiert das NPRS-Modul zwei ACP-gebundene Fettsdureketten und generiert beide Amidbindungen an
den o- und 8-Aminogruppen des L-Ornithins durch Peptidbindungsbildung. AulRerdem vermuteten sie,
dass die Thioesterase in einer Dieckmann-dhnlichen Reaktion die Synthese zur Tetramsaure katalysiert.®
In weiterfuhrenden Untersuchungen stellten sie fest, dass diese Thioesterase, im Gegensatz zu
gewohnlichen Thioesterasen, als nucleophiles Agens nicht Stickstoff oder Sauerstoff, sondern ein
Carbanion nutzt, um die Carbonylgruppe an der Acyl-O-Synthase anzugreifen und gleichzeitig das
Vorlaufermolekil von der NRPS abzulésen. Zudem fungiert diese TE unabhéngig von ihrer Funktion in

der PTM-Biosynthese auch als Peptidligase und als Protease (Abbildung 21).%°
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Abbildung 21. Funktion der PTM-Thioesterase aus dem Streptomyces sp. SPB78 Frontalamid-Cluster. Die
Ausbildung der Tetramsaure-Einheit, welche durch die Thioesterase (TE) katalysiert wird ist grau hinterlegt.®

Durch bioinformatische Analysen und einem Bodenproben—Screening mit degenerierten Primern zeigte
Clardy et al., dass potentielle PTM-Cluster in phylogenetisch diversen Bakterien, eingeschlossen y-
Proteobakterien, Actinomyceten und nicht identifizierten Symbionten mariner Schwamme, weit verbreitet
sind.%®1% Dije Betrachtung der Gene in Nachbarschaft zu den jeweiligen bimodularen PKS-NRPS-
Systemen zeigte das hdufige Vorhandensein von putativen Alkohol-Dehydrogenasen, FAD-abhangigen
Oxidoreduktasen, Cytochrom P450-Enzymen, und teilweise vorangestellt, von Sterol-Desaturasen
(Abbildung 23).%¢ Die Aufgaben dieser postmodifizierenden Gene, die alle in Verbindung mit Oxidations-
oder Reduktionstransformationen gebracht werden kdnnen, blieb jedoch unklar. Eine Ausnahme bilden
die Sterol-Desaturasen. Die hydroxylierende Funktion dieser Enzyme wurde durch die Deletion des
entsprechenden Gens im Produzentenstamm der Frontalamide und des daraufhin isolierten Deshydroxy-
Derivats bestatigt (vgl. Abbildung 22). Zu welchem Zeitpunkt die Hydroxylgruppe von der Sterol-
Desaturase eingebracht wurde blieb unbekannt. Im Jahr 2012 wurde von Shen et al. in
Futterungsexperimenten mit 3-deOH-HSAF festgestellt, dass die Sterol-Desaturase im HSAF-
Biosynthesecluster flir den spaten Einbau der C-3 Hydroxylgruppe im Makrolactamring des ansonsten
kompletten HSAF-Strukturgeriistes verantwortlich ist.™

Beziiglich der Cyclisierung des anellierten Ringsystems vermutete die Arbeitsgruppe von Clardy, dass die
Polyketidketten hauptsachlich unreduziert, durch die Redoxenzyme im Cluster, in einem Schritt zum 5-5-
6-Ringsystem cyclisiert werden (Abbildung 22). Postuliert wurde fiir diese Cyclisierung, die fur PKS-
Systeme Ubliche Aldol-Chemie. Dies ist jedoch nicht fur alle Cyclisierungsschritte einfach moglich. Der
rote Pfeil markiert eine nicht plausible Cyclisierungsreaktion (Abbildung 22). Eine mdgliche Erklarung

flr diese Reaktivitat wurde bislang nicht geliefert.
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Abbildung 22. Postulierte Biosynthese von Frontalamid A (27a) nach Clardy et al. Aus den grau hinterlegten
Anteilen entsteht das 5-5-6-Ringsystem (ABC). S-Enz stellt das Enzymgebundene Substrat dar.5¢

Du et al. fihrten Gendeletionen im Biosynthesecluster von 25 durch und stellten bei der Deletion der
putativen Alkoholdehydrogenase Orf6 fest, dass sich statt 25 Maltophilin (24) im Fermentationsmedium
detektieren ldsst. 24 entspricht dabei der unreduzierten Form von 25 und besitzt statt einer Hydroxyl- eine
Carbonylgruppe am tricyclischen Ringsystem. Dies legt die Vermutung nahe, dass Orf6 fir die Reduktion
dieser Carbonylgruppe verantwortlich ist. Die Gendeletionen von Orf3-5 zeigten keine Produktion von 25
beziehungsweise 24 (Abbildung 23). Daraufhin wurde angenommen, dass sich die Enzymprodukte dieser
Gene an der Formation des tricyclischen Ringsystems beteiligen.%® Weitere Untersuchungen zum
Cyclisierungsmechanismus wurden jedoch nicht durchgefiuhrt. Die Entstehung der komplexen

Carbacyclen der PTMs blieb daher bislang véllig ungeklart.

O,-& Orfe Orp"g Orfq Orf‘s- o’fS

Aws = = I 3 = = Lysobacter enzymogenes C3, HSAF (25)
f?‘g’q ﬁaf& fi—"crc J’?Qra ff‘Q((- ﬁc’ﬂ‘

Ho I D D D -/ Streptomyces sp. SPB78, Frontalamide (27a/b)
Orfy Orss Orgy Oy Ores Orpg

//—D_—-I [ Streplomyces roseosports NRRLLLTS

O, o O, Oes O O
m_-“m Streptomyces clavulgerus ATC27064

O,.;,;T O,@ O,{?

m Pelosinus fermentas JBW45

Abbildung 23. Auswahl einiger PTM-Biosynthesecluster mit dem schematischen Aufbau der wichtigsten
Elemente fir die PTM-Biosynthese: Rot: PKS-NRPS, griin: FAD-Oxidoreduktase, blau: Alkohol-
Dehydrogenase, gelb: Cytochrom P450-Enzym, grau: Sterol-Desaturase, braun: Dihydroxyaceton-Kinase,
violett: O-Methyltransferase, magenta: Acyltransferase.
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3. Fragestellung und Ziele der Arbeit

Aus der hohen strukturellen Vielfalt der PTMs, mit ihren vielseitigen biologischen Eigenschaften und der
wenig untersuchten Biosynthese, ergeben sich insbesondere die folgenden beiden wissenschaftlichen
Fragestellungen: Wie ist es mdglich, mit einer kleinen Anzahl postmodifizierender Red/Ox-Enzyme die
hohe strukturelle Diversitat der PTMs zu erklaren? Welche Gene sind fir den Aufbau des carbacyclischen

Ringsystems in PTMs verantwortlich?

Die vorliegende Promotionsarbeit ist diesen Fragen gewidmet. Das erste Ziel ist, den
Cyclisierungsmechanismus der PTM-Biosynthese aufzuklaren. In vorherigen Studien von Clardy et al.
und Du et al. wurde postuliert, dass der Carbacyclus wahrscheinlich von assoziierten Reduktasen aus zwei
Tetramséure-gebundenen Polyketidketten aufgebaut wird.%82 Fiir diese Annahme fehlen bisher jedoch
experimentelle Nachweise. Auch ein funktioneller Beweis fiir die iterative Funktion der PTM-PKS konnte
bislang nicht erbracht werden. Die in dieser Arbeit in diesem Zusammenhang beschriebenen
Untersuchungen zur PTM-Biosynthese sollen am Beispiel des Ikarugamycins (23) durchgefiihrt werden,
da es eine alternative Ringabfolge von 5-6-5, im Vergleich zu den bereits bekannten 5-5-6-Ringsystemen
aus den PTM-Strukturen von HSAF (25) und den Frontalamiden (27a/b), besitzt. Geplant ist hier die
erstmalige lIdentifizierung, Klonierung und heterologe Expression des Biosynthesegenclusters von 23,
sowie funktionelle Analysen der an der Biosynthese beteiligten Enzyme. Das im Rahmen dieser
Untersuchungen zu etablierende, heterologe Expressionssystem soll ferner zur Erschlieung weiterer
PTMs durch “genome mining* identifizierten, putativen PTM-Clustern verwendet werden. Insbesondere
die Produkte aus den Biosyntheseclustern aus Lysobacter capsici, Salinispora arenicola, Saccharophagus
degradans und Saccharopolyspora spinosa sind von grofRem Interesse. Weiterhin soll im Rahmen dieser
Arbeit erstmals die Substrattoleranz von PTM-Biosyntheseenzymen zur Modifikation von strukturell
verschiedenen PTMs getestet werden. Dies soll am Beispiel der Sterol-Desaturasen aus den PTM-Clustern
von Lysobacter capsici und Saccharophagus degradans untersucht werden. Shen et al. zeigten in der
Biosynthese von 25 bereits die in Position C-3 hydroxylierende Funktion der Sterol-Desaturase.” Fiir die
entsprechenden Versuche sollen hier die Sterol-Desaturasen in einen geeigneten Expressionsvektor

kloniert werden, um im Anschluss 23 in in vivo- und in vitro-Experimenten zu hydroxylieren.

Neben der Aufkl&rung der Biosynthese von PTMs und der Gewinnung neuer PTM-Strukturen soll diese
Dissertation zudem einen Beitrag zur Isolierung anderer, neuer Naturstoffe leisten. Dafur wird
Streptomyces sp. T6314 und die Ethylacetat-Extrakte von Rhodococcus RV77, Rhodococcus RV8 und

Streptomyces lincolnensis RV15 auf das Vorkommen neuer Sekundérmetabolite untersucht.
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4. Ergebnisse

Dieses Kapitel enthalt publizierte und nichtpublizierte Ergebnisse der Forschungsarbeiten, die in den
Laboren der Fachgruppe Biosystemchemie an der Technischen Universitit Minchen durchgefihrt

wurden.
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4.1 Arbeiten im Rahmen des PTM-Projektes

4.1.1 Heterologe Rekonstitution der Ikarugamycin-Biosynthese in E. coli

Das folgende Unterkapitel basiert auf der Publikation:

J. Antosch; F. Schaefers; T. A. M. Gulder, Heterologous Reconstitution of Ikarugamycin Biosynthesis in
E. coli, Angew. Chem. Int. Ed. 2014, 53, 3011-3014.

Die Publikation beschéftigt sich mit der Aufklarung der Biosynthese von PTMs, insbesondere die
Ausbildung des carbacyclischen Ringsystems betreffend. Die Untersuchungen erfolgten exemplarisch an
Ikarugamycin (23). Der Produzentenstamm Streptomyces sp. Ti6239 wurde uns von Herrn Prof. Dr.
Hans-Peter Fiedler von der Universitat Tubingen exklusiv fur diese Arbeiten zur Verfiigung gestellt.®®
Durch die vorgestellten Experimente konnte erstmals das Biosynthesecluster von 23 identifiziert und ein
funktioneller Beweis fiir das iterative PTM-PKS-System erbracht werden. Die anschlieRende heterologe
Expression von 23 in E. coli BAP1 gelang mit nur drei Genen: einem PKS-NRPS-System (ikaA), einer
FAD-abhéngigen Oxidoreduktase (ikaB) und einer Alkohol-Dehydrogenase (ikaC). Die Detektion des
Intermediates, welches ohne Beteiligung von ikaC erhalten wurde (52), gab Aufschluss ber den
moglichen Cyclisierungsweg des tricyclischen Ringsystems. Die so gewonnenen Erkenntnisse lassen auf
einen sehr kompakten Biosyntheseweg von 23 schlieen. Dieser startet ausgehend von zwei
Polyketidketten, die separat von der PKS synthetisiert und nach Addition an L-Ornithin zur Tetramsaure-
Einheit durch die NRPS umgeformt werden. Dabei wird das erste Intermediat freigesetzt (51). IkaB
katalysiert die Bildung des auflenliegenden Fiinfrings, woran sich spontan eine Diels-Alder-Reaktion
anschlieft und der Sechsring entsteht. Das resultierende Intermediat entspricht 52. In einer zweiten
Hydrid-induzierten Cyclisierung wird der innenliegende Finfring durch IkaC gebildet. Dieser
Katalyseschritt komplettiert die Synthese zu 23 (Abbildung 24). Durch diese Arbeiten konnte erstmals ein
durch funktionelle Studien verifizierter PTM-Biosynthesemechanismus aufgestellt werden. Die
dargelegten Untersuchungen stellen ferner eines der wenigen Beispiele fur eine erfolgreiche heterologe
Expression eines bakteriellen PKS-Systems in E. coli dar, wobei erstmals eine iPKS vom Typ | verwendet

wurde.19?
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Diels-Alder-
Reaktion

Abbildung 24. Biosyntheseroute von Ikarugamycin (23) aus Streptomyces sp. Tii6239.1%
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4.1.2 Promiskuitive Hydroxylasen fur die Funktionalisierung von polycyclischen

Tetramsaure-Makrolactamen

Dieses Unterkapitel basiert auf folgender Publikation:

Greunke, C.;* Antosch, J.;* Gulder, T. A. M. Promiscuous Hydroxylases for the Functionalization of
Polycyclic Tetramate Macrolactams — Conversion of Ikarugamycin to Butremycin, Chem. Commun.,
2015, 51, 5334-5336. (* equally contributing first authors)

Die Untersuchungen zur Promiskuitat postmodifizierender PTM-Enzyme wurden am Beispiel der Sterol-
Desaturase durchgeftihrt, welche laut Shen et al. fur den Einbau der Hydroxylgruppe in Position C-3 in
HSAF (25) verantwortlich ist.”® Die Makrolactamringe verschiedener PTMs sind strukturell nahezu
identisch aufgebaut. Das lieR die Vermutung zu, dass sich die durch ,,genome mining™“ von uns
identifizierter Sterol-Desaturasen aus anderen PTM-Clustern, zum Beispiel aus Lysobacter capsici oder
Saccharophagus degradans, auch fir die Hydroxylierung von lkarugamycin (23) eignen konnten. Das
hydroxylierte Produkt von 23 entspricht dem erst kiirzlich isolierten Butremycin (38).%° Zunachst sollte die
Produktion von 38 in dem vorher etablierten E. coli-Expressionssystem®? realisiert werden. Daflr wurde
das 23-produzierende E. coli-System mit einem Sterol-Desaturase-codierenden Expressionsvektor
erweitert. Nach der Fermentation wurde der Zell-Extrakt mit einer von K. Kyeremeh (Universitat von
Ghana) zur Verfugung gestellten, angereicherten Butremycin-Extraktfraktion verglichen. Zudem sollte, in
einem in vitro-Versuch, parallel gezeigt werden, dass die Hydroxylierung von 23 auch auf3erhalb der Zelle
stattfinden kann. Dafiir wurde ein kauflicher Standard von 23 zusammen mit aufgereinigter Sterol-
Desaturase inkubiert. In beiden Systemen konnte eine Umwandlung von 23 zu 38 erreicht werden
(Abbildung 25). Diese Arbeiten zeigen somit erstmals die Mdéglichkeit auf, neue PTM-Strukturen durch
Austausch von PTM-Biosynthesegenen unterschiedlicher Cluster zu generieren. Sie bilden somit die
Grundlage fur nachfolgende Arbeiten zum ,,metabolic engineering*“ von PTM-Strukturkdrpern. Aufgrund
der promiskuitiven, aber selektiven C-3-Hydroxylierungsaktivitat der in PTM-Clustern vorkommenden

Sterol-Desaturasen schlagen wir vor, diese Enzyme zukiinftig als PTM-Hydroxylasen zu bezeichnen. '
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PTM-Hydroxylase

in vivo oder in vitro
Hs;C
H4C HsC

Abbildung 25. In vivo- und in vitro-Hydroxylierung von lIkarugamycin (23) zu Butremycin (38). Die eingebaute
Hydroxylgruppe, durch die PTM-Hydroxylase, wurde grau hinterlegt.*3
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4.1.3 Unveroffentlichte Ergebnisse aus dem PTM-Projekt

4.1.3.1 Heterologe Expression weiterer PTM-Cluster in E. coli

4.1.3.1.1 Genomische Bibliotheken weiterer putativer PTM-produzierender Bakterien-Stdmme

Die genomischen Bibliotheken fiir folgende Organismen wurden, wie im Anhang unter 7.1 Nr. 3
beschrieben, erstellt: Saccharopolyspora spinosa NRRL18395, Streptomyces roseosporus NRRL11379,
Saccharophaus degradans DSM17024, Streptomyces griseus DSM 40236, Lysobacter capsici DSM19286
und Salinispora arenicola CNS-205.103

Die aus den Bibliotheken erhaltenen Fosmide, welche die putativen PTM-Cluster tragen, sollten mit Hilfe
des etablierten heterologen Expressionssystems in E. coli BAP1 untersucht werden. Durch den Vergleich
der E. coli-Extrakte mit den entsprechenden Wildtyp-Extrakten konnten die PTM-Produkte aus L. capsici
und S. arenicola mittels LC-MS detektiert werden. Die Ergebnisse werden im Folgenden vorgestellt.

4.1.3.1.2 PTM aus Lysobacter capsici

Die Untersuchungen von Du et al. zeigten, dass Lysobacter enzymogenes C3 ein HSAF-Produzent (25)
ist.22 Nach bioinformatischer Analyse konnten wir bei Lysobacter capisci ebenso ein potentielles PTM-
Cluster entdecken, welches eine hohe Ubereinstimmung zu dem Cluster von 25 besitzt. Daraufhin wurde
vermutet, dass auch L. capsici 25 bilden kann. Nach Erstellung einer Fosmid-Bank und Isolierung eines
Fosmids, welches das gesamte PTM-Cluster aus L. capsici trug, wurde dieses in E. coli BAP1 zur
heterologen Expression transformiert. Die Retentionszeiten mit den Massen von 25 im Wildtyp-Extrakt
und im E. coli-Rohextrakt stimmten exakt tberein (Abbildung 26). Durch diese Experimente wurde somit

erstmalig belegt, dass auch L. capsici HSAF (25) produziert.
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25
513.43 [M+H]"

— E. coliBAP Fosmid L. capsici

— Wildtyp L. capsici

Zeit [min]

Abbildung 26. Massenspuren von HSAF (25) aus den Extrakten vom L. capsici und der heterologen Expression von
25 in E. coli. Die Retentionszeit von 25 wurde mit einer gestrichelten Linie markiert.

4.1.3.1.3 PTM aus Salinispora arenicola CNS-205

Durch Klassische Anzucht und Analyse der Extrakte von S. arenicola konnte trotz intensiver
naturstoffchemischer Untersuchungen dieses Stammes bis heute kein PTM-verwandter Naturstoff isoliert
werden. Zur Identifizierung des potentiellen PTMs sollte zundchst untersucht werden, ob sich
Unterschiede im Wildtyp-Extrakt auffinden lassen, wenn putative PTM-Gene im Produzentenstamm
deletiert werden. Die entsprechenden Deletions-Mutanten von S. arenicola wurden von Prof. Bradley
Moore, Scripps Institution of Oceanography in San Diego, zur Verfligung gestellt. Durch den LC-MS-
Vergleich der Knockout-Mutante ohne PKS-NRPS-Gen (Orf2, Knockout-Mutante A2407) mit den
Extrakten vom Wildtyp sollte der PTM-Naturstoff identifiziert werden, wobei A2407 unfahig sein sollte,
dass potentielle PTM zu bilden (Abbildung 27).

Ors 7 O’fg Or: 3 O, 7

DD -/

Abbildung 27. Putatives PTM-Cluster aus S. arenicola. Orfl entspricht einem hypothetischen Protein, Orf2 einem
PKS-NRPS-Modul, Orf3 einer Phytoen-Dehydrogenase und Orf4 einer zinkbindenen Alkohol-Dehydrogenase.
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Durch Sequenzalignments stellte sich heraus, dass das Gen Orfl im S. arenicola PTM-Cluster in ein
Protein translatiert wird, welches keine nahe Verwandtschaft zu bekannten Proteinen besitzt (Knockout-
Mutante A2406). Bei den beiden Reduktasen Orf3 und Orf4 handelt es sich um eine Phytoen-
Dehydrogenase (Knockout-Mutante A2408) und eine Zink-bindende Alkohol-Dehydrogenase (Knockout-
Mutante A2409). Bioinformatische Analysen zeigten eine groRe Ahnlichkeit des potentiellen PTM-
Biosyntheseclusters aus S. arenicola und dem wvon uns entdeckten lkarugamycin-Cluster. Fir die
heterologe Expression des PTMs aus S. arenicola wurde das etablierte heterologe Expressionssystem fur
die Produktion 23 verwendet.'®> Prof. Moore stellte fir diesen Versuch ein Fosmid zur Verfiigung,
welches das gesamte PTM-Cluster aus S. arenicola trug. Nach der Fermentation des Fosmids in E. coli
BAPL1 zeigte sich, dass auch das S. arenicola-Cluster fir 23 codiert (Abbildung 28). Auch A2406 war in
der Lage 23 zu produzieren. Somit wurde gezeigt, dass das unbekannte Gen Orfl, nicht an der PTM-
Biosynthese beteiligt ist. Durch den Chromatogramm-Vergleich beider Fermentationsextrakte der
Knockout-Mutanten A2408 und A2409 mit den Extrakten der vorab heterolog produzierten Ikarugamycin-
Intermediate, konnte festgestellt werden, dass auch die Intermediate wie erwartet die gleiche Masse

besitzen (siehe Anhang 7.3).
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— E. coliBAP Fosmid S. arenicola

— lkarugamycin-Referenz

AN NN

T T 1
2 4 6 8 10 Zeit [min]

Abbildung 28. Massenspuren von lIkarugamycin (23) aus den Extrakten von S. arenicola, der heterologen
Expression in E. coli und der Ikarugamycin-Referenz.

Die hier aufgefiihrten Untersuchungen zeigen, dass das im Rahmen dieser Arbeiten etablierte PTM-
Expressionssystem in E. coli generell zur Produktion einer Vielzahl von PTMs geeignet zu sein scheint.

Weiterfiihrende Arbeiten dazu werden momentan in der FG Biosystemchemie durchgefiihrt.

4.1.3.2 Heterologe Expression von PTMs in Streptomyceten

Fur eine Steigerung der PTM-Ausbeute in heterologen Expressionssystemen wurde die Produktion in
verschiedenen Streptomyceten-Stdimmen untersucht. Da eine hohe Verwandtschaft zwischen den
originalen PTM-Produzenten und Streptomyceten besteht, liegt die Vermutung nahe, dass die
Verwendung &hnlicher Expressionsstdmme mit analogem Codon-Gebrauch die PTM-Ausbeute verbessern
koénnte. Zudem besitzen Streptomyceten im Vergleich zu E. coli héher entwickelte Expressions- und
Sekretionsmechanismen fiir Proteine, welche zu gesteigerten Produktausbeuten fiihren kénnen.1%41% Als
Expressionsstamme wurden Streptomyces ceolicolor M1146, M1152 und M1154, sowie Streptomyces

albus JI11074 verwendet. S. coelicolor M1146 besitzt, aufgrund deletierter Naturstoffcluster im Genom,
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einen verringerten metabolischen Hintergrund. Die Stdmme M1152 und M1154 sind eine
Weiterentwicklung von M1146. Sie verfiigen, wegen sogenannten ,,Ochi-Typ“-Mutationen, Gber hohere
Transkriptionsraten der Gene, welche fiir die Produktion von Sekundarmetaboliten notig sind.’® S. albus
besitzt ein eigenes PTM-Cluster auf seinem Genom.®* Daher sind alle notwendigen Expressionselemente
fur die heterologe Produktion von PTMs vorhanden. Im ersten Schritt wurden die ausgewahlten putativen
PTM-Biosynthesecluster von Saccharopolyspora spinosa und Saccharophagus degradans in einen
geeigneten Shuttlevektor kloniert (Abbildung 29).

D D D Streptomyces sp. Tu6239, Ikarugamcin (23)
D L 4 4 Saccharophagus degradans DSM17024
L L g » Saccharopolyspora spinosa NRRL18395

Abbildung 29. Darstellung der putativen PTM-Cluster aus Saccharophagus degradans und Saccharopolyspora
spinosa im Vergleich zum lkarugamycin-Cluster. Die unterschiedlichen Gene wurden farblich markiert: Rot: PKS-
NRPS; grau: PTM-Hydroxylase; griin: FAD-abhangige Oxidoredukatase; dunkelgrau: kurzkettige Alkohol-
Dehydrogenase; blau:  Alkohol-Dehydrogenase; hellgriin:  Phytoen-Dehydrogenase; orange: Linalool-8-
Monooxygenase; gelb: Cytochrom P450-Enzym; braun: O-Methyltransferase.

Als Shuttle-Vektor wurde pSET152 genutzt.1%” Auf diesem Vektor liegt ein Int-Gen, das fiir eine Integrase
codiert und den Vektor tber attB-Rekombinationsstellen in das Streptomyceten-Chromosom integriert.*%®
Nach dem Einbringen eines potentiellen PTM-Clusters in den pSET152-Vektor wurde upstream des
Clusters ein ermE-Promotor mit einer ribosomalen Bindungsstelle (RBS) kloniert.2® Die erhaltenen
Konstrukte wurden in E. coli ET12567 pUZ8002 transformiert und anschlieBend in die unterschiedlichen
Streptomyceten konjugiert.!'° Die erhaltenen Exkonjugate wurden dann in dem Expressionsmedium nach
Zhang et al.'** fermentiert und die Zellextrakte mittels LC-MS auf potentielle PTM-Massen untersucht.
Bislang konnte jedoch in diesen Systemen noch keine PTM-Produktion fir einen der beiden untersuchten
Stamme detektiert werden. Eine Ursache fir die ausbleibende Produktion kénnte zum Beispiel der ermE-
Promotor darstellen. Es existieren verschiedene Promotorsysteme und auch ermE-Sequenzen, die sich fir
die hetereologe Expression im Streptomyceten eignen und in weiterfihrenden Experimenten untersucht
werden konnten.®? AuRerdem konnte durch Du et al. am Beispiel der heterologen Produktion von 25
gezeigt werden, dass sich die PTM-Produktion starten lasst, wenn der Promotor direkt vor das PKS-
NRPS-Modul eingebracht wird.'!? Entsprechende Arbeiten werden momentan in der FG Biosystemchemie

durchgefuhrt.
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4.2 Isolierung und Charakterisierung von Naturstoffen aus Streptomyceten

4.2.1 Struktur und biologische Aktivitat von Cycloheptamycin

Dieses Unterkapitel basiert auf dem in Kiirze einzureichenden Publikationsentwurf:

J. Antosch, J. Wiese, J. F. Imhoff, H.-P. Fiedler, T. A. M. Gulder, Structure and biological activity of
cycloheptamycin. Geplant fir Org. Biomol. Chem.

Streptomyces sp. Tu6314 wurde uns von Herrn Prof. Dr. Hans-Peter Fiedler (Universitat Tubingen) fur
diese Arbeiten exklusiv zur Verfligung gestellt. Zur Identifizierung der postulierten, unbekannten
Naturstoffe aus diesem Stamm wurden mehrere Fermentationsversuche unternommen, wobei die
Expression der Metabolite mittels HPLC verfolgt wurde. Ein Hauptmetabolit, der sich nach funf Tagen
Fermentation bildete, konnte isoliert und physikochemisch untersucht werden. Dabei konnte das
Cycloheptapeptid Cycloheptamycin (53) identifiziert werden. Bei 53 handelt es sich um ein cyclisches
Depsipeptid, welches bereits 1970 durch Thomas et al. aus einem nicht identifizierten Streptomyceten
isoliert werden konnte (Abbildung 30).1!* Damals war es nicht moglich, die vollstandige stereochemische
Konfiguration des Molekiils zu bestimmen. Auferdem fehlten detaillierte biologische Untersuchungen.
Die Strukturklasse der Depsipeptide ist bekannt fur ihre antibakterielle Wirkung. Die davon abgeleiteteten
Acyldepsipeptide wurden kiirzlich als Aktivatoren der bakteriellen Protease ClpP identifiziert. Durch die

Aktivierung der ClpP wird eine unkontrollierte Proteolyse initiiert, welche zum Zelltod fiihrt.*

H._NH N  OH
hif { CH,
O —
NH
H3C_ 53
(@]

Abbildung 30. Struktur von Cycloheptamycin (53) aus Streptomyces sp. T6314.
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Neben dem Einbau ungewdhnlicher Aminosauren, beispielsweise B-Hydroxynorvalin, N-Formyl-Valin
und Methoxy-Tryptophan, wurden mehrere D-Aminosauren detektiert, darunter bD-Alanin, D-allo-1soleucin
und D-Methyltyrosin. Die Stereozentren wurden nach volistandiger Hydrolyse von 53 durch
Derivatisierung der dann freien Aminosduren mit dem bifunktionellen Marfey’s Reagenz unter Bildung
von Diastereomeren und Vergleich der derivatisierten Referenzaminoséuren bestimmt. Durch die
Sequenzierung des gesamten Genoms konnte zudem ein Biosynthesecluster entdeckt werden, welches fir
53 codiert. Die Position der Epimerasen im Cluster bestétigte und vervollstandigte die Konfiguration der
Aminosduren. Neben den stereochemischen und biosynthetischen Analysen wurde die biologische
Aktivitdt von 53 untersucht. Dabei stellte sich heraus, dass 53 ein spezifischer Inhibitor fur das Akne-
verursachende Bakterium Propionibacterium acnes darstellt. Diese biologischen Untersuchungen wurden
am Kieler Wirkstoff-Zentrum, GEOMAR (KiWiZzZ) von Frau Dr. Jutta Wiese durchgefiihrt (Arbeitsgruppe
von Prof. J. F. Imhoff).
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4.2.2 Unveroffentlichte Ergebnisse zur Isolierung von Naturstoffen

4.2.2.1 Naturstoff-Isolierung aus Rhodococcus RV77 und RV8

Die Bearbeitung der beiden Stamme Rhodococcus opacus B-4 (RV77) und Rhodococcus fascians (RV8)
erfolgte ausgehend von Ethylacetat-Rohextrakten, welche von Herrn Dr. Usama Abdelmohsen (Gruppe
von Frau Prof. Dr. Ute Hentschel Humeida, Universitat Wirzburg) zur Verfligung gestellt wurden. Das
Ziel dieses Projektes war es, die vorliegenden Rohextrakte auf interessante Sekunddrmetabolite zu
untersuchen, sowie deren Struktur aufzuklaren. Aus beiden Stdmmen wurde das Diketopiperazin
Cyclo(prolyltyrosyl) (54) isoliert (Abbildung 31). 54 konnte bereits 1964 aus Streptomyces gelaticus und
in den darauffolgenden Jahren aus vielen weiteren Stammen isoliert werden.'* Diketopiperazine besitzen
ein breites biologisches Aktivitatsspektrum von antibakteriellen,*®> Gber antifungalen,'® bis hin zu
phytotoxischen!” Eigenschaften. Sie fungieren zudem als Signalstoffe in Quorum Sensing-Systemen.
Die hohe Anzahl an biologischen Wirkungen und der einfache Aufbau aus nur zwei L-Aminosduren, in

diesem Fall aus Tyrosin und Prolin, korreliert mit dem h&aufigen Auffinden dieser Substanzklasse.

OH

Abbildung 31. Struktur von Cyclo(prolyltyrosyl) (54), einem Diketopiperazin, welches aus RV77 und RV8 isoliert
wurde.

4.2.2.2 Substanzisolierung aus Streptomyces sp. RV15

Streptomyces lincolnensis sp. RV15 ist ein mariner Actinomycet, welcher aus Schwammmaterial von
Dysidea tupha isoliert wurde. Ein Ethylacetat-Rohextrakt aus einer Fermentation von RV15, wurde von
Herrn Dr. Usama Abdelmohsen (Gruppe von Frau Prof. Dr. Ute Hentschel Humeida, Universitat
Wirzburg) zur Verfugung gestellt. Aus diesem Stamm wurden bereits in vorangegangen Untersuchungen
neue Sekundérmetabolite durch Hentschel und Bringmann et al. im Jahr 2012 isoliert. Es handelte sich
dabei um die cyclischen Lipopeptide Cyclodysidin A-D (55) (Abbildung 32), welche sowohl antibiotische

als auch zytostatische Wirkungen aufweisen.t
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Abbildung 32. Strukturen der vier cyclischen Lipopeptide aus dem Stamm Streptomyces RV15, welcher symbiotisch
mit dem Schwamm Dysidea Tupha zusammenlebt.'%°

Das Ziel dieses Projektes war, den vorliegenden Rohextrakt zundchst mittels HPLC zu untersuchen,
interessante, moglicherweise neue Sekundarmetabolite daraus zu isolieren und diese dann strukturell zu
charakterisieren. Der Ethylacetat-Extrakt wurde mit Methanol und Cyclohexan im Scheidetrichter
separiert und via HPLC auf Metaboliten-Bestandteile analysiert. Dabei konnten in der Methanolphase
Signale in ausreichender Konzentration detektiert werden, welche nach ersten Untersuchungen zur
Substanzklasse der Anthrachinone gehorten. Insgesamt konnten aus Streptomyces sp. RV15 sechs
Sekundarmetabolite, welche alle eine intensive Rotfarbung aufwiesen, isoliert und deren Strukturen
aufgeklart werden. Die UV-Spektren der Substanzen wiesen starke Ahnlichkeiten untereinander auf. Nach
NMR-spektroskopischer Charakterisierung zeigte sich, dass die entdeckten Metabolite bereits bekannt
waren. Dabei handelte es sich um die antibiotisch wirksamen Substanzen SF2446 A1-A3 und B1-B3 (56),

die bereits im Jahr 1988 von Shomura et al. aus Streptomyces sp. SF2446 isoliert wurden.?°

Abbildung 33. Allgemeine Struktur der SF2446-Antibiotika (56).1! Fir R, R? siehe Tabelle 1.

Die SF2446-Antibiotika tragen alle dasselbe Grundgerist (Abbildung 33) und unterscheiden sich nur
durch ihre Substituenten R! und R? (Tabelle 1). Sie besitzen eine hohe Aktivitat gegen grampositive

Bakterien und Mykoplasmen, beispielsweise gegen Mycoplasma gallisepticum.?
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Tabelle 1. Substituenten der Substanzen SF2446 Al, A2, A3, B1, B2, B3.

Molare Masse

Bezeichnung R1 R2 [o/ mol]
Hs e\ ©
H;CO™ HO
Al 3 OCH,8 OH 697.64
HaC ™\ ©
A2 H:’CO e OH 697.64
OCH,
A3 H OH 523.45
He \ ©
B1 H,CO™ HO H 681.64
OCH,
HaC ™\ ©
B2 H;E:o e H 681.64
OCH,
B3 H H 507.45

40



Diskussion der Ergebnisse

5. Diskussion der Ergebnisse

Die vorliegende Publikation ,,Heterologe Rekonstitution der lkarugamycin-Biosynthese in E. coli*
leistet einen wichtigen Beitrag zum Verstandnis der PTM-Biosynthese. Erstmals wurden experimentelle
Beweise, am Beispiel des lkarugamycins (23, Ika), fir den Cyclisierungsmechanismus des anellierten
PTM-Ringsystems und das iterative PKS I-System erbracht. Die iPKS generiert dabei zwei
Polyketidketten, die separat von der NRPS verknilipft werden. Diese Funktionsweise ist einzigartig und so

bislang noch nicht dokumentiert worden.

Die Nachweise erfolgten durch die heterologe Produktion des Ika-Clusters in E. coli BAP1.12? Dieser
E.coli wurde als Expressionsstamm genutzt, da er eine chromosomale Kopie der promisken
Phosphopantetheinyl-Transferase (Sfp) besitzt, die die posttranslationale Aktivierung von Acyl- und
Peptidyl-Tragerproteinen in PKS- beziehungsweise NRPS-Systemen katalysiert.** Voraussetzung fir die
Untersuchungen war die Identifizierung des Biosynthese-Clusters von 23. Das Cluster wurde im
Produzentenstamm Streptomyces sp. Tii6239 mit Hilfe von degenerierten Primern entdeckt. Diese Primer
amplifizierten konservierte, spezifische Bereiche aus der PTM-Thioesterase. Die Vergleiche der
peptidischen Sequenzen von PTM-Thioesterasen (TE) und TE aus Nicht-PTM-Biosynthese-Clustern
zeigten Bereiche auf, die lediglich in PTM-TEs stark konserviert waren. Die erstellte genomische
Bibliothek von Streptomyces sp. Ti6239 brachte ein Fosmid hervor, welches das gesamte Ika-Cluster
trug. Insgesamt wurden drei Plasmide generiert, die alle Gene bis Orf+7 (pJA_Orf+7), die drei Gene
ikaABC (pJA_ikaABC), oder lediglich ikaAB (pJA_ikaAB) enthielten (Abbildung 34). Dabei entspricht
ikaA dem spezifischen PKS-NRPS-Modul, ikaB einer FAD-abhangigen Oxidoreduktase und ikaC einer
Alkohol-Dehydrogenase.

4 4 2 Streptomyces sp. T16239; pJA_Orf+7
_.- Streptomyces sp. T6239; pJA_ikaABC
D D Streptomyces sp. Ti6239; pJA_ikaAB
_ Streptomyces sp. T16239; pJA_ikaA

Abbildung 34. Vektoren flr die heterologe Expression von lkarugamycin und den Intermediaten. Rot: PKS-NRPS
(ikaA), grin: FAD-abhangige Oxidoreduktase (ikaB), blau: Alkohol-Dehydrogenase (ikaC), gelb: Cytochrom P450-
Enzym, pink: Haloacid-Dehalogenase, grau: Glycosylase, orange: Deacetylase.

Die Expressionsexperimente, die mit diesen Konstrukten durchgefiihrt wurden, zeigten die Bildung von

23 nicht nur mit pJA_Orf+7, sondern auch mit dem auf drei Gene reduzierten pJA_ikaABC. Die Analysen

der heterologen Expressionsexperimente mit pJA_ikaAB zeigte statt 23 die Anreicherung eines

Metaboliten, dessen molekulare Masse dem postulierten IkaAB-Intermediat 52 entspricht. Zhang et al.
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bestétigten kurze Zeit spater mit einer NMR-spektroskopischen Untersuchung die postulierte Struktur der
Zwischenstufe von 52.1* Das zusétzlich durchgefiihrte in vitro-Experiment, mit aufgereinigter Alkohol-
Dehydrogenase aus Streptomyces sp. ZJ306, belegte den Ringschluss durch 1kaC und den Einbau eines
Deuteriums in Position C-15.1!

Neben der bereits vorgestellten Biosynthese zu 23 ist eine alternative Syntheseroute moglich. Dabei
entsteht, spontan zwischen C-15 und C-19, sowie zwischen C-20 und C-12, zuerst der Sechsring im IkaA-
Intermediat (51). Voraussetzung dafir ist, dass beide Polyketidketten vorab in geeigneter Konfiguration
vorliegen. Im zweiten Schritt wird durch IkaB der erste Finfring zwischen C-16 und C-17 durch Addition
eines Hydrids in Position C-29 katalysiert. Der innenliegende Fiinfring wird erneut durch Hydrid-
Induktion von 1kaC zwischen C-22 und C-11 geschlossen (Abbildung 35).

AT DHKR B
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Abbildung 35. Alternative Biosyntheseroute von Ikarugamycin (23) aus Streptomyces sp. T1i6239.

Die Expression des PKS-NRPS-Moduls (pJA_ikaA) in E. coli flhrte zum Nachweis der Masse von 51
(unpubliziertes Ergebnis, siehe Anhang 7.3). Dies deutet, unter der Annahme das Polyenketten unstabil
sind,'? auf die alternative RingschlieRung hin. Bei dieser Biosyntheseroute wiirde ein stabileres IkaA-
Intermediat (51) entstehen. Du et al. untersuchte in einem in vitro-Assay, unter Einsatz aufgereinigter
PKS- und NRPS-Proteine, die Bildung des ersten Intermediates von 25. Im ersten Schritt wurde aus
Acetyl-CoA und Malonyl-CoA, sowie NADPH und dem aufgereinigten PKS-Modul aus E. coli ein
Polyen erzeugt. Die nachgeschaltete Reaktion des NPRS-Moduls mit Ornithin und ATP fuhrte zur
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Ausbildung der Tetramsaure-Einheit mit zwei Polyenketten, die iterativ aufgebaut und separat eingebaut
werden mussten.’2 Die Analyse des entstehenden Intermediates mittels LC-MS/MS lieR Fragmente
detektieren, die den beiden linearen Polyenketten entsprechen wirden. Die Fragmentierung wiirde dabei
in Kette b zwischen dem Keton und dem Tetramséurerest und in Kette a zwischen der Polyenkette und der
Peptidbindung auftreten (Abbildung 35). Das Intermediat des PKS-NRPS-Moduls von 25 konnte ebenfalls
im Streptomyceten heterolog produziert und eine Masse, welche 51 entsprach, detektiert werden.!? Diese
Ergebnisse sind jedoch nicht direkt auf die Biosynthese von 23 (bertragbar, da an der Synthese von 25
keine Diels-Alder-Reaktion beteiligt sein kann. Zusétzlich konnte die Arbeitskreisgruppe von Du durch
die heterologe Expression des gesamten Clusters ein Derivat von 25 isolieren und strukturell aufklaren. Es
handelt sich dabei um ein strukturverwandtes PTM mit einer 5-5-Ringabfolge, welches in Position C-12
eine andere Konfiguration besitzt. Dies flihrte vermutlich zur ausbleibenden Bildung des Sechsrings wie
in 25. Die Untersuchungen geben einen Hinweis darauf, dass die Polyenketten in einer bestimmen
Konfiguration durch die iPKS sezerniert werden. Die Entstehung des Nebenproduktes zeigt zudem eine
verringerte Stereospezifitat bei der Cyclisierung und/oder Isomerisierung der Alkene.®42 Um die
Biosynthese der Polyketidketten von 25 zu entschliisseln, versuchten Dussault et al. mit synthetisch
hergestellten SNAC-Thioestern von Dodecapentaensduren in einem in vitro-Assay mit NRPS und L-
Ornithin, das PKS-NRPS-Intermediat darzustellen. Dies gelang jedoch nicht. Zu vermuten ist, dass das
NRPS-Modul die SNAC-gebundenen Polyen-Derivate nicht akzeptiert. Ein anderer Grund kénnte sein,
dass sich diese sensitiven Produkte vor der Umsetzung durch die NRPS zersetzen.'?* Ferner fehlte ein
polyungesattigtes Substrat, das Tetraen-Keton (Polyketidkette b), welches neben dem Pentaen-Derivat fiir
die Generierung des ersten Intermediates vorhergesagt wird (Abbildung 35). Zu kléren bleibt daher, in
welcher Konfiguration die Doppelbindungen in beiden Hexaketiden nach deren Aufbau durch die iPKS
vorliegen und ob die Reduktasen die Konfigurationen beeinflussen  beziehungsweise
Konfigurationsdnderungen vornehmen. Eine gesteigerte Expression von pJA-ikaA und die Isolierung von
51 konnte zur Struktur-Aufklarung der Polyenketten genutzt werden, unter der Voraussetzung, dass die
Stabilitit des IkaA-Intermediates fir die Untersuchungen ausreichend ist. Ein weiterer,
erforschungswerter Aspekt ware es herauszufinden, welche Faktoren die Lénge der Polyketidketten
bestimmen und wie das unterschiedliche Reduktionsmuster der Polyenketten entsteht. Dabei sorgt die -
Ketogruppe in Kette b flr die Entstehung der CH-Aciditat zwischen den beiden Carbonylgruppen und
somit zur Bildung der Tetramsaure-Einheit und der Produktfreilassung.'? In zukinftigen Projekten
konnten Reduktasen verschiedener PTM-Cluster untereinander ausgetauscht werden, um zu untersuchen
ob sich dabei andere Cyclisierungsmuster ergeben. Dies ist Gegenstand laufender Projekte in der FG

Biosystemchemie.
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Die Publikation: ,,Promiskuitive Hydroxylasen fur die Funktionalisierung von polycyclischen
Tetramsaure-Makrolactamen ermoglichte den ersten Nachweis der Substrattoleranz von PTM-
Biosyntheseenzymen. Durch Shen et al. wurde bekannt, dass die Sterol-Desaturase, im weiteren Verlauf
PTM-Hydroxylase genannt, in HSAF (25) fir den postmodifizierenden Einbau der Hydroxylgruppe in
Position C-3 verantwortlich ist.”> Die Makrolactamringe sind in allen PTMs strukturell nahezu identisch
aufgebaut. Somit lag die Vermutung nahe, dass sich nicht nur das Intermediat, deOH-HSAF, durch die
PTM-Hydroxylase hydroxylieren lasst, sondern auch nicht-native PTM-Strukturen. Da der Stamm
Lysobacter enzymogenes C3, den Shen et al. fiir die Versuche nutzte, nicht kommerziell erhéltlich war
wurde nach Sequenzhomologen der PTM-Hydroxylase, mittels bioinformatischer Analysen, in diversen
anderen PTM-Clustern gesucht. Die putativen PTM-Cluster aus den kommerziell erhéltlichen Lysobacter
capsici und Saccharophagus degradans enthielten ebenfalls PTM-Hydroxylasen. Die Hydroxylierung von
Ikarugamycin (23) erfolgte in in vivo- und in in vitro-Experimenten. Dabei entspricht das hydroxylierte
Produkt von 23 dem isolierten Butremycin (38).%° Fir den in vivo-Versuch wurde das 23-produzierende
E. coli-System (aus der Publikation 4.1.1) mit einem PTM-Hydroxylase-codierenden Expressionsvektor
(aus L. capsici) erweitert. Dabei zeigte sich eine vollstandige Umsetzung von 23 zu 38. Im Vergleich dazu
wurde im parallel durchgeflihrten in vitro-Versuch, in dem kéauflich erworbenes 23 mit einer
angereicherten PTM-Hydroxylase-Fraktion versetzt wurde, nur eine ca. 30-prozentige Umsetzung
erreicht. Hierbei wurde die PTM-Hydroxylase aus dem S. degradans-Cluster verwendet, da sich bei dem
Assay mit der Hydroxylase aus L. capsici nur eine 10-prozentige Ausbeute erreichen lieB. Auch mit einem
Fitterungsexperiment, in dem 23 zu einer induzierten Kultur von PTM-Hydroxylase-produzierenden
E. coli hinzugegeben wurde, konnte nur eine geringe Produktion von 38 beobachtet werden. Die
Umsetzung wurde in diesem Experiment vermutlich durch den geringen Zellmembran-Transfer von 23
limitiert. Die Ausbeute von 38 erhohte sich auf 50 Prozent, wenn statt dem angereicherten Enzym die
Uberstandfraktion des Zelllysats der entsprechenden Proteinexpression verwendet wurde. Die Summe
dieser Ergebnisse l&sst die Vermutung zu, dass sich die Aktivitat des Enzyms wahrend der Aufreinigung
reduziert. Eine weitere denkbare Erklarung ware, dass sich im Lysat-Uberstand zusatzliche Faktoren
befinden, die fiir eine verbesserte Stabilitat des Enzyms sorgen. Die in vitro-Experimente zeigen ferner,
dass es Unterschiede in der Stabilitat, eventuell auch durch Proteasen verursacht, zwischen den einzelnen
PTM-Hydroxylasen aus verschiedenen PTM-Clustern gibt (Abbildung 36).
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Abbildung 36. a.) In vitro-Hydroxylierung von Ikarugamycin (23) zu Butremycin (38) durch die PTM-Hydroxylase
(SD) aus S.degradans b.) In vivo-Hydroxylierung von lkarugamycin (23), welches mit dem heterologen
Expressjqnssystem E. coli BAP1 pJA-ikaABC parallel generiert wird, durch die PTM-Hydroxylase (SD) aus
L. capsici.

Im Vergleich mit einem Standard von 38, der uns von Herr Dr. Kyeremh (Universitdt von Ghana) zur
Verfligung gestellt wurde, zeigte sich, dass die Masse und Retentionszeit von 38 exakt mit den in vivo-
und in vitro-Experimenten bereinstimmte. Eine noch héhere Ausbeute von 38 kdnnte dadurch erreicht
werden, dass eine PTM-Hydroxylase in den 23-produzierenden Streptomyceten sp. Tii6239 eingebracht
wird. Voraussetzung dafir ist, dass das GC-arme Gen der PTM-Hydroxylase aus L. capsici
beziehungsweise aus S. degradans vom GC-reichen Streptomyceten transkribiert und translatiert werden
kann. Um dieses Problem zu umgehen, kénnte eine Codon-Optimierung fur das PTM-Hydroxylase-Gen
vorgenommen werden. In fortfihrenden Experimenten kénnte zusatzlich versucht werden, weitere
postmodifizierende Enzyme innerhalb der PTM-Cluster auszutauschen, um so innovative PTM-Strukturen

zu kreieren.

Fur die weitere ErschlieBung von PTM-Strukturen wurden von interessanten, potentiellen PTM-
Produzenten-Stammen genomische Bibliotheken angelegt. Ein Sequenzalignment des HSAF-Clusters aus
Lyosbacter enzymogenes C3 und dem potentiellen PTM-Cluster aus Lysobacter capsici zeigte eine grole
Ubereinstimmung. Daraufhin wurde das entsprechende Fosmid, welches das gesamte potentielle PTM-
Cluster aus L. capsici trug, in E. coli BAP1 transformiert. Nach Fermentation und Extraktion konnte im
E. coli Extrakt die Masse fur 25 nachgewiesen werden. Dabei wurde als Referenz der Wildtyp-Extrakt von
L. capsici verwendet. Ebenso wurde durch bioinformatische Analyse festgestellt, dass die Cluster aus S.
arenicola und dem 23-produzierenden Stamm Streptomyces sp. Tu6239 nahezu identisch sind. Die
Annahme, dass auch S. arenicola ein Produzent von 23 ist, bestétigte sich in den LC-MS Untersuchungen
des entsprechenden E. coli-Extrakts. Von Prof. Dr. Bradley Moore wurden Knockout-Mutanten erhalten,
die einzelne Gene des S. arenicola-PTM-Clusters deletiert hatten. Die Fermentation des Knockout-
Mutanten A2408 (entspricht der Deletion von ikaB) zeigte die Produktion von 51. Die Knockout-Mutante
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A2409 (entspricht der Deletion von ikaC) bildete ein Intermediat, welches der Masse von 52 entsprach.
Bei der Deletion des entsprechenden ikaA-Gens (A2407) zeigte sich, wie erwartet, keine Produktion von
23. Es stellte sich heraus, dass sich das E. coli-basierte Produktionssystem zur analytischen Untersuchung
von bekannten PTM-Strukturen eignet. Die kurzen Fermentationszeiten und die einfache Manipulation
des gut untersuchten E. coli-Bakteriums gehoren zu den Vorteilen. Nachteilig hingegen sind die geringen
Mengen der produzierten PTMs, die eine physiko-chemische Analyse von unbekannten PTM-Strukturen
erschweren. Einer der Griinde daftir konnte die Bildung von Einschlusskdrpern sein, sowie das fir PTM-
Cluster aus GC-reichen Streptomyceten teilweise ungeeignete Expressionssystem. !

Fir die heterologe Produktion von PTMs in Streptomyceten zur Steigerung von Produktionsmengen
wurden die potentiellen PTM-Cluster von Saccharophagus degradans und Saccharopolyspora spinosa in
einen geeigneten Shuttlevektor kloniert. Zusatzlich wurde ein fiir Streptomyceten geeigneter, konsekutiver
ermE-Promotor und eine ribosomale Bindungsstelle vor die PTM-Cluster eingebracht. Durch die
Produktion in Streptomyceten sollten die Nachteile des E. coli-basierten Expressionssystems umgangen
und eine hohere PTM-Ausbeute erreicht werden. Die Nachteile der Streptomyceten-basierten Expression
sind lange Fermentationszeiten und eine relativ schwierige Manipulation der heterologen Wirtsstamme.
Zudem produzieren sie eine Vielzahl eigener Sekundarmetabolite.® Aufgrund dessen wurden
Streptomyceten verwendet, die einen verringerten metabolischen Hintergrund durch entsprechende
Gendeletionen aufwiesen. Die Fermentation und Extraktion der erhaltenen Exkonjugate zeigte neue UV-
Signale in den Fermentationsextrakten. Es konnte jedoch keine potentiellen PTM-Massen detektiert
werden. Als potentielle PTM-Massen wurden die Massenbereiche der bislang bekannten PTMs in
Betracht gezogen. Dieser Massenbereich erstreckt sich von ca. 430 bis ca. 570 u. Neben den
durchgefiihrten Versuchen existieren weitere Maoglichkeiten die PTM-Expression im Streptomyceten zu
untersuchen, beispielsweise durch die Variation der Produktionsmedien, die Umklonierung der PTM-
Cluster in andere Shuttle-Vektoren und die Verwendung anderer Streptomyceten-Promotoren, zum
Beispiel dem induzierbaren tipA- oder konsekutiven gapdh-Promotor aus S. griseus.®>!? Durch eine
gesteigerte Produktion der potentiell gebildeten PTMs kdnnten diese isoliert und strukturell untersucht
werden. Aufgrund der Unterschiede in den Clustern von S. degradans und S. spinosa, zu den bereits
bekannten PTM-Clustern, werden bislang unbekannte PTM-Strukturen erwartet. S. degradans besitzt
dabei ein aulergewdhnlich kleines PTM-Cluster aus nur drei Genen. Darunter befindet sich nur ein
Reduktase-Gen, welches fur eine FAD-abhangige Oxidoredukatse codiert. Die gesammelte Erfahrung aus
dieser Arbeit lasst darauf schliel3en, dass sich dabei ein PTM mit einem zweigliedrigen Ringsystem bildet.
Die vorangestellte PTM-Hydroxylase wirde vermutlich, wie in Punkt 4.1.2 beschrieben, den gebildeten
Makrolactamring in Position C-3 hydroxylieren. Das putative PTM-Cluster aus S. spinosa besitzt statt

einer PTM-Hydroxylase zwei vorangestellte kurzkettige Alkohol-Dehydrogenasen und ein Cytochrom

46



Diskussion der Ergebnisse

P450-Enyzm. Nach dem PKS-NRPS-Modul befinden sich drei Reduktase-Gene, zwei Phytoen-
Dehydrogenasen und eine Linalool-8-Monooxygenase, sowie eine O-Methyltransferase. Ob alle
genannten Enzyme an der Biosynthese beteiligt sind, ist nicht bekannt. Vermutlich handelt es sich bei dem
Produkt um ein tricyclisches PTM mit zusatzlichen funktionellen Gruppen, wie z. B. einer
Methoxygruppe, die von einem Red/Ox-Enzym und der O-Methyltransferase eingebaut werden.

Die Publikation: ,,Struktur und biologische Aktivitat von Cycloheptamycin® zeigt die Isolierung des
Cycloheptamycins (53) aus Streptomyces sp. T6314. 53 wurde bereits durch Thomas et al. im Jahre 1970
isoliert.™® Bislang fehlten jedoch Untersuchungen zur biologischen Aktivitdit und die komplette
Bestimmung der Absolutkonfiguration. Um einige der Stereozentren von 53 zu bestimmen, wurde
zundchst eine saure Hydrolyse, gefolgt von einer Derivatisierung der einzelnen Aminosauren mit dem
bifunktionellen Marfey’s Reagenz unter Bildung von Diastereomeren durchgefiihrt. Die Analyse der
Derivate wurde mittels HPLC durchgefiihrt, unter Vergleich der entsprechend derivatisierten
Referenzsubstanzen. Die zusétzliche Sequenzierung des gesamten Genoms von Streptomyces sp. T(i16314
zeigte ein Biosynthesecluster mit sieben NRPS-Modulen und einer Vielzahl postmodifizierender Enzyme,
welches in der Lage sein sollte, Cycloheptamycin zu synthetisieren. Die Identifizierung der einzelnen
Epimerasen vervollstdndigte die Bestimmung der Aminosduren-Konfiguration (Abbildung 37). Somit
inkorporiert Cycloheptamycin neben L-Valin, L-Threonin, L-B-Hydroxynorvalin und L-Tryptophan, die
drei D-Aminosduren D-Alanin, D-allo-Isoleucin und D-Tyrosin. Die N-Methyltransferasen (MT) im
Cluster sorgen fir die Methylierung der Aminogruppen von D-allo-Isoleucin und L-Tryptophan.
Flankierende Hydroxylasen, Formyltransferasen und O-Methyltransferasen fiigen postmodifizierend
Hydroxy-, Methyl- und Formylgruppen bei den entsprechenden Aminosauren an. Die Biosynthese von B-
Hydroxynorvalin wird vermutlich durch die in Cluster Nahe entdeckte Isopropylmalatsynthase katalysiert,
welche ausgehend von 3-Methyl-2-oxobutanoat unter Beteiligung weiterer Enzyme Norvalin

produziert.’?” Mit einer anschlieBenden Hydroxylierung in Position 3 wiirde R-Hydroxynorvalin entstehen.
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Abbildung 37. Biosynthesecluster von Cycloheptamycin (53) aus Streptomyces sp. T6314. Der Farbcode der
NRPS-Module steht fir: Orange: Kondensations-Doméne, grin: Adenylierungs-Domaéne, rot: Peptidyl-Tréger-
Protein, grau: Epimerase, violett: N-Methyl-Transferase, blau: Thioesterase.

47



Diskussion der Ergebnisse

Dariiber hinaus deckte die Sequenzierung des kompletten Streptomyces sp. Ti6314 Genoms und dessen
Interpretation mit antiSMASH!? 34 weitere, potentielle Naturstoffgencluster auf. Darunter konnte ein
putatives PTM-Cluster gefunden werden, welches groBe Ahnlichkeit zu dem von Zhao et al. entdeckten
und heterolog produzierten PTM-Biosynthesecluster aus S. griseus besitzt.®? Dies zeigt, wie von Clardy et
al. beschrieben, die weite Verbreitung der PTM-Biosynthesecluster.®® Die heterologe Expression und auch
die Aktivierung der potentiellen Naturstoff-Cluster im Wildtyp kénnten als Werkzeug zur Untersuchung
der Naturstoffe genutzt werden.

Neben den stereochemichen und biosynthetischen Analysen wurde die biologische Aktivitat von 53
untersucht. Durch in vitro Enzym- und in vivo Zell-Assays, welche im Kieler Wirkstoff-Zentrum am
GEOMAR (KiWiZ) von Frau Dr. Jutta Wiese durchgefiihrt wurden (AG Prof. J. F. Imhoff), konnte
festgestellt werden, dass 53 eine spezifische Inhibition von Propionibacterium acnes bewirkt. Es konnten
zudem zwei weitere Derivate von 53 (57 und 58) isoliert und mit Hilfe von LC-MS/MS-Analysen
untersucht werden (Abbildung 38). Der Vergleich von 53 mit dessen Derivaten konnte eine selektive und
strukturabhéngige Inhibition von P. acens aufzeigen. Interessanterweise wurde das Wachstum des
Bakteriums P. acnes durch 53 mit einem IC50-Wert von 4.22 + 0.41 puM und von 57 mit einem IC50-
Wert von 17.32 + 2.78 uM gehemmt. Die periphere Methylgruppe im R-Hydroxy-Norvalin scheint ein
wichtiger Bestandteil fur die Aktivitat zu sein. Wegen der begrenzt verfligbaren Menge von 58 wurde der
IC50-Wert von > 50 uM nicht ndher bestimmt. Die selektive Aktivitdt von 53 kdnnte filr eine verbesserte
Therapie zur Behandlung der von P. acnes verursachten Krankheiten, beispielweise von Akne, genutzt
werden.!?® Laut Garner et al. ist oral verabreichtes Isotretinoin zurzeit die wirksamste Therapie gegen
Akne. Aufgrund der Teratogenitdt von Isotretinoin und weiterer Nebenwirkungen stellt die Bekdmpfung
der Akne mit dieser Substanz jedoch keine zufriedenstellende Behandlung dar.*® Es besteht ein
dringender Bedarf, nicht nur das Wissen Uber den pathogenen P. acnes zu vermehren, sondern auch neue

Medikamente mit spezifischer Wirkung zu erforschen.
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Abbildung 38. Struktur von Cycloheptamycin (53) und dessen Derivaten 57 und 58 aus Streptomyces sp. Tii6314.
Positionen der fehlenden Gruppen im Bezug zu Cycloheptamycin (53) wurden rot umkreist.

Die Naturstoff-Isolate aus Rhodococcus RV77 und RVS8, sowie aus dem Actinomycet RV15
entsprachen bereits bekannten, biologisch-aktiven Substanzen. Dazu gehdrten die SF2446-Antibiotika und
das Diketopiperazin Cyclo(prolyltyrosyl). Es zeigte sich in diesen Projekten, dass es schwierig ist, mit der
klassischen Naturstoffisolierung neue Metabolite zu isolieren. Die gezielte genomische Suche nach
interessanten Genclustern konnte bei diesem Problem nutzbringend eingesetzt werden. Die
Genomsequenzierung ist zwar kostenintensiv, jedoch besteht die Mdéglichkeit, dass bislang unbekannte
Naturstoffcluster aufgedeckt werden. Diese kénnten mit geeigneten Methoden, wie zum Beispiel der

heterologen Expression, zur Entdeckung von innovativen Wirkstoffen fihren.
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Heterologous Reconstitution of Ikarugamycin Biosynthesis in E. coli**
Janine Antosch, Francoise Schaefers, and Tobias A. M. Gulder*

Abstract: Polycyclic tetramate macrolactams (PTMs) are
a family of biomedically promising natural products with
challenging molecular frameworks. Despite these interesting
properties, so far only relatively little is known about the
biosynthetic origin of PTMs, in particular concerning the
mechanism by which their ring systems are formed. Herein we
present the first insights into these processes by using the
biosynthesis of ikarugamycin as an example. This has been
facilitated by the first heterologous expression of a PTM
biosynthetic gene cluster in Escherichia coli. With this
approach it will not only become possible to mechanistically
investigate already known PTM biosynthetic pathways in more
detail in the future, but also to interrogate cryptic PTM
biosynthetic pathways chemically and biochemically.

P olycyclic tetramate macrolactams (PTMs) are structurally
and biosynthetically intriguing examples of complex bacterial
natural products. They all have a tetramic acid moiety in
common that is incorporated into a macrolactam ring system.
Directly fused to the macrolactam is a set of two or three five-
or six-membered carbacycles that give rise to the impressive
structural diversity of PTMs. Representative examples are
HSAF (1) and the frontalamides (2),”! both equipped with
a 5-5-6-polycyclic ring system, ikarugamycin (3)*! and the
clifednamides (4),"! bearing a 5-6-5-cyclization pattern, as
well as cylindramide (5)! and alteramide A (6),'"! character-
ized by two five-membered rings (Figure 1).

A broad variety of biological activities has been reported,
depending on the individual structures of the PTMs, which
range from antibacterial and antifungal to cytotoxic proper-
ties."® Despite this promising biomedical potential of the
PTMs and their challenging molecular frameworks, surpris-
ingly little is known about their biosynthetic origin. Even
though putative PTM biosynthetic pathways are widespread
in phylogenetically diverse bacteria,”! the only PTM chemical
structures that have been linked to biosynthetic pathways are
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Figure 1. The structural diversity of PTM natural products exemplified
by HSAF (1), the frontalamides (2), ikarugamycin (3), the clifedna-
mides (4), cylindramide (5) and alteramid A (6).

those of 17 and 2,” two PTM family members with identical
carbon skeletons. The respective gene clusters consequently
are likewise highly similar, being composed of a hybrid
polyketide synthase/nonribosomal peptide synthetase (PKS/
NRPS)®! equipped with a series of red/ox-tailoring enzymes
(Figure 2). Most intriguingly, the PKS only consists of a single
module, thus strongly suggesting an iterative mechanism
(iPKS). Although this is a common situation in fungal
PKSs,® it is very unusual in bacterial polyketide pathways."”!
The only PTM biosynthetic steps that have so far been
investigated in more detail revealed the origin of the hydroxy
function attached to the ornithine building blocks of 1 and 2,
which gets introduced by a post-PKS/NRPS-hydroxyl-
ation,>! and the formation of the tetramic acid moiety
catalyzed by the NRPS-derived thioesterase domain,™ an
enzyme that also exhibits unusual protease and peptide ligase
activity.'!l However, many key steps in PTM biosynthesis still
remain elusive, in particular the mechanism of the biocatalytic
formation of the polycyclic ring system.

To shed more light on the biosynthetic logic leading to
PTMs we set out to identify a gene cluster that encodes
a PTM with a cyclization pattern deviating from that of 1 and
2. As a consequence of its potential as a biochemical tool to
investigate cellular processes associated with endocytosis,'
we selected ikarugamycin (3) as the target molecule. Fiedler,
Zeeck etal. showed that this metabolite is produced by
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Streptomyces sp. Tii 6239.°] Degenerate primers selectively
targeting putative PTM thioesterase domains were designed
to allow for a PCR-directed identification of the PTM
biosynthetic gene cluster in this strain (see the Supporting
Information). Based on the sequence data of the thus-
obtained amplicon, specific primers were developed as
probes to screen for the ikarugamycin biosynthetic gene
cluster in a pCC1FOS genomic library of Streptomyces sp.
Tii 6239 (1056 clones). This resulted in the identification of
four clones bearing the desired sequence, one of which was
identified to be a promising candidate to harbor the complete
PTM gene cluster by end sequencing of the isolated fosmid
Ika-Fos8. This fosmid was fully sequenced (GATC) and the
resulting data bioinformatically analyzed, thereby revealing
the organization of the putative ikarugamycin (3) pathway
(ika, Figure 2). As expected, the ika locus likewise harbored
the unusual PKS/NRPS system. In addition, only two
oxidoreductases were identified, thus reducing the number

ca. 1kb
A. HSAF cluster, Lysobacter enzymogenes C3 H

ORF 9 8 7 6 5 4 3 2

‘il 44 4 4

B. Frontalamide cluster (ftd), Streptomyces sp. SPB78
ftd A B cC D EF

—H DD/

C. Ikarugamycin cluster (ika), Streptomyces sp. Ti 6239
ika A B €

—— Y/

Figure 2. Biosynthetic gene clusters of HSAF (1, A), the frontalamides
(2, B), and ikarugamycin (3, C). Red =iPKS/NRPS (domains shown in
Scheme 1), green = FAD-dependent oxidoreductase, blue =alcohol
dehydrogenase, yellow =cytochrome P450, gray = sterol desaturase,
violet=ferredoxin reductase, black =arginase.

of potential post-PKS/NRPS modifications compared to the
two known PTM gene clusters. A number of genes that have
not been reported in the two characterized PTM biosynthetic
pathways were found up- and downstream of these PTM core
genes (see Table S4 in the Supporting Information).

To prove the function of the ika cluster we chose its
heterologous reconstitution in E. coli. As a production host
we selected E. coli BAP1," as it harbors a chromosomal copy
of the promiscuous phosphopantetheinyl transferase Sfp from
the surfactin biosynthetic pathway that catalyzes posttransla-
tional activation of PKS and NRPS carrier proteins.'”) Based
on pHISS 'Y vectors were constructed by homologous
recombination’”! that put the expression of the desired
genes under the control of the inducible T7 promotor (see
the Supporting Information). Three plasmids were generated,
harboring all the genes from ikaA to Orf+7 (pJA_Orf+7),
the three genes ikaABC (pJA_ikaABC), or only ikaAB
(pJA_ikaAB) (see Table S4 in the Supporting Information).
In the expression experiments carried out with these con-
structs, the formation of 3 was not only evident with

www.angewandte.org
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pJA_Orf+7, but also—even with significantly improved
production titers—with pJA_ikaABC that is reduced to
three genes (Figure 3). In experiments with pJA_ikaAB, by
contrast, 3 was not detectable. The thus-generated proof that
the three proteins IkaABC are sufficient and essential for the
production of 3 reveals a remarkable contrast between the

Extracted ESI(+)-MS-

Ikarugamycin (3) spectra
479.3
PS P 501.3
B 7 480 500 m/z
4772
& J\
o—
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6 8 10 12 time [min]

Figure 3. Analysis of the heterologous expression experiments with

E. coli BAP1 by HPLC-ESI(+)-MS. Extracted ion chromatograms (EICs)
of the masses for m/z of 3 and 12. A=standard solution of 3

(0.1 mgmL™); extracts of E. coli BAP1 pJA_Orf+7 (B), p)A_ikaABC
(C), or pJA_ikaAB (D, intensity x 10).

simplicity of the ika locus and the structural complexity of 3.
Our experiments furthermore constitute the first experimen-
tal confirmation of the iterative mechanism of the PKS
module in PTM biosynthesis.

A highly efficient biosynthetic pathway to 3 can be
devised on the basis of these results. The iPKS module of
IkaA consecutively provides two ACP-bound unsaturated
hexaketides 7 and 8 that get attached to the nitrogen functions
of PCP-bound ornithine (9) by action of the NRPS con-
densation domain (Scheme 1, arrows a).l¥! The thioesterase
subsequently catalyzes the formation of the tetramic acid
moiety (arrow b),/ which concomitantly leads to cleavage of
the precursor molecule 10 from the synthetase. Intermediate
10 is further processed by hydride-induced cyclization/proto-
nation catalyzed by the two oxidoreductases IkaBC. Reduc-
tase I (Red I) triggers the formation of a bond between C16
and C17. The theoretical intermediate 11 further cyclizes to
give 12, which already bears two carbacycles. The last
cyclization event between C22 and C11 is then catalyzed by
reductase II (Red II), again by reductive cyclization."”! This
concludes the biosynthetic sequence to 3, exclusively utilizing
the three enzymes IkaABC. The proposed biosynthetic
pathway, however, also raises the question of which of the
two oxidoreductases is responsible for which ring-closing
reaction. The analysis of the heterologous expression experi-
ment with pJA_ikaAB shows that, instead of 3, a metabolite
with a slightly higher retention time accumulates. This
metabolite has the molecular mass of the postulated inter-
mediate 12 (Figure 3D, for better visibility the relative
intensity of chromatogram B was increased by a factor of 10
compared to A-C). Although structural elucidation of this
metabolite by NMR was not possible because of the low
production level, this observation strongly indicates that the

Angew. Chem. Int. Ed. 2014, 53, 30113014


http://www.angewandte.org

iPKS NRPS
/—%
DH
KSAT KR
éH HS éH

Red Il
-—

Scheme 1. Potential biosynthetic pathway leading to 3. Reactions
catalyzed by (a) C or (b) TE. KS=ketosynthase, AT =acyltransferase,
DH =dehydratase, KR =ketoreductase, C=condensation domain,
A=adenylation domain, TE =thioesterase domain, the unlabeled,
thiol-containing domains in the iPKS and NRPS are carrier proteins.

initial cyclization cascade is induced by IkaB (= Red I), while
IkaC (= Red II) catalyzes the formation of the last carbacycle.
If IkaC is missing, as in pJA_ikaAB, the final cyclization does
not occur and the biosynthesis halts at intermediate 12. This
assumption is supported by bioinformatic analysis of putative
PTM biosynthetic gene clusters in sequenced bacterial
genomes (not shown), thus showing that all such clusters
carry a homologue of ikaB, while not all harbor a copy of an
alcohol dehydrogenase, here coded by ikaC. This is consistent
with the observation that all the PTMs isolated so far show
a cyclization between C16 and C17 and thus require a copy of
Red I, whereas some representatives, such as § and 6, only
bear two small carbacycles and therefore should not contain
a functional copy of Red II.

In conclusion, we developed PCR probes for the selective
amplification of PTM thioesterase domains that were utilized
for the identification of the ikarugamycin biosynthetic gene
cluster ika. This system was transferred into an inducible
expression vector by homologous recombination, trans-
formed into E. coli, and used for the heterologous production
of 3. The findings obtained suggest a very compact biosyn-
thetic pathway to 3, thus revealing a large discrepancy
between the simplicity of the ika locus, consisting of only
three genes, and the complexity of its encoded natural
product 3. Our investigations constitute one of the few
examples of the successful heterologous expression of a bac-
terial PKS system in E. coli and the first for a bacterial iPKS.
The introduced simple system for PTM production can now
be used to investigate cryptic iIPKS/NRPS biosynthetic path-
ways found in other bacteria. It, therefore, constitutes
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a valuable approach for the directed discovery of new
PTMs and thus of potent biologically active natural products.
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1. General methods

1.1 Bacterial strains and cultivation

E. coli DH5a was used as the standard cloning host. E. coli BAP1 was used for heterologous
expression experiments. Homologous recombination was carried out in E. coli BW25113 pKD46.
E.coli EPI300-TR1 (Epicentre) was used to generate a pCC1lFOS-based genomic library of
Streptomyces sp. Tl 6239. The latter was generously provided by Prof. Dr. H.-P. Fiedler (University
of Tubingen, Institute of Microbiology). All work with E. coli was carried out on LB agar or LB liquid
media (Carl Roth) with the appropriate antibiotics for selection. Heterologous expression experiments
were either carried out in LB with induction of secondary metabolite production using 1 mM IPTG.
Alternatively, auto-induction media was used. Per 50 mL, this was composed of 46 mL ZY media (10
g tryptone, 5 g yeast extract, 925 mL H,0), 0.5 mg arginine, 50 puL magnesium sulfate solution (24.65
g MgSO, x 7 H,0, 13.84 g MgSO, x H,0, 100 mL H,0), 1 mL 50 x 5052 solution (250 g glycerol,
100 g a-lactose, 25 g glucose, 730 mL H,0), and 2.5 mL 20 x NPS solution (142 g Na,HPO,, 136 g
KH,PQO,, 66 g (NH,),SO,4, 900 mL H,0). Fermentation was carried out for 72 h at 16 °C and 150 rpm
in 250 mL Erlenmeyer flask. For work-up, the pH of the cultures was adjusted to 5.0 with 1N HCI and
the cultures were centrifuged for 10 min at 3800 rpm. The supernatant and cells were extracted with
EtOAc and MeOH/acetone, respectively. The organic phases were dried in vacuo. The resulting
extracts were re-dissolved in methanol for the further LC-MS analysis (see 1.5). Streptomyces sp. T
6239 was incubated in a medium composed of 0.25 % corn steep liquid, 1 % starch, 1 % glycerol, 1 %
glucose, 0.5 % peptone, 0.2 % yeast extract, 0.1 % CaCOs, and 0.1 % NacCl in tap water at pH 7.2
adjusted with 1N NaOH).

1.2 Transformation of electrocompetent E. coli

Electrocompetent cells were generated as follows: 200 mL of SOB media (20 g tryptone, 5 g yeast
extract, 0.6 g NaCl, 0.2 g KCI, 10 mM MgCl,, 10 M MgSO,) were inoculated with 5 mL of a pre-
culture of the respective E. coli strain (grown overnight at 37 °C) and incubated at 37 °C at 200 rpm
until the ODgy reached 0.8. The culture was centrifuged at 4 °C for 5 min at 5000 rpm. The
supernatant was discarded, the pellet re-suspended in 25 mL of ice-cold 10 % glycerol and centrifuged
at 4 °C for 5 min at 5000 rpm. This procedure was repeated 4 times with different amounts of ice-cold
10 % glycerol (20 mL, 15 mL, 10 mL, 5 mL). After the washing steps, the pellet was re-suspended in
1 mL 10 % glycerol and aliquoted in 75 pL portions. The aliquots were flash frozen in liquid nitrogen
and stored at — 80 °C until use.

For electroporation, 5 pL of the respective plasmid / fosmid to be introduced were added to an aliquot
of thawed electrocompetent cells. The electroporation was carried out in a 0.2 cm ice-cold
electroporation cuvette using a BioRad GenePulser II set to: 200 Q, 25 pF and 2.5 kV. The expected
time constant was 4.5-5.5 ms. Immediately after the electric pulse, 700 pL of ice-cold LB broth was
added and the cells were incubated for 45 minutes at 37 °C. 150 pL solution was plated on LB agar
(chloramphenicol 12,5 pg/mL and ampicillin 200 uL/mL) and incubated at 37 °C overnight. In case of
E. coli BW25113 pKD46, all incubation steps were carried out at 30 °C to prevent loss of pKD46.



1.3 Isolation of genomic DNA (gDNA) of Streptomyces T 6239

100 mL GYM media (4 g glucose, 4 g yeast extract, 10 g malt extract, 1 L water, adjusted with KOH
(1 M) to pH 7.2) was inoculated with a 2 mL cryo culture of Streptomyces Tt 6239 and fermented for
3 days at 28 °C and 120 rpm. The gDNA isolation was performed with Bacteria DNA Preparation Kit
(Jena Bioscience). The precipitated gDNA was spooled on a glass rod and gently dissolved in 50 pL
TE buffer (10 mM Tris, ImM EDTA, pH 8.0).

1.4 Isolation and purification of plasmids and PCR amplicons

Plasmids were isolated from single clones incubated overnight in LB broth with appropriate antibiotics
using the peqGOLD Miniplasmid isolation Kit | (Peglab) according to the protocol provided by the
manufacturer. PCR products were either isolated using the PCR Purification Kit (Jena Bioscience
GmbH) or purified by gel electrophoresis with re-isolation from the excised gel sample using Agarose
Gel Extraction Kit (Jena Bioscience GmbH).

1.5 Chemical analysis

The chromatographic system for HPLC-UV analyses consisted of two 2086-PU semi-preparative
HPLC pumps, a MD-2010 diode array detector, a DG-2080-53 degassing unit, a 2055-AS automatic
injection system, and a 2080-DHD dynamic gradient mixer (all JASCO) operated using the JASCO-
ChromPass-1 software (version 1.8.6.1). Multiple wavelength monitoring was performed in the range
of 200 to 600 nm. The chromatographic separation was carried out on an Eurospher Il C-8 HPLC
column (100 x 3 mm, 5 um particle size) using the following gradient with water (A) and acetonitrile
(B), both buffered with 0,05 % TFA, as the eluents: linear gradient from 0 min, 40 % B to 10 min, 100
% B at 1 mL/min flow, 14 min, 100 % B, 14.1 min, 40 % B, 18 min, 40% B, all at an increased flow
rate of 3 mL/min for washing and re-equilibration.

HPLC-MS analyses were carried out using an Agilent 1200-series HPLC system coupled to a
micrOQ-TOF time-of-flight mass spectrometer (Bruker Daltonics GmbH) with Apollo-ESI-Source.
This system was controlled by the HyStar software (Bruker). The calibration was performed internally
with sodium formiate. The mass accuracy was 5 ppm (exact mass). The interpretation of the results
was carried out with the Bruker Data Analysis software package (version 4.0). The chromatographic
separation was carried out with the identical column and method as shown above.



2. Design of degenerate primers for the detections of PTM biosynthetic pathways

To allow for a PCR-directed detection of PTM biosynthetic pathways we constructed degenerate
primers for the selective amplification of PTM-dervied thioesterase domains (TEs). These TEs
catalyze the unusual formation of the tetramic acid moiety in PTMs and consequently also deviate
from common TEs at the protein sequence level. This was clearly apparent from a multiple protein
sequence alignment (see Figure S1) of TE sequences excised from the PKS/NRPS system of the two
known PTM biosynthetic pathways of Lysobacter enzymogenes (encoding HSAF; accession number
ABL86391, residues 2907 to 3110) and Streptomyces roseosporus (encoding the frontalamides,
accession number EFE79052, residues 2930 to 3133), together with bioinformatically identified
putative PTM-TEs from Saccharopolyspora spinosa (accession number WP_010311945, residues
2861 to 3064), Salinispora arenicola (accession humber WP_01798475, residues 2889 to 3092), and
Saccharophagus degradans (accession number YP_529192, residues 2896 to 3098) in comparison
with TEs catalyzing macrolactonization (e.g. in daptomycin biosynthesis, Streptomyces lividans,
WP_003975580, residues 427 to 643), macrolactamization (from tyrocidin biosynthesis, Brevibacillus
brevis, accession number T31076, residues 6254 to 6474), or simple hydrolysis (from arylomycin
biosynthesis, Streptomyces roseosporus, accession number WP_006128189, residues 80 to 295).
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Figure S1. Multiple sequence alignment (Geneious) of protein sequences of the TE domains derived
from Lysobacter enzymogenes (accession number ABL86391), Streptomyces roseosporus ATCC
11379 (accession number WP_006128189), Salinispora arenicola CNS-205 (accession number
WP_01798475), Saccharopolyspora spinosa NRRL 18395 (accession number WP_010311945). The
sequences used for design of the degenerate primer pair are labeled with red arrows.

Based on two regions with identical sequence for all putative PTM-TEs with simultaneous low
sequence similarity when compared to all other TEs (see red arrows, Figure S1), we constructed a pair
of degenerate primers for selective PTM-TE amplification. These were based on the protein sequence
FPPAGGH for the forward primer TE-Fwd and HADMLD for the reverse primer TE-Rev (for primer
sequences, see Chapter 6, Table S6, entries 1 and 2).

The primers (Life Technologies) were diluted to a final stock concentration of 500 pmol/pL and 10 pL
of each of these solutions were used in standard 50 uL PCR reactions using 0.125 pL Taq polymerase
(Jena Biosciences), 2.5 UL Taq buffer, 0.25 uL gDNA of Streptomyces Tu 6239 (conc. 0.5 g/ uL),
0.25 pL of dNTP Mix (Jena Biosciences), 0.3 pL of H,0O, 1.25 pL DMSO (Roth) and the following
conditions (Table S1):



Table S1. PCR conditions for degenerate TE primers

Step Temperature [°C] Time [sec] Cycle nr.
1 95 300 x1
2 94 30
3 65.7 30 x 45
4 72 32
5 72 300 x1

The success of the PCR reactions was monitored by gel electrophoresis on a 1 % agarose gel (Roth)
using the midrange DNA ladder from Jena Bioscience (Figure S2). The PCR reaction was purified
using a PCR Purifiaction Kit (Jena Bioscience) and subsequently cloned into pBlueScrip SK (+) using
the TOPO-TA technique (pLUG Prime® TA-cloning Vector Kit, iINtRON Biotechnologie). E. coli
DH5a was transformed with the resulting plasmid and plated on LB agar with 100 pg/mL
chloramphenicol for selection. 3 positive clones were inoculated overnight in 5 mL LB broth (100
pg/mL chloramphenicol) at 37 °C. Plasmids of these cultures were isolated using the peqGOLD
Miniplasmid isolation Kit | (Peglab) and sequenced at GATC using the T7 forward sequencing primer
(see Table S6, entry 17). This resulted in the following partial sequence of the Streptomyces T 6239
PTM TE:

GGCCTGGTCTACCGGGAGTTCGCGGCGCGGCTGCCGGAGTTCGAGTTCCTCGCCTTCAACTACCTGAT
GGGCGAGGACAAGGTAAGCGGGTACGCCGACCTGGTGGCCGGGCACCGGCCGGAGGGCGAGATCGACC
TGCTCGGCTACTCGCTGGGCGGCAACCTCGCCTTCGAGGTGGCCAAGGAGCTGGAGCGGCGCGGCCGL
ACCGTGCGCCACGTCGTCATCATGGACTCGCTGCGGGTGACGGAGTCCTACGAGCTGGGCCCGGAGCA
CCTGGCCGTCTTCGAGCGCGAGCTGGCCGAGCATCTGCGCAAGCACACCGGCTCGGCGCTGGTCGCGG
AGAAGACGCGCGAACAGGCCAAGGACTACCTGGAGTTCACCGGCCGCACCGCCAACCCCGGCACCACC
GGGGCCCGGATCGCGGTGATCAGTGACGAGGAGAACGCGGCCGCGTACGACAGCGGCGCCGAGGGCAG
CTGGCACGGCGCCTCCCGTACCGGAACCGTCGTGCTGCGCGGGGTGGGCCGE

Full protein sequence of the excised PTM TE of Streptomyces Tl 6239 as derived from de novo
sequencing of lka-Fos8 (see Chapter 8, below), with partial protein stretch encoded by above
nucleotide sequence labeled in yellow (red corresponds to the forward degenerate primer binding site):
GTVFCFPPAGGHGLVYREFAARLPEFEFLAFNYLMGEDKVSGYADLVAGHRPEGEIDLLGYSLGGNLA
FEVAKELERRGRTVRHVVIMDSLRVTESYELGPEHLAVFERELAEHLRKHTGSALVAEKTREQAKDYL
EFTGRTANPGTTGARIAVISDEENAAAYDSGAEGSWHGASRTGTDVLRGVGRHADMLDPGTVEHNARL
A

Above nucleotide sequence was used to design specific primers to target the desired TE domain for
screening of a genomic fosmid library of Streptomyces T 6239 (see Chapter 3, below). The primer
sequences can be found in Chapter 6, Table S6, entries 3 and 4. The specific primers were tested in a
series of PCR reactions to optimize amplification of the TE from gDNA of Streptomyces Ti 6239 (see
Figure S2). The optimal conditions are described in Table S2. The primers (Life Technologies) were
diluted to a final stock concentration of 20 pmol/uL and 0.25 L of each of these solutions were used
in standard 25 pL PCR reactions using 0.125 yuL Taqg polymerase (Jena Biosciences), 2.5 pL Taq
buffer, 0.25 uL gDNA of Streptomyces Tu 6239 (conc. 0.5 pg/ pL), 0.25 puL of dNTP Mix (Jena
Bioscience), 20 pL of H,0O, 1 uL DMSO (Roth).



Table S2. PCR conditions for specific TE primers

Step Temperature [°C] Time [sec] Cycle nr.
1 95 300 x1
2 94 30
3 55.8 30 x 36
4 72 40
5 72 300 x1
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Figure S2. Optimization of the PCR conditions for amplification of the ikarugamycin TE domain
using degenerate primers (left) and specific primers (right). gDNA from Streptomyces Tl 6329 was
used as a PCR template. 1 = 61.4; 2= 63.5; 3= 65.7; 4= 68; 5= 60 °C (left); 1= 48; 2= 50.2; 3= 52.5;
4=154.5; 5= 55.8; 6= 61 °C (right).



3. Construction of a genomic library of Streptomyces Tl 6239

The genomic library of Streptomyces sp. Tii 6239 was constructed using the CopyControl™ Fosmid
Library Production Kit (Epicentre) using a modified protocol based on the one provided by the
manufacturer. In short, large amounts of gDNA (600 pg in 1,2 mL TE buffer) were isolated from
Streptomyces sp. Tu 6239 and mechanically sheared to predominantly yield 40 kb large fragments.
These were purified by gel electrophoresis on 0.8 - 1.0 % low melting point (LMP) agarose (Carl
Roth) gel in 1 x TAE buffer (Carl Roth) with subsequent gel extraction using GELase. Approx. 0.4 g
gel slices were cut out of the gel and molten at 70 °C for 10-15 min. Warm GELase 50 x buffer was
added to a final concentration of 1 x and 1 puL GELase enzyme was added. Incubation was carried out
at 45 °C for 2 h. The DNA was subsequently precipitated by adding 1/10 volume of 3 M sodium
acetate and 2.5 volumes of EtOH. After centrifugation at 4 °C and 16000 rpm for 25 min, the
supernatant was decanted and the pellet washed twice with ice-cold 70 % EtOH. The resulting DNA
was treated with End-Repair Enzyme Mix to create blunt ended, 5’-phosphorylated DNA. 27 L of
sterile water, 8 pL of 10 x End-repair buffer, 8 uL 2.5 mM dNTP mix, 8 uL 10 mM ATP, 25 uL DNA
and 4 pL End-repair enzyme mix were gently mixed in a tube and incubated at room temperature for
45 min. For the inactivation of the enzymes EDTA was added to a final concentration of 10 mM. The
change in chronology of size selection and end-repair procedure, when compared to the original
protocol, leads to significantly improved overall results in our hands. The concentration of the blunt
ended gDNA sample was determined by electrophoresis on a 1.0 % agarose gel and shown to be
approximately 4 ng/pL. The blunt ended DNA was ligated into the pCC1FOS vector using Fast-Link
DNA Ligase. 1 uL of 10 x Fast-Link ligation buffer, 1 uL of 10 mM ATP, 1 uL of CopyControl
pCC1FOS vector (0.5 pg/pL), 1 pL of T4 ligase and 6 pL of blunt ended DNA were mixed and
incubated at 16 °C for 24 h. The resulting fosmids were transferred to E.coli EPI300-TR1 cells using
MaxPlax Lambda Packaging Extracts. For that, 50 mL of LB broth, 1 g/L maltose, and 10 mM MgSO,
were inoculated with 0.5 mL of an overnight culture of EPI300-T1R cells and shaken at 37 °C to an
ODgq of 0.8-1.0. The cells were temporarily stored at 4 °C until needed for the transfection reaction.
10 uL of the ligation reaction were added to 25 pL of thawed MaxPlax Lambda Packaging Extract.
The packaging reactions were incubated at 30 °C. After 90 minutes, another 25 uL of MaxPlax
Lambda Packaging Extract were added to the above solution and incubated for additional 90 minutes
at 30 °C. The reaction was diluted with Phage Dilution Buffer to a final volume of 500 pL. 5 mL
EPI300-T1R cells were added and incubated for 20 min at 37 °C. The infected cells were spread onto
LB plates containing 12.5 pg/mL chloramphenicol and incubated at 37 °C overnight to select for
transformants. The resulting clones from the agar plates were individually picked and transferred into
single cavities of 96-wells plates, each cavity containing 200 uL LB + 12.5 pg/mL chloramphenicol.
A total of 1056 clones were thereby transferred into 96-well plates (Figure S3). After overnight
incubation of these at 37 °C, each of the 96-well plates was duplicated. To the cavities of the duplicate
96-well plates were added 75 pL of 50 % glycerol solution to facilitate long-term cryo storage of the
genomic library. The original 96-well plates were again transferred onto 2 LB agar plates (12.5 pg/mL
chloramphenicol) with a 48-well stamp. Incubation of the agar plates at 37 °C overnight yielded a
copy of the complete genomic library on agar used for further screening. These were used to generate
pools of 48 clones for initial PCR screening (cf. Figure S3, step 1). The resulting stock solutions were
thoroughly mixed and used as PCR templates to screen for clones containing the PTM cluster using
selective TE primers (Figure S4; for primers, see Chapter 6, Table S6, entries 3 and 4; for conditions,
see Table S2). In case of positive hits, the 96-well plate was used to pool rows (cf. Figure S3, step 2)
and lines (cf. Figure S3, step 3) of the respective 48 clone pool. These mixtures were again PCR
screened to very quickly determine candidate clones carrying the PTM TE domain (Figure S5; for
primers, see Chapter 6, Table S6, entries 3 and 4; for conditions, see Table S2). Using this screening



methodology, 4 positive clones were identified. The respective fosmids were isolated with the
peqGOLD Mini Plasmid Isaltion Kit | (Peglab). The purified fosmids were analyzed by endsequenzing
(GATC) using the T7 promoter and the pCC1FOS reverse sequencing primer. This resulted in the
identification of lka-Fos8 as a promising candidate to harbor the complete ikarugamycin biosynthetic
gene cluster. This fosmid was consequently submitted to de novo 454 sequencing on a Roche GS
FLX+ system (GATC, see below).
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Figure S3. Pooling scheme to screen to genomic library of Streptomyces Tu 6239 (for details, please
see text).
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Figure S4. PCR screening of clone pools derived of step 1 of above pooling scheme (Figure S3) using
specific TE primers (cf. Table S6, entries 3 and 4). Plates 7/1, 8/1, 10/2 and 11/1 show positive hits.
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Figure S5. Identification of individual positive clones by PCR screening (TE primers, Table S6,
entries 3 and 4) of lines and rows of positive plates 7/1, 8/1, 10/2 and 11/1. 1-5 = plate 11/1, row 6,
lines A-E (clone 6E positive); 6-13 = plate 10/2, row 1, lines A-H (clone 1F positive); 14-21 = plate
8/1, row 6, lines A-H (clone 6B positive; this clone was used for sequencing and named lka-Fos8 due
to its origin from plate 8); 22-29 = plate 7/1, row 6, lines A-H (clone 6D positive).



4. Analysis of the sequencing data of Ika-Fos8

De-novo assembly of the sequence data obtained from 454 sequencing of fosmid Ika-Fos8 (approx.
23.5 k reads, 9.2 mbp) on a Roche GS FLX+ was carried out at GATC resulting in a single 46.5 kb
contig. Bioinformatic analysis and annotation of this contig was carried out with Geneious Pro
(version 5.6.5). Open reading frames (ORFs) were predicted using the Glimmer Gene Prediction
plugin (Glimmer 3.0) and FramePlot version 2.3.2. Putative gene functions were determined by
BLAST analysis. Figure S6 shows a graphical representation of the ika locus and neighboring ORFs.
The putative functions of the respective genes are summarized in Table S4.
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Figure S6. Schematic representation of the organization of the ika biosynthetic gene cluster composed
of the iPKS/NRPS system ikaA (red), the FAD dependent oxidoreductase ikaB (green) and the alcohol
dehydrogenase ikaC (blue) with neighboring ORFs. For detailed analysis of gene functions, see Table
S4.



Table S4. Deduced genes and their proposed functions found in lka-Fos8. The entries with genes
sufficient for ikarugamycin biosynthesis (ikaABC), as shown by heterologous expression experiments,

are shaded in gray.

Gene

Closest homolog in

Acc. nr.

putative function

E value

Orf-7
Orf-6
Orf-5
Orf-4
Orf-3
Orf-2
Orf-1
ikaA

ikaB

ikaC

Orf+1

Orf+2

Orf+3
Orf+4
Orf+5
Orf+6
Orf+7
Orf+8
Orf+9

Streptomyces davawensis

Streptomyces sp. ScaeMP-e10

Gordonia bronchialia
Streptomyces sp. AA0539

Streptomyces viridochromogenes

Streptomyces sp. AA0539
Streptomyces sp. AA0539
Streptomyces sp.AA0539
Streptomyces sp. AA0539

Streptomyces sp. AA0539

Streptomyces albulus
Streptomyces albulus

Streptomyces albulus
Nocardia cyriacigeorgica

Streptomyces sp. AA0539
Streptomyces sp. AA0539
Streptomyces sp. AA0539
Streptomyces sp. AA0539

YP_007526106
WP_018516233
YP_003275739
WP_019436013
WP_003990937
WP_019436014
WP_019436016
WP_019436017
WP_019436018

WP_019436019

WP_016570542
WP_020929353

WP_020929354
YP_005263713.1

WP_019435326
WP_019436020
WP_019436021
WP_019436022

Secreted protein
DNA helicase UvrD
BseRI endonuclease
Hydroxylase
hyp. Protein
Deacetylase
hyp. Protein
PKS/NRPS
FAD dependent
oxidoreductase
Oxidoreductase, zinc-
binding alcohol
dehydrogenase family
haloacid dehalogenase-
like hydrolase
XRE family
transcriptional regulator
hyp. Protein
hyp. Protein
hyp. Protein
hyp. Protein
Cytochrome P450
Alpha glucosidase
Phosphoketolase

0.0
1x10*
0.0
7x10
4x10™
3x10™°
5x10%
0.0
0.0

137

0.0

1x10®
9x10™

0.72
2.9

2x10°
0.0
0.0

8x10™"




5. Homologous recombination experiments

The different expression vectors based on pHIS8 containing defined parts of Ika-Fos8 were assembled
by homologous recombination using the A-Red system. The vector pHIS8 was isolated from an
overnight culture of E. coli DHS5a harboring the plasmid. pHIS8 was cut in its multiple cloning site by
digestion with BamHI (2 puL pHIS8 vector [100 pg/pL], 16 L sterile water, 2 L 10 x BamHI buffer,
1 pL BamHI restriction enzyme [Jena Bioscience], 2 h , 37 °C), dephosphorylated using antarctic
phosphatase (New England Biolabs) and used as template in subsequent PCR reactions. The primers
used for attachment of overhangs homologous to defined parts of Ika-Fos8 possessed 20 bp overhangs
with the DNA template and 50 bp sequence identity with the respective desired region of Ika-Fos8
(see Chapter 6, Table S6, entries 11 to 16). The primers for amplification of the pJA constructs were
designed to ultimately allow — by homologous recombination — replacement of the former start codon
of pHIS8 upstream of the octa histidine tag by the start codon of the PKS/NRPS-system ikaA, which is
thus in control of the pHIS8-derived inducible T7 promoter. Three different expression constructs
were generated, harboring the genes ikaA to Orf+7 (cf. Table S4, construct pJA_ Orf+7), the three
genes ikaABC (pJA_ikaABC), or only ikaAB (pJA_ikaAB). PCR amplification was best carried out
using 2-step hot-start conditions (see Table S5). The PCR products were analyzed and purified by gel
electrophoresis (see Figure S7) following gel extraction using Agarose Gel Extraction Kit (Jena
Bioscience). The respective purified DNA samples were used for subsequent A-Red recombineering.

Table S5. Amplification of pJA constructs for homologous recombination using 2-step PCR.

Step Temperature [°C] Time [sec] Cycle nr.

1 95 120 x1

2 96 30

3 Tm1 (see Table S6) 30 X3

4 72 330/120

5 96 30

6 Tm2 (see Table S6) 30 X 27

7 72 360/ 150

5 72 600 x1
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Figure S7. PCR amplification of the pJA vector backbone needed to construct expression plasmids
pJA_ikaAB (lane 1), pJA ikaABC (lane 2) and pJA_Orf+7 (lane 3) by subsequent homologous
recombination.



Electrocompetent cells of E. coli BW25113 pKD46 were transformed with Ika-Fos8 (see Chapter 1.2)
and grown on LB agar (chloramphenicol 12,5 pg/mL and ampicillin 100 pL/mL) overnight. A single
clone was transferred into 5 mL SOB media (chloramphenicol 12,5 pg/mL and ampicillin 100 pL/mL)
and incubated overnight at 30 °C, 200 rpm. 120 mL of SOB media (chloramphenicol 12,5 pg/mL and
ampicillin 100 pL/mL) were inoculated with 100 pL of the overnight culture and 100 pL arabinose
stock solution (1M, induction of red genes) were added. The bacterial solution was incubated for 3-4 h
at 30 °C with shaking at 200 rpm to an ODgg 0f 0.8. The cells were recovered by centrifugation at
4000 rpm for 5 min at 4 °C. The supernatant was discarded and the pellet was gently re-suspended in
10 mL ice-cold 10 % glycerol solution. This step centrifugation step was repeated with subsequent re-
suspension of the cell pellet with 5 mL glycerol solution and renewed centrifugation. The obtained
pellet was re-suspended in 100 pL 10 % glycerol. 5 pL linearized PCR-product (described above) and
50 uL cell suspension were mixed and electroporation was carried out (see Chapter 1.2). The cell
mixture was spread out onto LB agar (50 pg/mL kanamycin) and incubated overnight at 37 °C to
promote the loss of pKD46. Four clones were picked and examined via colony PCR (for conditions,
see Table S2) using specific primers (see Chapter 6, Table S6, entries 3 to 10) for the amplification of
genes expected to be located in the respective constructs (see Figure S8). Positive hits were further
characterized by plasmid isolation followed by end-sequencing to verify the fidelity of the
recombination products.



Figure S8. Verification of the genetic composition of pJA_ikaAB, pJA_ikaABC and pJA_Orf+7 by
PCR amplification of the respective first and last genes to be present in these constructs. PCR
amplicons for: ikaA (for primers, see Table S6, entries 3 and 4) from pJA_ikaAB (lane 1),
pJA_ikaABC (lane 2) and pJA_Orf+7 (lane 3) with positive control (lane 4); ikaB from pJA ikaAB
(lane 5; Table S6, entries 7 and 8) with postivie control (lane 6); ikaC from pJA ikaABC (lane 7;
Table S6, entries 5 and 6) with positive control (lane 8); Orf+7 from pJA_Orf+7 (lane 9; Table S6,
entries 9 and 10) with positive control (lane 10). For positive controls lka-Fos8 was used as PCR

template.



6.

List of primers used in this study

Table S6. List of primers used in the present study.

Entry Primer name Sequence Comments Tm [°C]
1 TE-Fwd 57 ~TTYCCNCCNGCNGGNGGNCA-3" deg. primer for TE 65.7
amplification
2 TE-Rev 57" ~GCRTCNARCATRTCNGCRTG-3" deg. primer for TE 65.7
amplification
3 TE_PKS-NRPS_Fwd 5’ -TTCAACTACCTGATGGGCGA-3’ spec. TE primer 55.8
4 TE_PKS-NRPS_Rev 5’ -CCTCGTCACTGATCACCGCG-3" spec. TE primer 55.8
5 AlcD_TG_Fwd 5" -TGTCGGTGGACCCGTATCT-3"’ spec. primers for ikaC 53.2
6 AlcD_TG_Rev 5’ -TCCTCCGTGTACCACTCGT-3’ spec. primers for ikaC 53.2
7 FAD_TG_Fwd 5" -TCAACGCCATCCGCAAGT-3" spec. primers for ikaB 55.8
8 FAD_TG_Rev 5" -TGCACGTTCATGCTGGGA-3" spec. primers for ikaB 55.8
9 Cyp_TG_Fwd 5" -TTCGTGCAGGCCGTTCAT-3" spec. primers for Orf +7 56.2
10 Cyp_TG_Rev 5"-CCCACCAGATCGCCAACTT-3" spec. primers for Orf +7 56.2
5 -TAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTARAAC amplification of pJA Tml=475
11 pJA_Fwd GGGTCTTGAGGGGTTTTTTGGGATCCGAAT from pHIS8 Tm2 =67.4
TCGAGCTC-3"
5 -GGTATATCTCCTTCTTAAAGTTAAACA amplification of pJA Tm1l=47.5
12 pJA_Rev AAATTATTTCTAGAGGGGAATTGTTATCCG from pHIS8 Tm2 =67.4
CTCACAATTCCCCTATAGTGAGTCGTATTA-3"
5" -GCGGGGACTTCGGGTACGGGGACGGGG construction of Tml=47.7
13 HR-P450_Fwd GCAGGGTGGTGCATGGAATCCATGGTATAT pJA_Orf7(Cyp) Tm2=73.3
CTCCTTCTTAAAGTTAA-3"
5 -TGTACACCGGCCAGGAGGGCAACCGCG construction of Tml=47.7
14 HR-AlcDe_Fwd GCAAGGTCCTGGTCGCCCTGTAGTAGCATA pJA_ika3 Tm2=73.3
ACCCCTTGGG-3"
5" -AGACCGCCACCGGCGCCAACAACACCG construction of Tml=47.7
15 HR-FAD_Fwd TCACATCGTCGAGGAGCGTGTAGTAGCATA pJA_ika2 Tm2=73.3
ACCCCTTGGG-3"
5" -GCGGGGACTTCGGGTACGGGGACGGGG construction of Tm1l=47.7
16 HR-PKS-NRPS_Rev GCAGGGTGGTGCATGGAATCCATGGTATAT all pJA expression Tm2=733
CTCCTTCTTAAAGTTAA-3" vectors
17 5" -TAATACGACTCACTATAGGG-3" T7 sequencing primer 45.9
18 5" -CTCGTATGTTGTGTGGAATTGTGAGC-3" pCC1Fos rev. sequencing 56.1

primer




7. Sequence data of genes in the ika locus and their corresponding protein products

DNA sequence of the PKS/NRPS system ikaA (9375 bases):

ATGGATTCCATGCACCACCCTGCCCCCGTCCCCGTACCCGAAGTCCCCGCGCCCGTCCCGTCCCAGGA
CGACGCGTTCGCCATCGTCGGCATCGGCTGCCGGCTGCCCGGCGGCGCCAGCGACTACCGGACCTTCT
GGCGCAACCTCCTCGACGGCAAGGACTGCATCACCGACACCCCCGCCGACCGCTACGACACCCGCACC
CTGGGCAGCGGCGACAAGGCCAAGCCCGGCCGGCTGGTCGGCGGACGCGGTGGATACATCGACGGCTT
CGACGAGTTCGACCCCGCCTTCTTCGGCATCAGCCCGCGCGAGGCCGAGCACATGGACCCCCAGCAGC
GGAAGCTCCTGGAGGTCGCCTGGGAGGCGCTGGAGGACGGCGGCCTCAAGCCCGCCGAGCTGGCCGGE
AGCGATGTCGGGGTGTACGTCGGGGCGTTCACCCTCGACTACAAGATCCTGCAGTTCGCCGACCTCGG
CTTCGAGACCCTGGCCGCGCACACCGCCACCGGCACCATGATGACGATGGTGTCCAACCGGATCTCGT
ACTGCTTCGACTTCCGCGGACCCTCGGTCTCCGTCGACACCGCGTGCAGCGGCTCCCTGGTCGCCGTC
CACCTCGCCTGCCAGAGCCTGCGCCGCGGCGAGACCTCCGTCGCCCTGGCCGGCGGCACCCTGCTGCA
CATGGCGCCGCAGTACACCATCGCCGAGACCAAGGGCGGGTTCCTCTCCCCCGACGGCCGCTCCCGLG
CCCTGGACGCCTCCGCCAACGGCTACGTGCGCGCCGAGGGCGTCGGCATGGTCGCCATCAAGCGCCTC
GCGGACGCGCAGCGCGACGGCGATCCCATCCACGCCGTCATCATCGGCAGCGGCGTCAACCAGGALCGG
CCGCACCAACGGCATCACCGTGCCCAACCCCGACGCGCAGGTCGCCCTGATCGAGCGGGTCTGCGCCG
CCGCCGGCGTCACCCCCGGCAGCCTCCAGTACGTCGAGGCGCACGGCACCTCCACCCCCGTCGGCGAC
CCGCTGGAGGCCAACGCCCTCGGCCGCGCGCTCTCCATCGGCCGCGAGCCGGGCGCCCGGACGTACGT
CGGCTCGGTCAAGACCAACATCGGGCACACCGAGTCCGCCGCCGGCATCGCCGGGCTGATCAAGALCGG
TGCTCAGCCTCAAGCACAAGGTCATCCCGCCGCACATCAACCTGGAGAAGCTCAACCCGCAGATCGAC
GAGGCGTCCCTGCCGTACGAGATCCCCCGCGAGCCCACCCCCTGGCCCGAGCACAGCGGGLCGGLLCG
GGCCGGCGTCAACTCCTTCGGCTTCGGCGGGACCAACGCCCACGTCCTGCTCCAGGAGGCACCGCCGA
CCGTCGGGGAGCCCGCGCCACCGGCCACCGACGGGTACTCCGTGCTGCCGCTCAGCGCCCGCGALCCCC
GAAGCCTTTCCCGCCATCGCCACCGGCCTGCGCGAACGGCTCGCCGAGGGACTGCCGGTGGGCGACGC
CGCCTACACCCTCGCCCACCGGCGGCAGCATCTGGAGCAGCGGCTGTCCGTCGTGTACGACTCCCCCG
AGGCCCTCGACGAGGTGCTCGGCGCCGTCGCCCGCGGCGAGAGCCACCCGCGTGCCGTCGCCGGCALC
CAGCGGGAGGGCCTGGACCGCAGGCTGGTGTGGGTGTTCACCGGCATGGGCCCGCAGTGGTGGGCCAT
GGGCCGCCAGTTGTACGCGAGCGAGCCCGTCTACCGGGAGGTCATCGACCGCTGCGACCAGGAGATCG
CCGCGCTCACCGGCTGGTCCCTCACCCAGGAGCTGAACGCCGACGAGGCCGACTCCCGGATGAGCGAG
ACCTGGCTCGCCCAGCCCGCCAACTTCGCCGTCCAGATCGCCCTGGCCGCCCTGTGGCGCAGCAAGGG
GATCCAGCCCGACGCCGTCACCGGGCACAGCACCGGTGAGGTCGCCGCGTTCTACGAGGCCGGGGTGT
ACACCCTCCCCGAGGCCGTGAAGATCGTGGTGCACCGCAGCCGGCTCCAGCAGAAGCTCATCGGCACC
GGCTCCATGCTCGCCGTCAGCCTCACCGAGGCGGAGGCCGCCCGCCGGGTGCGCCCGCACGGCGALCG
GGTCTCCATCGCCGCCGTCAACAGCCCCACCTCCATCACCCTGGCCGGGGACACCGAGGCGCTGGAGG
TGATCGCCGCCGAGCTGGGCGCCGAGGACATCTTCGCCCGCTTCCTGGAGGTCGGCGTCCCGTACCAC
AGCCCCCGCATGGAGCTGATCAAGGACGAGCTGCTGACCTCGCTCGCCGATCTCAAGCCGCAGCAGGC
GAAGTTGCCGCTGTACCTCACCGCGCTGCCGGGCACCGTCGCGCAGGGCACGGAGCTGGACGCCGACT
ACTGGTGGCGCAATGTGCGCGAGGCCGTGCACTTCCGGGCCGCCGTGGACCGGCTGCTGGACGACGGC
TACGGCGTCTTCCTGGAGATCGGCCCGCACCCCGTGCTCGCCCACTCCCTGCGCGAGTGCTGCGAGGC
CCGCGACGCGCACAGCGTCACCCTGGCCTCCATCCGCCGCAAGGCGGACGAGCGCGAACGCCTCACCC
TGTCGCTCGCCGCGCTGCACAGCCTCGGCTTCGCCGTGGACTGGCACGCCCTGCACCCCGCCGGGLGG
CCGGCCGAACTGCCGCGCTACCCGTTCCGGCGCGACCGGTACTGGGTCGAGCCGGCCCCGGTCGCGCA
GATCCGGCTCGGCCACCGCGACCACCCGCTGCTGGGCCGCCGCACCGCGAGCGCCGAGCCGGTGTGGG
AGGTGAAGCTGGACGCGGAGGCCGCCCCGTACCTGGAGGACCACCGCATCCAGGGCACCGTGCTGTTC
CCGGCCGCCGGCTATCTGGAGATGGCCGCGCAGGCCATGCGGGCGCTGACCGGTGATGAGCACAGCAC
CGCCGCGCTGGCCGGCATCGAGCTGCGCAAGGCGCTGTTCCTGCCGGACGGCGAGCCGCAGACGGTGC
AGCTGTCCTTCTCCTCCGACGCCGCCGCGTTCTCCATCGCCACCGTGGGCGCCGCCGGCGCCGAGLCCG



ACCGTGCACGCCACCGGTACGGTACGGGCCGCCCAGCGCCGCCGGCTGACCGCGCCGCTGGACACCGT
CGCCGTCCGGGCCCGCGCCGCCCGCCACCTGAGCGGCCCCGACTGCTACGCCGAACTGGCCGCGLTCG
GCTACCACTACGGCCCCGCCTTCCAGGGCATCGAGGAGGTGTGGATCGGCGAGGGCGAGGCCCTGGLC
CGGATCCGTCCGCCGCAGGGGCTCACCCCGGACGCGGCGGCGCACCACATGCATCCGGTGCTGCTCGA
CTCCTGCTTCCAGTCGCTGCTGACCCCGCAGCTGCTCACCGCGCCCGCCGGGCCCGGGGGCACCGGCA
TCCGGCTGCCGCTGTCCATCGCCGAGGTACGGCTGGACCCGGTCGGCGACCGCGAACTGTGGGTGCAC
GCCACCGTCACCGGCGACGACGAGGACGAACTCACCGGTGACATCGCCGTGTACGACGGCGCCGACGG
TACGCCGCTGGGCCGCGTCGCCGGCTTCCGCGCCGCCGATGTGGAGAAGGCCGCCACCACCGTGGGGE
TGTCCACCATCGACAGCTGGCTCACCGAACCGAGCTGGGTGCCGTGCCCGCTGCCCGAGGCGGCGTCC
GCCGCGCCGGCGGCCGGGCGGCACGTACTGTTCGCCGACGCGGGCGGGGTCGCGCAGCGGCTGGCCGE
GCTGATCGGCGAGGCCGGCGGGGAGGCCCATCTGGTCCGGCCCGGTGCCGCGTACGGCCTGGACCGCA
CGGCGAGGACCGCCACCGTCGTCCCCGGATCCGCGGATGACCTGCGGCGGTTGCTCACCGATCTCGGG
CAGGTGGACGGCGTCGTCCACCTGTGGAACCTGGACCGGCCGGCGCTGGCCGACGCCCCGCGCGGACG
GTTCGCGGACATCGCCTCCACCGGCGCGTACGCCCTGATCGCCCTCACTCAGGCCCTGCTCGCCGACC
CGGAGCGGCACGGCGGCACCCCGGTGCACATCGTCACCAGAGCCGCCCAGTGCGTGGTCCCCGGTGAG
CCGGTGGAGCCGCTGGGCGCGCCCGCCTGGGGCATCGGCCGGGTGCTGTGGCAGCAGGAACTGGCCGG
GCGCGGCGGCAAGCTGATCGACCTGGCGGCCGACGGCGGCGTCGAGGAGGACGCGTACGCGCTGCTGC
GCGAGCTGGCCGACCCCACCGGCGCGGCCGAGCGCGAGGACGAGATCGCGCTGCGCGCCGGGGAGLGE
CACACCAGCCGGCTGGTGGCCGCCGAGGGGCTGAGCAGGCCGCTGCCCCTGCGGCTGCGCCCGGALGG
CAGCTATCTGGTGACCGGCGCGTTCGGCGCGCTCGGCAGGCTGCTGTGCCGCACGCTGGTCAGGCGCG
GGGCGCGGCGGCTGATCCTGGTGGGCCGCACCCGGCTGCCGGAGCGCGAGCGCTGGGCCGACCAGGAC
CCGAACTCGCCGGCCGGGCGGCACGTGGCCTTCCTCAAGGAGCTGGAGGCGCTGGGCGCGCAGCCGAT
TCTCGCGCCGCTGGACATCACCGACGAGGACGCGCTGGCCGGCTGGCTCGCCGGGTACCGGLCGLCGCCC
AGGGGCCGCCGATCCGCGGGGTGTTCCATCTGGCGGGGCAGGTGCGCGACACCCTGGTGCCGGAGATG
GACCGGGAGGTGTTCGACGCCGTCCACGACCCGAAGGTGGTGGGCGCGGCGCTGCTGCACCGGCAGCT
GAGCGGCGAACCGCTGGAGCACTTCGTGCTGTTCGCCTCGGTCGCGGCCTGGCTGACGACGGCCGGAC
AGACCAACTACGCGGCGGGGAACGCCTTCCTGGACGCGCTGGCGCACCACCGCCGCGCGCAGGGGLTG
CCGGCGCTGGCGCTGGACTGGGGCCCGTGGGCCACCGGCATGATCGAGGAACTGGGCCTGATCGACCA
CTACCGCAACAGCCGGGGCATGTCCTCGCTGGCGCCCGAGGCGGGCATGGCGGTGCTGGAGCGGGTCA
TCGGGCAGGACCGGGCACAGCTGCTGGTGGCCACGGTCGTGGACTGGCCGGTGTTCATGTCCTGGTAC
GCGGCGCCGCCGCGGCTGGTCACGGAGCTGGCGGCCACCGCCCAGGGACCGGGGTCCGAGGGCGALGG
CAGTTTCCTGGACGCGTTCCGGGAGGCCACCGCGGACAAGCGGCGGCTGCTGCTGACCGAGCGGTTCA
CGACGCTGGTGGCGGGTGTGCTGCGGGTGCGGGCCGAGCAGGTGGATCCGGCGGTCAGCCTGAATCTG
CTGGGGCTCGACTCGCTGCTGGCGATGGAGCTGCGAGCGCGGGTGGTGGCCGAGGTGGGCATCGCGCT
GCCGGTGGTGGCGCTGCTGTCCAGCGCGCCGGCCGGGGACCTGATCACCCAGCTGCACGAGGGCCTGG
AGGAGTTGCTGGCCGAGGAGGGCAGCGGCGCCGCGGTGACGGCGGTGGAGCGCTTCGAGGACGAGGCC
GAGTTCCCGCTGACGCAGAACCAGAAGGCGCTGTGGTTCCTGAAGCAGCTGAACCCGGACGGCTTCGC
GTACAACATCGGCGGCGCCGTCGAGGTGCGGGTCGAGCTGGACCCGGACCTGATGTTCGAGGCGTTTC
GCCGGCTGCTGGCCCGGCATCCCGTGCTGCGGGCGAACTTCCTGCTGGTGGAGGGGCAGGCGGTGCAG
CGGATCTCCCCGGAGATCAAGGAGGACATCGCGCTCTTCGACGTCGAGGACCGCGCGTGGGACGACAT
CTACCGGATGATCATCGAGGAGTACCGCAAGCCGTACGACCTGGCGACCGATCCGCTGATCCGGTTCC
GCCTCTTCCGGCGCGGCCCGGACCGCTGGGTCATCACCAAGGCCGTCCACCACATCATCTCGGACGCC
ATCTCCACCTTCACCTTCATCGAGGAACTGCTGTCCCTGTACGAGGGGCTGCGGCAGGGCCACGACGT
CGAACTGCCGCCGGTGTCCGCCCGCTATCTGGACTTCCTCAACTGGCAGAACGCGTTCCTGGCCGGCC
GCGAGGCGCAGAAGATGCTCGCGTACTGGCGGGGGCAGCTGCCGGACGAGGTGCCGGTGCTGGCGLTG
CCCACCGACAAGCCGCGCCCGGCGGTGCTCACCCACAACGGGGCGTCCGAGTTCTTCGCCCTGGACGC
GGAGTTGAGCGCCCGGGTGCACGCGCTGGCGCGGGAGCACAACGTCACCGTCTTCATGGTGCTGCTGA
GCGCGTACTACCTGCTGCTGCACCGCTATGCGGGGCAGGACGACATCATCGTCGGCTCCCCCGTCACC
GGCCGCACCCAGGAGGAGTTCGGCGCCGTCTACGGGTACTTCGTGAACCCGCTGCCGCTGCACGCCTC



GCTGGCCGGTGACCCCACGGTCGCCGAGCTGCTGGACCAGGTGCGCACCACGGTGCTGGGCGGCCTGG
ACCACCAGGAGTACCCGTTCACGCTGCTGGTGGAGCAGCTGGGGCTGGCCCACGACCCGAGCCGGTCG
GCGGTCTTCCAGGCGATGTTCATCCTGCTGCACCACAAGGTGGCCACCGAGAAGTACGGCTACAAGCT
GGAGTACATCGAGCTGCCCGAGGAGGAGGGCCAGTTCGACCTGACGCTGTCCGCGTACGAGGAGGAGG
CGGACGGGCGGTTCCACTGCGTCTTCAAGTACAACACCGACCTCTTCGAGGCGGAGACGATCCGGCGG
CTCGCCGGGCACTACACGCAGCTCCTGGAGTCGCTGACCGCGGCGCCCGCCGACGCCGCCACCGGTGG
ACTGCGGATGCTGTCGGGCGGCGAGCGGGAGCGGATCCTCACCGAGTGGAGCGGGGCCGGGCAGGGCG
CGCAGGACGCGCCGGTGCCGGTGCACCGGCTGATCGCCGAGGCGGCGCACCGTACCCCGCAGGCGATC
GCGGTGGCCGCGCCCGCCGAGAGCGGGGAGACCCGGCGGCTGACGTACGGCGAACTGGAGGAGCGCGE
CGGCGAACTGGCCGGGCGGCTGCGGGCGCGCGGCGTGCGCGAGGGCACCGTCGTCGCGCTGTGCCTGG
AGAAGTCGCCCGAGCTGATCACCGCCCTGCTGGCGGTCCTCAAGGCGGGCGGCGCCTATCTGCCGCTG
GACCCGGACTATCCGGCCGACCGGCTCGCGTACATGGTGCGCAACGCCGGGGCCACGCTGGTGATCGG
CGGGACGGGCGGCGCGGCCGAGGGGCTGCCGGGCACCGTGGTCACCCTGGAGGAACTGCTCGCGGGCG
AGGCCGGCGAAGCGGGGCCGGACGCCGAGCCGGGGCCCGACTCCCCCGCCTACGTCATCTACACCTCG
GGCTCCACCGGGCGCCCCAAGGCGGTCGCGGTCAGCCACCGCAATCTGGCCTCGGTGTACGCCGGATG
GCGCGACGCCTACCGCCTGGAGGAGGGCGGCATCCGGGTCCATCTCCAGATGGCCAGCCCCTCCTTCG
ACGTCTTCACCGGCGACCTGACCCGAGCCCTGTGCTCGGGCGGCACGCTGGTGCTGGTCGGCCGGGAG
CTGCTGTTCAACACCGCCCGGCTGTACGAGACGATGCGCGCCGAACGGGTGGACTGCGGCGAGTTCGT
GCCCGCCGTGGTGCGCACCCTGGTGCGGCACTGCGAGGACACCGGCGCCCGGCTGGACTTCCTGCGGE
TGCTGATCGTGGGCTCGGACTCCTGGAAGGCCGAGGAGTACGAGCGGCTGCGCGCGCTGGGCGCACAG
CGCCTGGTGAACTCGTACGGGCTCACCGAGGCCACCATCGACAGCGCCTGGTTCGAGGGTCCCGCGGA
TGACCTGGAGGGCGGCCGGATGGTGCCCATCGGGCGGCCGTTCCCGGGCAGCGCGCTGTACATCCTGG
ACTCGCGCGGCGAGCCGGTGCCGCCCGGTGTCCCCGGCGAGCTGTGGATCGGCGGCACCGGGGTGGCG
CTCGGCTACCTCGGCGACGAGGCGCTGACCGGGGAGCGGTTCCTCACCCGCGCCCTGGCCGGCGACGL
TCCGGTACGGCTGTACCGCACCGGTGACCTCGCGCGCTGGGACGCGGCCGGCACCGTCCATCTGCTGG
GCCGGGCCGACTCGCAGATCAAGGTGCGCGGGCACCGCATCGAGATCGGGGAGATCGAGTCGCACCTG
GCGGCCTGCCCCGAGCTGGCCCAGGCGCAGGTCACCGTGCGGCCGGACGCGGGCGGCGAGAACGTGCT
GTGCGCGTACGGGGTGGCGGCCCCGGGCGCCGTGCTGGACTGGCGCGAGGTGCGCCGGCGCCTGGLGG
ACTATCTGCCGACGTTCATGATCCCCACCCACTTCACCGAGCTGCCCGCCCTGCCGCTCACCCCGAAC
GGCAAGGTGGACGTGGCGGCGCTGCCCGCCCCGCGCACCGGCGACGGCGCGGACGGGCCGGTGTACGA
GGCCCCCGTCACGCTGTACGAGACCCGGATGGCCGAGCACTGGCAGCGGCTGCTGGGCATCGAGGCCC
CCGGGCCCGGTCTGGGCCACGACTTCTTCGAGACCGGTGGCAGCTCCATCCGGCTGATCGAGCTGATC
TACCACCTGCAGGCCGAGTTCGGGATCTCCATCCCGGTCAGCCGGCTGTTCCAGGTGACGACGCTGCA
CGGCATGGCCAAGACGGTCGAGCGGATCGTCACCGGGGAGATCGAGGGGTCGCTGCCGTATCTGCGGT
TCAACGAGAACGCCGCGGCGGGCACGGTGTTCTGCTTCCCGCCGGCCGGTGGCCACGGCCTGGTCTAC
CGGGAGTTCGCGGCGCGGCTGCCGGAGTTCGAGTTCCTCGCCTTCAACTACCTGATGGGCGAGGACAA
GGTAAGCGGGTACGCCGACCTGGTGGCCGGGCACCGGCCGGAGGGCGAGATCGACCTGCTCGGCTACT
CGCTGGGCGGCAACCTCGCCTTCGAGGTGGCCAAGGAGCTGGAGCGGCGCGGCCGCACCGTGCGCCAC
GTCGTCATCATGGACTCGCTGCGGGTGACGGAGTCCTACGAGCTGGGCCCGGAGCACCTGGCCGTCTT
CGAGCGCGAGCTGGCCGAGCATCTGCGCAAGCACACCGGCTCGGCGCTGGTCGCGGAGAAGACGCGCG
AACAGGCCAAGGACTACCTGGAGTTCACCGGCCGCACCGCCAACCCCGGCACCACCGGGGCCCGGATC
GCGGTGATCAGTGACGAGGAGAACGCGGCCGCGTACGACAGCGGCGCCGAGGGCAGCTGGCACGGCGE
CTCCCGTACCGGAACCGACGTGCTGCGCGGGGTGGGCCGGCACGCCGACATGCTCGATCCGGGGALCGG
TCGAGCACAACGCGCGCCTGGCGCGCGGCATTCTCACCGGCGGTGATGGCGAGGTATGA

Peptide sequence of the PKS/NRPS system IkaA (3124 amino acids):

MDSMHHPAPVPVPEVPAPVPSQDDAFATIVGIGCRLPGGASDYRTFWRNLLDGKDCITDTPADRYDTRT
LGSGDKAKPGRLVGGRGGYIDGFDEFDPAFFGISPREAEHMDPOQORKLLEVAWEALEDGGLKPAELAG



SDVGVYVGAFTLDYKILQFADLGFETLAAHTATGTMMTMVSNRISYCFDFRGPSVSVDTACSGSLVAV
HLACQSLRRGETSVALAGGTLLHMAPQYTIAETKGGEFLSPDGRSRALDASANGYVRAEGVGMVAIKRL
ADAQRDGDPIHAVIIGSGVNQDGRTNGITVPNPDAQVALIERVCAAAGVTPGSLOYVEAHGTSTPVGD
PLEANALGRALSIGREPGARTYVGSVKTNIGHTESAAGIAGLIKTVLSLKHKVIPPHINLEKLNPQID
EASLPYEIPREPTPWPEHSGPARAGVNSFGEFGGTNAHVLLQEAPPTVGEPAPPATDGYSVLPLSARDP
EAFPATATGLRERLAEGLPVGDAAYTLAHRRQHLEQRLSVVYDSPEALDEVLGAVARGESHPRAVAGT
QOREGLDRRLVWVETGMGPOQWWAMGRQLYASEPVYREVIDRCDOQEIAALTGWSLTQELNADEADSRMSE
TWLAQPANFAVQIALAALWRSKGIQPDAVTGHSTGEVAAFYEAGVYTLPEAVKIVVHRSRLOOQKLIGT
GSMLAVSLTEAEAARRVRPHGDRVSIAAVNSPTSITLAGDTEALEVIAAELGAEDIFARFLEVGVPYH
SPRMELIKDELLTSLADLKPQOAKLPLYLTALPGTVAQGTELDADYWWRNVREAVHFRAAVDRLLDDG
YGVFLEIGPHPVLAHSLRECCEARDAHSVTLASIRRKADERERLTLSLAALHSLGFAVDWHALHPAGR
PAELPRYPFRRDRYWVEPAPVAQIRLGHRDHPLLGRRTASAEPVWEVKLDAEAAPYLEDHRIQGTVLFE
PAAGYLEMAAQAMRALTGDEHSTAALAGIELRKALFLPDGEPQTVQLSEFSSDAAAFSIATVGAAGAEP
TVHATGTVRAAQRRRLTAPLDTVAVRARAARHLSGPDCYAELAALGYHYGPAFQGIEEVWIGEGEALA
RIRPPOQGLTPDAAAHHMHPVLLDSCFQSLLTPQLLTAPAGPGGTGIRLPLSIAEVRLDPVGDRELWVH
ATVTGDDEDELTGDIAVYDGADGTPLGRVAGFRAADVEKAATTVGLSTIDSWLTEPSWVPCPLPEAAS
AAPAAGRHVLFADAGGVAQRLAALIGEAGGEAHLVRPGAAYGLDRTARTATVVPGSADDLRRLLTDLG
QVDGVVHLWNLDRPALADAPRGRFADIASTGAYALIALTQALLADPERHGGTPVHIVTRAAQCVVPGE
PVEPLGAPAWGIGRVLWQQELAGRGGKLIDLAADGGVEEDAYALLRELADPTGAAEREDETIALRAGER
HTSRLVAAEGLSRPLPLRLRPDGSYLVTGAFGALGRLLCRTLVRRGARRLILVGRTRLPERERWADQD
PNSPAGRHVAFLKELEALGAQPILAPLDITDEDALAGWLAGYRRAQGPPIRGVFHLAGQVRDTLVPEM
DREVFDAVHDPKVVGAALLHRQLSGEPLEHFVLFASVAAWLTTAGOTNYAAGNAFLDALAHHRRAQGL
PALALDWGPWATGMIEELGLIDHYRNSRGMSSLAPEAGMAVLERVIGQODRAQLLVATVVDWPVEMSWY
AAPPRLVTELAATAQGPGSEGDGSFLDAFREATADKRRLLLTERFTTLVAGVLRVRAEQVDPAVSLNL
LGLDSLLAMELRARVVAEVGIALPVVALLSSAPAGDLITQLHEGLEELLAEEGSGAAVTAVERFEDEA
EFPLTONQKALWEFLKQLNPDGFAYNIGGAVEVRVELDPDLMFEAFRRLLARHPVLRANFLLVEGQAVQ
RISPEIKEDIALFDVEDRAWDDIYRMITIEEYRKPYDLATDPLIRFRLFRRGPDRWVITKAVHHIISDA
ISTFTFIEELLSLYEGLRQGHDVELPPVSARYLDFLNWONAFLAGREAQKMLAYWRGQLPDEVPVLAL
PTDKPRPAVLTHNGASEFFALDAELSARVHALAREHNVTVFMVLLSAYYLLLHRYAGQDDIIVGSPVT
GRTQEEFGAVYGYFVNPLPLHASLAGDPTVAELLDQVRTTVLGGLDHQEYPFTLLVEQLGLAHDPSRS
AVFQAMFILLHHKVATEKYGYKLEYIELPEEEGQFDLTLSAYEEEADGRFHCVEFKYNTDLFEAETIRR
LAGHYTQLLESLTAAPADAATGGLRMLSGGERERILTEWSGAGQGAQDAPVPVHRLIAEAAHRTPQOAT
AVAAPAESGETRRLTYGELEERAGELAGRLRARGVREGTVVALCLEKSPELITALLAVLKAGGAYLPL
DPDYPADRLAYMVRNAGATLVIGGTGGAAEGLPGTVVTLEELLAGEAGEAGPDAEPGPDSPAYVIYTS
GSTGRPKAVAVSHRNLASVYAGWRDAYRLEEGGIRVHLOMASPSEFDVEFTGDLTRALCSGGTLVLVGRE
LLENTARLYETMRAERVDCGEFVPAVVRTLVRHCEDTGARLDFLRLLIVGSDSWKAEEYERLRALGAQ
RLVNSYGLTEATIDSAWFEGPADDLEGGRMVPIGRPEFPGSALYILDSRGEPVPPGVPGELWIGGTGVA
LGYLGDEALTGERFLTRALAGDAPVRLYRTGDLARWDAAGTVHLLGRADSQIKVRGHRIEIGEIESHL
AACPELAQAQVTVRPDAGGENVLCAYGVAAPGAVLDWREVRRRLADYLPTFMIPTHFTELPALPLTPN
GKVDVAALPAPRTGDGADGPVYEAPVTLYETRMAEHWORLLGIEAPGPGLGHDFFETGGSSIRLIELI
YHLOAEFGISIPVSRLEFQVTTLHGMAKTVERIVIGEIEGSLPYLRENENAAAGTVECFPPAGGHGLVY
REFAARLPEFEFLAFNYLMGEDKVSGYADLVAGHRPEGEIDLLGYSLGGNLAFEVAKELERRGRTVRH
VVIMDSLRVTESYELGPEHLAVFERELAEHLRKHTGSALVAEKTREQAKDYLEFTGRTANPGTTGARI
AVISDEENAAAYDSGAEGSWHGASRTGTDVLRGVGRHADMLDPGTVEHNARLARGILTGGDGEV



DNA sequence of the FAD dependent oxidoreductase ikaB (1833 bases):

ATGACGCCTTTCGTTCAGCCGGCGGTCGACACCAAGGAGCACAGCGCCATGTCATCCCCCACCACCTC
CGGCACCCCGGGCAGGCAGTCGATGATCATCATCGGCGGCGGCCTGGGGGGCCTGTCCACCGGCTGCT
ACGCGCAGATGAACGGCTACGCGACGCGGGTCTTCGAGATGCACGAGATCCCGGGCGGTTCCTGCALCC
GCCTGGGAGCGCGGGGACTTCACCTTCGACTGGTGCGTCAGCTGGCTGCTGGGCAGCGGTCCCGGCAA
CGAGATGTACCAGATCTGGATGGAACTGGGGGCGTTGCAGGGCAAGGAGATGCGCCAGTTCGACGTCT
TCAACATCGTGCGGGTGCGCGGCGGCCAGCCGGTGTACTTCTACTCCGACCCGGACCGGCTCCAGGCG
CACCTGCTGGAGATCTCCCCGGCCGACGCCCGCCGCATCAAGAACTTCTGCGAGGGGGTGCGCACCTT
CCAGAAGGCGCTGTCGGTCTACCCGTTCCTCAAGCCGGTGGGGCTGATGGGGCGGTGGGAACGGTGGA
AGATGCTGGCCTCGTTCCTGCCGTACTTCAACGCCATCCGCAAGTCCATCACCGAGCTGATGACGGAC
TACGCGGAGAAGTTCCAGCACCCGGTGCTGCGCGAGGCCTTCAACTACGTGCTGTACGAGAAGCACGC
CGACTTCCCCGTCCTGCCGTTCTGGTTCCAGCTGGCCTCGCACGCCAACGGCTCGGCGGGGGTGCCCG
AGGGCGGCTCGCTGGAGCTGGCCCGGTCCGTGGAGCGGCGCTACCTGGGGCTCGGCGGGGAGATCALCC
TACAACGCCAAGGTGGAGAAGATCCTCGTCGAGCACGACAAGGCGGTGGGAGTGCGGCTCACCGACGG
CCGCGAGTTCCGCGCGGACATCGTGGTGTCGGCGGCCGATCTGCACACCACCGCCATGGAGATGCTCG
GCGGCCGGTATCTCAACGACACCTGGCGCAAGCTGCTCACCGAGACGATCGACGAGGTGGGCACGATC
TCCCCCGGCTATGTCTCGCTGTTCCTGGGGCTGCGCCGGCCGTTCCCCGAGGGCGAGCCGTGCACCAC
GTACGTGCTGGAGGACAGCATGGCGGAGAAGCTCACCGGCATGCGGCATCCCAGCATGAACGTGCAGT
TCCGCAGCTGCCACTACCCGGAGCTGTCGCCGCGCGAGACCACGGTCATCTTCGCCACGTACTTCTCG
GAGGCCGAGCCGTGGCGGGCGCTGCGCGACGACGTGCCGGAACAGGCGGGCCGGGTGCGGCGCGGTCA
GGTGCTGCACACCCTGCCGGTGAAGCACGGCAAGGCGTACACCCAGGCCAAGCGGCAGGCGCGGATCA
CCATCGAGAACTTCCTGGACGAGCGGTTCCCCGGTCTCAAGGACGCGGTCGCCGTGCGGGACGTGTCC
ACGCCGCTGACGCAGGTGCGCTACACGGGCACCTACAACGGCGGGTTCCCCGGCTGGCAGCCGTTCGT
GGACGGCGGGGAGACCGTGGAGGTGGAGATCAACAAGAACGGCCCGGTGCTGCCGGGGCTCTCCAACT
TCTATCTGGCCGGGGTGTGGGTCACCGTCGGCGGGCTGATCCGGGCGGTGGCCTCGGGCCGGCAGGTC
ACGCAGGTGATCTGCCGGGACGACGGGCGGGAGTTCACGGCGAGCGTGGACGAGAGCGLCGLCCGLLCGLL
CACCCAGGTCGCCATCCCGGTGGGCAAGCAGCCGGGCGTGCCGGATCTGGCGGCCGGGTTCCCCGCCC
AGACCGCCGGCGGCGAGACCGCCACCGGCGCCAACAACACCGTCACATCGTCGAGGAGCGTGTAG

Peptide sequence of the FAD dependent oxidoreductase IkaB (610 amino acids):

MTPEFVQPAVDTKEHSAMSSPTTSGTPGRQSMIIIGGGLGGLSTGCYAQMNGYATRVFEMHETIPGGSCT
AWERGDFTFDWCVSWLLGSGPGNEMYQIWMELGALQGKEMRQFDVENIVRVRGGOPVYEFYSDPDRLQOA
HLLEISPADARRIKNFCEGVRTFQKALSVYPFLKPVGLMGRWERWKMLASFLPYFNAIRKSITELMTD
YAEKFOQHPVLREAFNYVLYEKHADEFPVLPFWEFQLASHANGSAGVPEGGSLELARSVERRYLGLGGEIT
YNAKVEKILVEHDKAVGVRLTDGREFRADIVVSAADLHTTAMEMLGGRYLNDTWRKLLTETIDEVGTI
SPGYVSLFLGLRRPFPEGEPCTTYVLEDSMAEKLTGMRHPSMNVQFRSCHYPELSPRETTVIFATYEFES
EAEPWRALRDDVPEQAGRVRRGQVLHTLPVKHGKAYTQAKRQARITIENFLDERFPGLKDAVAVRDVS
TPLTQVRYTGTYNGGEPGWQPEVDGGETVEVEINKNGPVLPGLSNEFYLAGVWVITVGGLIRAVASGRQV
TQVICRDDGREFTASVDESAPPPTQVAIPVGKQPGVPDLAAGFPAQTAGGETATGANNTVTSSRSV



DNA sequence of the alcohol dehydrogenase ikaC (1047 bases):

GTGATCGCCGAGCACATCCCGGGGGTCCCGGACACGGACCGGATCTACCGGAAGGTGACGCGGGAGTT
CGATCCCGCCTCGCTGGCGGACGATCAGATGCTGCTGCGCACCCGGTACGTGTCGGTGGACCCGTATC
TGGTGGGGCTCTCGCTCCAGACGCCGATCGGGGACACCGTGCGCGGTGACTCGATCATGGAGGTGGCC
GTGGCGGGGCCGCGCGCCCGCTTCCAGGTCGGGGACCTGGTGCAGGGGTACGGCGGCTGGTGCAGCCA
TCTGGTGTCCACCGGGGGGCCCAGCGGATGGAACGACGACGGCGCCGAGTTCGCCGTCCAGTTGCCGC
CGTTCCGCAAGCTGGACCCGCGGCGGTACGACGAGGCGCTGCCGCTGTCCACGGCGCTGGGCGTGATG
GGCACCCCGGGCATCACCGCGTTCGGCGCGATGAAGACGTTCCTGACCGTGGGCTCCGAGGACACGGT
GGTGATCAGCGGGGCGTCCGGGACGGTGGGCACCCTGGTGGGCCAGCTCGCCAAGCGGGLCCGGGGLLC
GGGTGGTGGGCACCACCTCCTCGCCGGGGAAGGCCGCGTATCTGACGCAGCTGGGCTTCGACGCGGTG
GTGAACTACCGGCAGGGCGACGACACGGACACGGTGCGCGAGGCGCTGGCGGCGGCAGCGCCCAALGG
AATCGACAAGTACTTCGACAACCTGGGCGGCACCGTGACGGACGCGGTGTTCACGATGCTCAACGTGC
ACTCCCAGGTGGCGGTGTGCTGGCAGTGGGCCACCACGGTCAACGGGGACTGGACGGGGCCGCGGLTG
CTGCCGTACATCATGTTCCCGCGCACCACGATCCGGGGGATCTTCGCCGACGAGTGGTACACGGAGGA
GATGGTCGACGCGCTGCACGAGGAGGTGGGCGGGCTGATCCGCAAGGGTGAGCTGGCCTACCACCAGA
CCATCCACCAGGGCTTCGACGCCCTCCCGGACGCGTACCGCTCCCTGTACACCGGCCAGGAGGGCAALC
CGCGGCAAGGTCCTGGTCGCCCTGTAG

Peptide sequence of the alcohol dehydrogenase 1kaC (348 amino acids):

VIAEHIPGVPDTDRIYRKVTREFDPASLADDOMLLRTRYVSVDPYLVGLSLOTPIGDTVRGDSIMEVA
VAGPRARFQVGDLVQGYGGWCSHLVSTGGPSGWNDDGAEFAVOQLPPFRKLDPRRYDEALPLSTALGVM
GTPGITAFGAMKTFLTVGSEDTVVISGASGTVGTLVGQLAKRAGARVVGTTSSPGKAAYLTQLGEFDAV
VNYRQGDDTDTVREALAAAAPNGIDKYFDNLGGTVTDAVETMLNVHSQVAVCWOWATTVNGDWTGPRL
LPYIMFPRTTIRGIFADEWYTEEMVDALHEEVGGLIRKGELAYHQTIHQGEFDALPDAYRSLYTGQEGN
RGKVLVAL
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Polycyclic tetramate macrolactams (PTMs) are a structurally, bio-
medically and biosynthetically intriguing class of bacterial meta-
bolites. By combining parts of the machineries of different PTM
biosynthetic pathways, we demonstrate for the first time the substrate
promiscuity of a class of PTM tailoring enzymes, thereby facilitating the
(bio)synthesis of butremycin.

In the course of evolution, Nature has developed a large set of
diverse natural products with unique structures and biological
functions. An interesting group of such metabolites are the PTMs
that are produced by bacteria. Depending on their individual
structures, PTMs exhibit a number of valuable biological activities,
ranging from antimicrobial to cytotoxic."® All PTMs contain a
tetramic acid moiety incorporated into a macrolactam ring that is
further modified with a fused carbocyclic system. Both overall size
of the macrolactam and oxidation levels of the individual carbon
atoms vary in different PTMs, as does the number of rings and
their exact cyclization pattern in the carbocyclic portion. Overall,
this leads to the structural diversity of this natural product class,
with HSAF (1)' and the frontalamides (2),” alteramide A (3),® and
ikarugamycin (4)* being typical examples (Fig. 1).

Triggered by initial work on the structure and biosynthesis of 1 by
Du et al”® and of 2 by the Clardy lab,> PTM biosynthetic pathways
have meanwhile attracted significant attention. In particular the
pioneering work by Du on HSAF assembly in Lysobacter’ and our
contribution towards understanding the biosynthesis of 4 ® that was
later validated by Zhang et al.” have revealed a number of interesting
features of PTM biosynthesis. These include the unusual catalytic
activities of the thioesterase domain in the mixed polyketide-
non-ribosomal peptide (PKS-NRPS) biosynthetic machinery,””*
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Science Munich (CIPSM), Technische Universitit Miinchen, Lichtenbergstrafe 4,
85747 Garching, Germany. E-mail: tobias.gulder@ch.tum.de

+ This work is dedicated to our mentor and distinguished colleague Prof. Dr Dr
h.c. mult. Gerhard Bringmann.

i Electronic supplementary information (ESI) available. See DOI: 10.1039/
c5¢c00843c¢

§ These authors contributed equally to this work.

5334 | Chem. Commun., 2015, 51, 5334-5336

of ikarugamycin to butremycinfi

Christian Greunke,§ Janine Antosch§ and Tobias A. M. Gulder*

Fig. 1 Structures of the PTMs HSAF (1), the frontalamides (2), alteramide
(3), and ikarugamycin (4).

the origin of the C-3 hydroxyl group found in many PTMs that
was shown to be introduced into 1 by late-stage hydroxylation,”
the unprecedented iterative use of a single PKS module for
incorporation of twelve C,-units into a bacterial metabolite,”**°
and the remarkably low number of enzymes overall involved in
the biosynthesis of the highly complex cyclic structures by
reductive ring formation, only three in case of 4.>° In addition,
Zhao et al. showed the applicability of their DNA assembler
methodology towards unlocking a cryptic PTM biosynthetic
pathway from Streptomyces griseus.'°

Owing to the broad range of biological activities of different
PTMs and the simplicity of PTM biosynthetic pathways in terms
of the low number of tailoring enzymes needed to shape these
complex molecules, the engineered biosynthesis of PTMs by
swapping PTM genes between different pathways would be
highly desirable. However, such an approach has not yet been
reported. The success of such experiments is highly dependent
on the level of substrate promiscuity of the employed enzyme.
Within this work, we set out to test this by utilizing PTM-pathway
derived sterol desaturases (SD), the catalysts responsible for C-3
hydroxylation in the biosynthesis of HSAF (1),”? to functionalize

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2015
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ikarugamycin (4), a compound with a significantly altered
cyclization pattern when compared to 1 (¢f. Fig. 1).

For our experiments we decided to use the SD gene of a
bacterial strain with a putative PTM biosynthetic gene cluster
resembling that of the HSAF pathway in Lysobacter enzymogenes
C3.” The SD gene of the commercially available Lysobacter capsici
DSM 19286 was selected as a good candidate (see Fig. 2A/B). The
production of 1 by L. capsici was confirmed by its cultivation and
chemical analysis of organic extracts of the culture broth. Having
thus indirectly proven the presence of a biocatalytically active SD
protein that hydroxylates the HSAF skeleton in L. capsici, we set
out to clone the respective candidate gene into a suitable over-
expression vector. To allow later purification of the recombinant
SD protein, the vectors pHIS8'! and pGS-21a'* were used, both
encoding N-terminal poly(His)-tags facilitating affinity chromato-
graphy, with pGS-21a additionally encoding a GST tag to enhance
protein solubility. The putative SD gene of the PTM biosynthetic
gene cluster in L capsici was amplified from genomic DNA by PCR
using two different sets of primers (see ESI}). This led to the production
of a 810 bp copy of the SD gene as predicted by GLIMMER"® and to
a longer 1002 bp copy that includes an alternative, more upstream
start codon of the original sequence and better resembles the
length of other annotated SDs in published genomic data. The thus
obtained constructs were transferred into E. coli BL21(DE3) for
recombinant protein production studies. Unfortunately, all expres-
sion experiments with the four constructs revealed only very
low overproduction levels and exclusive formation of insoluble
inclusion bodies. Best overproduction levels were still achieved
with the 810 bp construct of SD in pGS-21a (pSDsLcap).

We next examined the utility of pSDsLcap to provide the
hydroxylating SD biocatalyst i vivo. The plasmid was transferred
into our recently reported E. coli BAP1'* based ikarugamycin (4)
heterologous production system® by electroporation. Both the
transcription of the ikarugamycin (4) pathway genes as well as of
the SD gene from L. capsici were controlled by lacI. Fermentation
of the resulting strain in ZY autoinduction media'® revealed
the exclusive production of the 3-hydroxylated derivative of 4
(see Fig. 3D), a compound very recently isolated as the natural
product butremycin (5) from Micromonospora sp. K310.'
Ikarugamycin (4) was not detectable in these experiments at
all, revealing its highly effective, complete conversion to 5
catalysed by SD in vivo."” Because of the identical chromato-
graphic behaviour of 5 produced by our approach compared to 5

A 4 I B DD/
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Fig. 2 Schematic representation of (A) the PTM biosynthetic pathway in
Lysobacter enzymogenes C3 encoding HSAF (1)’ and the putative PTM path-
ways in (B) L capsici DSM 19286 and (C) Saccharophagus degradans DSM
17024. Genes putatively coding for: red: iterative PKS—NRPS system; green:
oxidoreductase; blue: alcohol dehydrogenase; grey: sterol desaturase (SD).
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ikarugamycin (4)

butremycin (5)
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’ \ production of § in vivo

E.
production of 5 in vitro
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Fig. 3 (A) Conversion of ikarugamycin (4) to butremycin (5). HPLC-MS-

analyses of (B) a standard of ikarugamycin (4), (C) a standard of butremycin (5),
(D) the coexpression of lka_ABCE in E. coli BAP1* together with SD from
L. capsici, (E) the in vitro transformation of 4 using the supernatant derived from a
culture of an E. coli BL21(DE3) SD (S. degradans) overexpression strain. EICs at
479.3 (4) and 495.2 (5) are shown.

from Micromonospora sp., formation of the identical diastereomer,
i.e., with 3S-configuration, can be concluded."®

We next turned our attention to the possibility to hydroxyl-
ate purified ikarugamycin (4) using recombinant SD, as this
methodology may easily be expanded to functionalize other
PTM molecules without the need of a complete, heterologously
reconstituted PTM pathway or a genetically transformable
natural producer. Indeed, when feeding 4 to E. coli BL21(DE3)
carrying pSDsLcap, a small portion of 4 was converted into 5
(with approx. 90% of 4 remaining, data not shown).

To improve turnover rates, which might have been hampered in
the E. coli feeding experiments due to problems of 4 passing the
bacterial cell wall, the i vitro modification of 4 was re-investigated.
As the SD encoded by L. capsici did not yield sufficient quantities of
soluble protein for purification (see above), the SD gene of the
putative PTM biosynthetic gene cluster of Saccharophagus degradans
DSM 17024, a close homolog of the respective Lysobacter genes,
was selected as an alternative (¢f. Fig. 2C). It was readily cloned
into pHIS8 and pGS-21a (see ESIt) and the resulting constructs
tested in protein overproduction assays in E. coli BL21(DE3).
Using the respective pGS-21a construct (pSDSde), overproduc-
tion of soluble protein was indeed achieved. Purification of the
recombinant SD was conducted using Ni-affinity chromato-
graphy. However, significant degradation of SD during the isolation
procedure was observed. The SD enriched fraction was nevertheless
assayed for its hydroxylating activity. In these experiments, 4 was
incubated with SD for 12 hours, leading to approx. 30% conversion
to 5 (Fig. 3E). The overall turnover was not increased when
extending the reaction time, hinting at a complete degradation
of SD under the assay conditions. To potentially circumvent

Chem. Commun., 2015, 51, 5334-5336 | 5335
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the problems associated with decomposition of recombinant
SD during purification, the in vitro hydroxylation of 4 using cell
lysates of the E. coli BL21(DE3)::pSDSde expression system was
tested. These experiments gave the best results so far for the
in vitro preparation of 5, leading to overall approx. 50% C-3
hydroxylation of 4 to 5. This hydroxylation step could be forced
to completion by simple extractive work-up of the mixture of 4
and 5 and its repeated metabolization with fresh cell lysate.

The members of the PTM class of natural products are
characterized by highly complex molecular structures that arise
from remarkably streamlined biosynthetic machineries. Besides
the unusual iterative PKS-NRPS system there are only a very small
number of tailoring enzymes involved in PTM biosynthesis.
Generating new molecules by adding or swapping individual
biosynthetic genes between pathways thus seems to be a rewarding
task. A precondition for success of such experiments, however, is a
relaxed substrate specificity of the respective encoded enzymes. We
herein prove for the first time that a class of PTM tailoring enzymes,
usually annotated as sterol desaturases (SD), is capable of
transforming “unnatural” substrates derived from a different
PTM pathway. This led to the development of a heterologous
production system of butremycin (5) utilizing the ikarugamycin
biosynthetic genes together with a SD from L. capsici. In addi-
tion, even purified 4 can be converted into 5 utilizing SD alone,
both in vivo and in vitro. As this class of SDs from PTM pathways
seems to have highly specific activity for C-3 hydroxylation of
PTMs, as also shown for the previously uncharacterized SD from
Saccharophagus degradans, we propose to rename these enzymes
according to their function as PTM hydroxylases. The results
presented here provide diverse methods for late-stage C-3 hydro-
xylation of PTM molecules. The utility of the PTM hydroxylases
for the functionalization of other substrates is currently being
tested in our laboratory. Our work should furthermore set the
stage for other PTM pathway gene swapping experiments that
are likewise being investigated by our group.
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1.) General methods

1.1 Bacterial strains and cultivation

E. coli DH5a was used as the standard cloning host. E. coli BAP1! was used for heterologous expression
experiments. E. coli BL21(DE3) was used for protein expression. All work with E. coli was carried out on LB agar
or LB liquid media (Roth) with the appropriate antibiotics for selection. Heterologous expression experiments
were either carried out in LB with induction of secondary metabolite production using 1 mM IPTG. Alternatively,
auto-induction media was used. Per 50 mL, this was composed of 46 mL ZY media (10 g tryptone, 5 g yeast
extract, 925 mL H,0), 0,5 mg arginine, 50 pnL. magnesium sulfate solution (24.65 g MgSO,4 x 7 H,0, 13.84 g
MgSO, x H,O, 100 mL H,0), 1 mL 50 x 5052 solution (250 g glycerol, 100 g a-lactose, 25 g glucose, 730 mL
H,0), and 2.5 mL 20 x NPS solution (142 g Na,HPO,, 136 g KH,PO,, 66 g (NH,),SO,4, 900 mL H,0).2 E. coli
BAPI1 pHis8::Tii6239_ikaABC was used for in vivo experiments.3

Lysobacter capsici (DSM 19286) was grown in 1/10-fold concentrated TSB-Medium at 30 °C while shaking (200
rpm) for three days, until gDNA was prepared following the instructions of the Bacteria DNA Preparation Kit
(Jena Bioscience).

Saccharophagus degradans (DSM 17024) was obtained from DSMZ. A pCCl1Fos-based genomic library was
prepared and a clone, covering the whole PTM cluster, was identified by PCR screening. This material was used
as template DNA for PCR.

1.2 Transformation of electrocompetent E. coli

Electrocompetent cells were generated as follows: 200 mL of SOB media (20 g tryptone, 5 g yeast extract, 0.6 g
NaCl, 0.2 g KCI, 10 mM MgCl,, 10 mM MgSO,) were inoculated with 5 mL of a preculture of the respective
E. coli strain (grown overnight at 37 °C) and incubated at 37 °C at 200 rpm until the ODggoreached 0.8. The culture
was centrifuged at 4 °C for 5 min at 5000 rpm. The supernatant was discarded, the pellet re-suspended in 25 mL
of'icecold 10 % glycerol and centrifuged at 4 °C for 5 min at 5,000 rpm. This procedure was repeated 4 times with
different amounts of ice-cold 10 % glycerol (20 mL, 15 mL, 10 mL, 5 mL). After the washing steps, the pellet was
re-suspended in 1 mL 10 % glycerol and aliquoted in 75 pL portions. The aliquots were flash frozen in liquid
nitrogen and stored at -80 °C until use.

For electroporation, 5 uL. of the respective plasmid to be introduced were added to an aliquot of thawed
electrocompetent cells. The electroporation was carried out in a 0.2 cm ice-cold electroporation cuvette using a
BioRad GenePulser II set to: 200 Q, 25 pF and 2.5 kV. The expected time constant was 4.5-5.5 ms. Immediately
after the electric pulse, 700 uL of ice-cold LB broth was added and the cells were incubated for 45 minutes at
37 °C. 150 pL solution was plated on LB agar supplemented with appropriate antibiotics and incubated at 37 °C
overnight.

1.3 Isolation and purification of plasmids and PCR amplicons

Plasmids were isolated from single clones incubated overnight in LB broth with appropriate antibiotics using the
peqGOLD Plasmid Miniprep Kit I, C-Line (Peqlab) according to the protocol provided by the manufacturer. PCR
products were either isolated using the PCR Purification Kit (Jena Bioscience) or by gel electrophoresis with re-
isolation from the excised gel sample using the peqGOLD Gel Extraction Kit, S-Line (Peqlab).

1.4 Restriction analysis

A plasmid restriction (10 pL volume) was composed of: 1 pL. compatible NEB buffer (10 fold); 1 pL BSA (10
fold); 0,125 pL per each enzyme, 5 pL plasmid solution containing 200 ng plasmid DNA and pure water.

This mixture was incubated for 2 h at 37 °C and analyzed by gel electrophoresis. All enzymes and buffers used
were purchased from NEB.



1.5 Chemical analysis

HPLC-MS analyses were carried out using an UltiMate 3000 LC System system coupled to a LCQ Fleet Ion Trap
Mass Spectrometer (Thermo Scientific). HPLC-HR/MS analyses were performed on a Thermo Finnigan LTQ FT-
ICR equipped with a Dionex Ultimate 3000 separation module. The Xcalibur software was used to control the
system. Interpretation of the recorded data was carried out using the Thermo Xcalibur Qual Browser 2.2 SP1.48
software.

The chromatographic separation for HPLC-MS was carried out on a XBridge (Waters) C-18 HPLC column (30 x
4,6 mm, 3,5 pm particle size) using the following gradient with water (A) and acetonitrile (B), both buffered with
0,1 % formic acid, as the eluents: linear gradient from 20 % B (0 min), 95 % B (6 min), 95 % B (7.5 min), 20 %
B (8 min), 20 % B (9 min), all at a flow rate of 1,1 mL/min. The chromatographic separation for HPLC-HR/MS
was carried out on a XBridge (Waters) C-18 HPLC column (100 x 4,6 mm, 3,5 pm particle size) using the
following gradient with water (A) and acetonitrile (B), both buffered with 0,1 % formic acid, as the eluents: linear
gradient from 5 % B (2 min), 5 % B (2 min), 20 % B (2.5 min), 95 % B (5 min), 95 % B (6 min), 20 % B (9 min),
20 % B at 1,1 mL/min flow rate.

2.) Bioinformatic data
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Figure S1. Alignment of SD-like protein sequences from Lysobacter enzymogenes C3 (1), Lysobacter capsici
[ORF2 — Extended construct] (2) and Saccharophagus degradans SD-like protein (3) using Geneious default
settings with Blosum 62 cost matrix.

3.) Cloning of SD genes

3.1 Screening of gDNA samples for SD (L. capsici) — Taq-Polymerase

A total 25 pL. PCR reaction was composed as follows: 2.5 uL of tenfold Taq buffer, 1 uL DMSO, 0.25 uL
deoxynucleotide triphosphates (10 mM stock), 0.125 pL forward primer (20 pM), 0.125 pL reverse primer
(20 uM) (see chapter 3, table S6, row 1 and 2), 19.875 pL pure water and 1 pL. Template DNA (L. capsici gDNA,
¢ =305 ng/uL) were mixed with 0.125 pL Taq polymerase. Optimal cycling conditions are depicted in table S1.

Table S1.
Step Temperature [°C] Time [sec] Cycle nr.

1 95 120

2 95 45

3 52 30 x 34

4 72 45

5 72 300

6 16 )




| | | /77"

g
|

=3
=
[

-
w
I

Figure S2. PCR screening of 6 samples for the presence of L. capsici SD with SD-Capsici For/Rev. The expected
amplicon was 526 bp.

3.2 Amplification of SD (L. capsici) (ORF1, 810 bp) — Q5 polymerase

A total 25 uLL PCR reaction was composed as follows: 5 puL of fivefold Q5 Reaction Buffer, 0.5 uL
deoxynucleotide triphosphates (10 mM stock), 0.625 pL. forward primer (20 uM), 0.625 pL reverse primer
(20 uM) (see chapter 3, table S6, row 3 and 5), 17.125 pL pure water and 1 pL template DNA (L. capsici gDNA,
¢ = 305 ng/uL) were mixed with 0.125 pL Q5 polymerase (2000 U/mL, NEB). Optimal cycling conditions are
depicted in table S2.

Table S2.
Step Temperature [°C] Time [sec] Cycle nr.

1 98 60

2 98 10

3 72 20 x 30

4 72 35

5 72 120

6 10 0
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Figure S3. PCR amplification of L. capsici SD (ORF1, GLIMMER prediction) with EcoRI / HindIll overhangs
(844 bp).

3.3 Amplification of SD (L. capsici) — (ORF2, 1002bp) — QS polymerase

A total 25 uL. PCR reaction was composed as follows: 5 puL of fivefold Q5 Reaction Buffer, 0.5 uL
deoxynucleotide triphosphates (10 mM stock), 0.625 uL. forward primer (20 uM), 0.625 pL reverse primer
(20 uM) (see chapter 3, table S6, row 4 and 5), 17.125 pL pure water and 1 pL template DNA (L. capsici gDNA,
¢ = 305 ng/uL) were mixed with 0.125 pL. Q5 polymerase (2000 U/mL, NEB). Optimal cycling conditions are
depicted in table S3.

Table S3.
Step Temperature [°C] Time [sec] Cycle nr.

1 98 60

2 98 10

3 72 20 x 30

4 72 45

5 72 120

6 10 0
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Figure S4. PCR amplification of L. capsici SD (ORF2). Lane 1: Crude PCR mix. Lane 2: Gel purified PCR product
containing EcoRI / HindIll overhangs (1035 bp). Lane 3: EcoRI + Hindlll digested PCR product after clean-up
(1014 bp).

3.4 Colony screening PCR

Clones were picked and examined via colony PCR (for conditions, see Table S4) using specific primers (see Table
S6) for the amplification of the sterol desaturase gene expected to be located in the respective construct (see Figure
S5). Positive hits were further characterized by plasmid isolation followed by end-sequencing to verify the
recombined plasmid.

A total 25 pLL PCR reaction was composed as follows: 2.5 uL of tenfold Taq buffer, 1 uL. DMSO, 0.25 puL
deoxynucleotide triphosphates (10 mM stock), 0.125 puL forward primer (20 pM), 0.125 pL pET-RP (reverse
primer) (20 uM) (see chapter 3, table S6, row 1 (L. capsici) / 6 (S. degradans) and 8), 19.875 uL pure water and
1 uL Template (bacterial material) were mixed with 0.125 pL Taq polymerase. Optimal cycling conditions are
depicted in table S4.

Table S4. PCR conditions for colony screening

Step Temperature [°C] Time [sec] Cycle nr.
1 95 300
2 95 45
3 47 30 x 34
4 72 60
5 72 300
6 16 )
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Figure S5. Example for a screening PCR of seven E. coli DH5a clones with SD-Capsici for / pET-RP rev. An
amplicon of 770 bp was obtained for clones harboring pHis8 / pGS-21a::L-capsici_SD (ORF1/2).

3.4.1 Restriction analysis L. capsici SD [ORF2] cloned in pHis8

K1 K2 K3 K4 K5 K6

LI L/

Figure S6. Restriction analysis of pHis8::L-capsici SD_ORF2 (6328 bp) cut with a) EcoRI + HindIIl (5314 +
1014 bp) and b) Pvul (4415 + 1232 + 664 [+17] bp). Undigested plasmid is shown in line (-).

3.4.2 Restriction analysis L. capsici SD [ORF2] cloned in pGS-21a

K1 K2 K3 K4 K5 K6

LI L

Figure S7. Restriction analysis of pGS-21a::L-capsici SD_ORF2 (7165 bp) cut with a) EcoRI + HindIII (6151 +
1014 bp) and b) Pvul (5180 + 1304 + 664 [+17] bp). Undigested plasmid is shown in line (-).



3.5 Amplification of SD (S. degradans) — QS polymerase (NEB)

A total 25 uL. PCR reaction was composed as follows: 5 puL of fivefold Q5 Reaction Buffer, 0.5 uL
deoxynucleotide triphosphates (10 mM stock), 0.625 puL forward primer (20 uM), 0.625 pL reverse primer (20
uM) (see chapter 3, table S6, row 6 and 7), 16.125 pL pure water and 2 pL template DNA (fosmid DNA, ¢ =17.4
ng/ul) were mixed with 0.125 pL. Q5 polymerase (2000 U/mL, NEB). Optimal cycling conditions are depicted in

table S5.
Table S5.
Step Temperature [°C] Time [sec] Cycle nr.
1 98 60
2 98 10
3 65 20 x 30
4 72 35
5 72 120
6 10 )
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Figure S8. PCR amplification of S. degradans SD. Lane 1: Crude PCR mix. Lane 2: Gel purified PCR product
containing BamHI / Xhol overhangs (961 bp). Lane 3: BamHI + Xhol digested PCR product after clean-up

(945 bp).



3.5.1 Restriction analysis SD (S. degradans) cloned in pHis8
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Figure S9. Restriction analysis of pHis8::S-degradans SD (6238 bp) cut with a) BamHI + Xhol (5239 + 945 bp)
and b) Dralll (5679 + 559 bp). Undigested plasmid is shown in line (-).

3.5.2 Restriction analysis SD (S. degradans) cloned in pGS-21a

K1 K2 K3 K4 K5 K6
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Figure S10. Restriction analysis of pHis8::S-degradans SD (7075 bp) cut with a) BamHI + Xhol (6130 +
945 bp) and b) Dralll (6516 + 559 bp). Undigested plasmid is shown in line (-).



Table S6. List of used primers in this study.

Entry Primer name Sequence Comments Tm [°C]
1 SD-Capsici For 5’ -GTACGCGGTCTACTTCGTGA-3" Screening primer for L. capsici’s 56.5
SD-like protein
2 SD-Capsici Rev 5" ~CCAGGTATAGCTGCCGAACA-3’ Screening primer for L. capsici’s 56.9
SD-like protein
3 SD- 5" - Cloning primer containing an 64.8
Capsici ORF1_Eco  CGGAACTTAGAATTCGTGGTTATCTACGTAATT  EcoRI restriction site, GLIMMER
RI For GCCGCGA-3' predicted frame (ORF1) 810 bp
4 SD- 5" - Cloning primer containing an 66.5
Capsici ORF2 Eco = AGAACTTAGAATTCAACACGGACGCCGGTCGCA  EcoRlI restriction site, Extended
RI For -3’ frame (ORF2) 1002 bp
5 SD- 5" - Cloning primer containing a 66.5
Capsici_HindIII ATTCAACAAGCTTAAAGGCTCAGGGCGGCGT~ HindllI restriction site,
Rev 37 GLIMMER predicted frame
6 SD_S- 57~ ) . o
degradans BamHI ~ AACTTGGATCCGTGGATACCTTAACTCCCTCAG — Cloning primer containing a 64.8
For _37 BamHI restriction site
7 SD_S- 57~ ) ) =
degradans Xhol ~ ACCTTCTCGAGTTACTGGCGGTAGGTAATGTTG ~Cloning primer containing a Xiol — 66.5
Rev -3 restriction site
8 pET-RP 5/ ~CTAGTTATTGCTCAGCGG-3’ ] o
Screening / Sequencing primer 50.2

4.) In vivo and in vitro assays
4.1 Heterologous expression experiments - Fermentation of E. coli BAP1

The sequenced sterol desaturase pGS-21a-constructs were transformed into electrocompetent E. coli BAP1 cells
via electroporation. These E. coli BAP1 contained the pHis8::Tii6239 ika4ABC construct which incorporates the
whole ikarugamycin cluster. The transformed cells were fermented and automatically induced in auto-induction
media with 0.05 mg/mL arginine (kanamycin 50 pg/mL and ampicillin 100 pg/mL). The fermentation was carried
out for 72 h at 16 °C and 200 rpm in a 250 mL Erlenmeyer flask containing 150 mL of auto-induction medium.
For the isolation and physico-chemical characterization, the pH of the main culture was adjusted to pH 5.0 with
IN HCI and centrifuged for 10 min at 3,800 rpm. The supernatant was extracted three times with 150 mL
ethylacetate. The combined organic phases were concentrated in a rotary evaporator. The pellet was dissolved in
50 mL of a methanol/acetone solution and sonicated in an ultrasonic bath for 15 min. The solvents were removed
in vacuo. The raw product was dissolved in 1 mL methanol for the further LC-MS measurement.

4.2 Feeding experiments

100 pL E. coli BL21(DE3) pGS-21a::SD (after 15 h incubation with IPTG 1 mM, 16 °C, 200 rpm), 10 pL
ikarugamycin (1 mg/mL in methanol, Santa Cruz Biotechnology, Texas), 1 pL ATP (100 mM) and 1 pL NADPH
(100 mM) were combined and incubated for 6 h at 30 °C while shaking (350 rpm). Afterwards, 100 pL of pure
methanol was added to the cellular mixture. The revealed supernatant after centrifugation for 1 min at 13,000 rpm
was used for LC-MS measurement.



4.3 In vitro conversion assays

100 pL of the cell lysate supernatant, prepared from induced E. coli BL21(DE3), were spiked with 1 uL. ATP (100
mM) and 1 pL NADPH (100 mM). In control reactions, the supernatants were incubated at 95 °C for 10 minutes.
Adjacently, 10 pL ikarugamycin from a 1 mg/mL concentrated methanolic stock solution were added. After an
incubation period of 6 hours at 30 °C while shaking (350 rpm), the reactions were quenched by the addition of 110
uL methanol. After centrifugation for 1 min at 13,000 rpm, the supernatants were carefully transferred and used
for the LC-MS measurements.

The enzymatic reaction with N-GST-SD (S. degradans) was composed as follows: 20 uL enriched enzyme, 10 pL
sodium phosphate buffer (1 M, pH 8.0), 1 uL ATP (100 mM), 1 uL NADPH (100 mM) and 10 pL ikarugamycin
(¢ = 1 mg/mL, methanol stock solution) filled up with water to a volume of 100 pL. The reaction was incubated
at 30 °C while shaking (350 rpm) for 12 hours. The reaction was then quenched by the addition of 100 uL. methanol
and subsequent centrifugation for 1 min at 13,000 rpm. The supernatant was used for LC-MS analysis.

4.4 Heterologous protein production in E. coli and enrichment of N-GST-
SD (S. degradans)

Starter cultures of E. coli BL21(DE3) pGS-21a::SD_S-degradans (5 mL) were grown overnight in Luria broth
(Roth) and used to inoculate Terrific broth (Roth), supplemented with 100 pg/mL ampicillin. When an ODgq value
of 0.6 was reached, cultures were cooled and protein synthesis was induced by adding 0.5 mM IPTG following an
overnight incubation at 16 °C and moderate shaking (200 rpm). Alternatively, starter culteres were mixed 1:100
(v/v) with ZYM-5052 auto-induction medium.? After cultivation for around 3 hours at 37 °C while shaking (200
rpm), cultures were cooled and further incubated at 16 °C overnight.

In the following, cells were harvested by centrifucation and resuspended in lysis buffer (50 mM NaH,PO, x 2 H,0,
300 mM NacCl, 10 % Glycerol, 10 mM imidazol, pH 8.0). After sonification on ice and a subsequent centrifugation
(10,000 rpm, 4 °C, 30 min), the supernatants were taken and incubated with High Density Nickel Agarose (Jena
Bioscience) and moderate shaking for at least 1 hour. This mixture was then applied onto a column, which was
washed with lysis buffer (40 mM imidazole, pH 7.5). Finally, the protein was eluted with lysis buffer (250 mM
imidazole, pH 7.5).

PD-10 columns (GE Healthcare) were used to exchange the eluate’s buffer to 50 mM Tris-HCI bufter, pH 7.5
supplemented with 10 % glycerol. This protein solution was then concentrated using Vivaspin 2 columns
(Sartorius).

Protein concentrations were determined photometrically by the use of the Implen Nanophotometer 330.

Bacterial induction and protein enrichment were monitored by SDS-PAGE analysis (Figure S11).
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Figure S11. SDS-PAGE analysis for the expression and enrichment of N-GST-SD (S. degradans). Samples:
uninduced bacteria (U), pellet (P), supernatant (S), flow-through (FT), wash fractions (W1, W2), elution fractions
(E1-ES5), desalted and concentrated eluate (V).



5.) Sequences of investigated PTM hydroxylase genes and corresponding translations
5.1 Lysobacter capsici DSM 19286

ORF1 — 810 bases (GLIMMER prediction):
GTGGTTATCTACGTAATTGCCGCGATCGGCCTGGACTGGGATCCGGGCGCCGCCAGCCTCGGCTTCGTGCTCGCCACCGTCTT
CTATCTGGCGATGCTCGAATTAATCATTCCGTACGAGCGCGCATGGCTGCCCTCGCGGCGCGAGTGGGGCCTGTACGCGGTCT
ACTTCGTGATCACGATGATCGGCGGCGCGCTGGCGCAGCTGCCGGTGATGGCGGTGGTGTCGATGGTCGCCCCGCTGCATCCG
CTGTTGCCGCTGTGGGCGCAGATCCCGCTCGCGCTGCTGCTGAGCTCGCTGGCGAGCTATGCGGTGCATCGCGCCGGCCACGA
CATCCCGCTGCTGTGGCGGCTGCACGGCGTGCATCACGTGCCCGACAAGGTCAACGTCGGCAACAACGGCGTCAACCACGTGT
TCGACATCGTCCTGGCCCAGTTCCTGGTGCAGGTGTCGCTGGCGCTGATCGGCTTTTCCGAGCACGCGGTGTTCGCCGTCGGL
ATCTTCATCATCGCCCAGGGCTATTTCGTCCACGCCAACATCGACGTGCGCCTGGGCTGGCTCAACCACATCCTCGCCAGCCC
CGAGCTGCACCGCATGCATCACAGCGCCGACAAGGCCGAGGCCGGGCATTTCGGCTCGGACCTGTCGATCTGGGACCGCCTGT
TCGGCAGCTATACCTGGCGGCCCGATCGCAAGCCGCGCGCGATCGGCCTGTTCGATCCGGGCTCGTTCCCGCGCAACGGCGLCG
ATCTTCTCGACCCTCGTCCACCCGCTGCGGCCGCGCAAGAAACCCGCGCCGACGCCGCCCTGA

Translation ORF1 — 269 amino acids:
MVIYVIAAIGLDWDPGAASLGFVLATVFYLAMLELIIPYERAWLPSRREWGLYAVYFVITMIGGALAQLPVMAVVSMVAPLHP
LLPLWAQIPLALLLSSLASYAVHRAGHDIPLLWRLHGVHHVPDKVNVGNNGVNHVFDIVLAQFLVQVSLALIGFSEHAVFAVG
IFIIAQGYFVHANIDVRLGWLNHILASPELHRMHHSADKAEAGHFGSDLSIWDRLFGSYTWRPDRKPRAIGLFDPGSFPRNGA
IFSTLVHPLRPRKKPAPTPP

ORF2 — 1005 bases (Extended construct):
ATGAACACGGACGCCGGTCGCAGTTCAAACCTGACGGACACTGCTCAATCCGACCGTGACCCCGACCCGCTTAATATCGCCGG
ATTATCTTTCGGCGCCGCCGACGGGGTTGAAAACCCAACCCAGGTCACGCCCGCCCGGATAAATCCATTGAGCTTTATTAGTT
ATATCGCGCACCCGCTGTTATTAATTTCCGTGGTTATCTACGTAATTGCCGCGATCGGCCTGGACTGGGATCCGGGCGLCCGLC
AGCCTCGGCTTCGTGCTCGCCACCGTCTTCTATCTGGCGATGCTCGAATTAATCATTCCGTACGAGCGCGCATGGCTGCCCTC
GCGGCGCGAGTGGGGCCTGTACGCGGTCTACTTCGTGATCACGATGATCGGCGGCGCGCTGGCGCAGCTGCCGGTGATGGCGG
TGGTGTCGATGGTCGCCCCGCTGCATCCGCTGTTGCCGCTGTGGGCGCAGATCCCGCTCGCGCTGCTGCTGAGCTCGCTGGCG
AGCTATGCGGTGCATCGCGCCGGCCACGACATCCCGCTGCTGTGGCGGCTGCACGGCGTGCATCACGTGCCCGACAAGGTCAA
CGTCGGCAACAACGGCGTCAACCACGTGTTCGACATCGTCCTGGCCCAGTTCCTGGTGCAGGTGTCGCTGGCGCTGATCGGCT
TTTCCGAGCACGCGGTGTTCGCCGTCGGCATCTTCATCATCGCCCAGGGCTATTTCGTCCACGCCAACATCGACGTGCGCCTG
GGCTGGCTCAACCACATCCTCGCCAGCCCCGAGCTGCACCGCATGCATCACAGCGCCGACAAGGCCGAGGCCGGGCATTTCGG
CTCGGACCTGTCGATCTGGGACCGCCTGTTCGGCAGCTATACCTGGCGGCCCGATCGCAAGCCGCGCGCGATCGGCCTGTTCG
ATCCGGGCTCGTTCCCGCGCAACGGCGCGATCTTCTCGACCCTCGTCCACCCGCTGCGGCCGCGCARGARACCCGCGCCGACG
CCGCCCTGA

Translation ORF2 — 334 amino acids (Extended construct):
MNTDAGRSSNLTDTAQSDRDPDPLNTIAGLSFGAADGVENPTQVTPARINPLSFISYTAHPLLLISVVIYVIAATGLDWDPGAA
SLGFVLATVFYLAMLELIIPYERAWLPSRREWGLYAVYFVITMIGGALAQLPVMAVVSMVAPLHPLLPLWAQIPLALLLSSLA
SYAVHRAGHDI PLLWRLHGVHHVPDKVNVGNNGVNHVFDIVLAQFLVQVSLALTIGFSEHAVFAVGIFITAQGYFVHANTIDVRL
GWLNHILASPELHRMHHSADKAEAGHFGSDLSIWDRLFGSY TWRPDRKPRATGLFDPGSFPRNGATFSTLVHPLRPRKKPAPT
PP

5.2 Saccharophagus degradans DSM 17024

ORF - 939 bases:
GTGGATACCTTAACTCCCTCAGATACGCTCGATTCAGGAATAGCTCAAGAACCAACTCCCCCGCARACARARAACACCAAGAC
GTTTAGCTTTGCCACTTTGCTACGCCACCTTTGTTACCCGCTACTTATGCTGGCCGTGTGCTTAACGTTATTTATTGGCTTTA
CGTTTGATATCGATTTTGGCTTGTGCAACATGGTGTTTCTGGTAGGCACTATTGCCTACTTAGCGCTGTGCGAGCGGTTAATC
CCCTATAAAAAGCAATGGCACCCAACTGCTAAAGAGTGGGGCCGAGACGCTATTTATTTAATTCTCACTATGATGGGTGGTGC
CTCTGCGGTAGCAGTGGTTTTTGCAATAGCAGCTGTAGTATCGCCAAAGGAATCTACTTTAGGACTATGGGTAGAAGTGCCCA
TTGCGATTTTGCTCACGTCGCTTGGTTCCTATATTTTTCATCGCGCGGGGCACGACATACCTTTTTTGTGGCGCTTTCATGGT
ATTCACCACGCGGCAGATAAAATAAACGTCAGTAACAACGCCCTAAATCACATAGCAGATGTATTCGGACGCAGGCTGCTCGC
ACAATTACCCTTAATACTATTAGGCATTTCTACCCCAGCCCTTTTTATTGTGAGTATTTTTAATACAGCGCAAGGTTATTTTT
CTCACGCAAACGTCGACGTAAAAATTGGTTGGTTGAACTATATAGTAGGCAGCCCAGAGCAACATCGTTTACACCATAGTAAA
GATCTCGCCGAGGCCGGCCATTTCAGCGTAGATATCACCCTGTGGGATTTCTTGTTTAAAAGCTATTTTTGGAAGAAAGGAAA
ACAACCAAAGGAAATTGGTGTTACTAATCGCGCTTCGTTTCCGCCCTCTAATAACATTTGGAAAAATATTATTCACCCACTGC
GTCGCAACATTACCTACCGCCAGTAA

Translation — 312 amino acids:
MDTLTPSDTLDSGIAQEPTPPQTKNTKTFSFATLLRHLCYPLLMLAVCLTLFIGFTFDIDFGLCNMVFLVGTIAYLALCERLI
PYKKQWHPTAKEWGRDAIYLILTMMGGASAVAVVFAIAAVVSPKESTLGLWVEVPIAILLTSLGSYIFHRAGHDI PFLWRFHG
THHAADKINVSNNALNHIADVFGRRLLAQLPLILLGISTPALFIVSIFNTAQGYFSHANVDVKIGWLNYIVGSPEQHRLHHSK
DLAEAGHFSVDITLWDFLFKSYFWKKGKQPKEIGVTNRASFPPSNNIWKNIIHPLRRNITYRQ



6.) Sequencing data of Sterol Desaturase expression vectors
The plasmids’ inserts were sequenced by GATC Biotech (Konstanz, Germany). The results, obtained as files of

the .abl type, were analysed using Geneious software version 8.0.x (Biomatters). Alignments to the according
reference sequences were performed using Geneious Aligment default settings.

pGS-21a::SD_S-degradans

200 400 800 200 £

o

Consensus
ldentity

FUlL 1, S-degradans_SD

FUID 2 p3521a_SD-Sdegradans_K1-pGEx-5.ab1 ...

FEV 3, pGS21a_SD-Sdegradans_K1-pET-RP.ab1 ..

pHis8::SD_S-degradans

200 400 600 200 1,005
Consensus
ldentity

FUIL 1, pHis8_S-degradans_5SD

FUIL: 2. pHis8_5D-Sdegradans_K1-T7.aht ..

FEV 3, pHis8_5SD-Sdegradans_K1-pET-RP...



1,400 1,581

pGS-21a::L-capsici SD_810bp (GLIMMER prediction)

i 200 a0 a0 200 1,000 1,200 E
CoOnNsensus . ________________________________________________________________________________________|
identiy -]

FUIL 1, pGS-21a_L-capsici_SD

FUD 2 pGS21a-5D-HSAF-2-T7.ab1 .

FEY 3. pGS21a-SD-HSAF-2-pET-RP...
pHis8:: L-capsici_SD_810bp (GLIMMER prediction)
I1 1E:|J 2L:IIJ SEIIU 400 a00 800 700 200 a82

Consensus
ldentity
Flll 1. pHis8_L-capsici_SD

FUD 2 phis8-SD-HSAF-2-T7.ab1 ..

REY 3. phig8-SD-HSAF-2-pET-RP...

a0 1,002

pGS-21a::L-capsici SD_1002bp (Extended construct)
1 200

||=

Consensus

Idlentity
FUL 1. L-capsici_SO_Ext1002bp

FUID 2 pGS21a-530-Lcapsicilongklon1-pGEX-5.ab1 ..

REV' 3 pG521a-50-Lcapsicilongklon1-pET-EP.ah1 ..

1.074

G600 00

pHis8::L-capsici_ SD_1002bp (Extended construct)
1 200

||=

Consensus

ldentity
FUC 1, pHis8_L-capsici_SD_Ext1002hp

FUC 2. phis8-5D-l.capsicilongklon1-T7.ak1 extr...

FEV 3, phis8-5D-l.capsicilongkKlon1-pET-RP.ah...



7.) LC-MS traces and MS data

7.1) LC-MS traces of ikarugamycin standard (black), butremycin standard (blue), production of butremycin in

vitro (orange) and in vivo (green)
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7.2) HR/MS data of ikarugamycin
(calculated values: [M+H]* = 479.2904; [M+Na]* = 501.2724; [2M+H]* = 957.5736; [2M+Na]* = 979.5555).

Intens.
*107

HRLCMS lkarugamyein +MS (full)

Intens.
x107

7.3) HR/MS data of butremycin
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(calculated values: [M+H]* = 495.2853; [M+Na]* = 517.2673; [M-H+2Na]* = 539.2498).
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8.) Vector maps

pGS-21a::SD_S-degradans [7075 bp]

T7 promoter, Xbal (47}
(7011) Sqral / Ndel (s7)
(63 Sphl ‘ D
(6755) PfIMI N \ Mscl (335)
; \ / BstBI (525)

(6654) BSTAPI
S ,SWﬂI {555)
— / / /Sl (798)
/ Acc65I (512)
Kpnl (816}
Ncol (834}
S0_sS-degradans_BamHI For (348 .. 875)

~ BamHI (348)

(6330) Mlul

(6148) BSLEII
(6127) Apal -
(6123) PspOMI -

T7

(5918) BssHII
? - SEQ-Primer SD_S-degradans For 1 (1210 .. 1229)

(5828) Hpal
BmgBI (1254)

_sall (1529
SEQ-Primer SD_S-degradans Rew [ (1572 .. 1591)

" Fsel (1617)

(5459) PshAl —_

pGS-21a_s-degradans_sD o §, _Aval - BsoBI - PaeR71 - PspXI - Tl - XhoI (1793)
7075 bp - 'ﬂf_.é S0_S-degradans_xhol Rev (1771 ., 1798)
(5224) PpuMI — w I - [BEHIS
2 o '
(5124) Bpulol g BIpI (1872)
Psil (2325)

(4487) PFIFI - Tth111I -
(4452) BstZ171

Pwul (297z)

/ [ ‘Pt (3049)
(3820) AlWNI Bsal (3275)
AhdI (3341)
pHis8::SD_S-degradans [6238 bp]
(6054 .. 6081) SD_S-degradans_xhol Rev. BlpI (6155)
(6076) PaeR7I - PspXI - TIil - XhoI . "\‘
(5340) Dral ™ | Psil (370)
(5300) Fsel ™. f

(5855 .. 5874) SEQ-Primer SD_S-degradans Rev [ -
(s812) Sall —

{5567) BmgBI
(5493 .. 5512) SEQ-Primer SD_S-degradans For [

T7 terming, tor

P AsiSI - Pyul (945)

(5131) BamHI
TspMI - Xmal (1067}

(5131 .. 5158) SD_S-degradans_BamHI Far |

(5124) Ncol \ -~ Smal (1069)
thrombin site.
(5099} Alel
BxHi:
(5030} Xbal
T7 promoter|/
(4923) Sgral

(4775} SphI

_~Nrul (1286)

pHis8_8S-degradans_sD

6238 bp B Acul (1599)

(4566) BStAPI —
T AlWNT (1732)

" BssSI [1968)

(4242) Mlul —

(4228) Bell*

{4060} BSLEIL - T pail (2141
(4039) Apal

(4035) PspOMI BspQl - Sapl (z25%)

. BStZ17I [2374)
PFFL - Tth1111 [239%)

(z831) BssHII
(3740) Hpal

{3401) PshAL

(3185) Bgll /
(3164) Fspl PpuMI (3136)



T7 promater

(6953) BspDI* - Clal*
\ | Xbal (47}
Ndel (57)

(6909) Sgral \
4 _B=His
_Mscl (335)

\ / L BStBI (525)
F 2 e . . Swal (555)

L-capsici_SD_810bp (GLIMMER prediction) [6973 bp]

pGS-21

| g Sfil (793)
g BglII (s06)
/ / Acc65I (812)
i Kpnl (516
~ Ncol (834)
EcoRY (844)
SD-Capsici_EcoRI For (854 .. 884)

(6228) Mlul_

{6048 BstEIT
(6025) Apal . i
(6021) PspOMI_ lacioRSIDlor
7 . :
A - EcoRI (854)
G SnaBlI (671}
: BSIWI (972}
" SD-Capsici For (1015 .. 1034)
Eco53kI {1152}
. Sacl (1154)
_BuAT - BspMI (1294}
_BmgBI (1402}
NSIT [1458)

(5726) Hpal _
"~ sD-Capsici Rev (1521 .. 1540)

HindIII (1678}
"\ SD-Capsici_HindIII Rev (1658 .. 1682)

piG8-21a_L-capsici_sD
6973 bp
PaeR71 - PspXI - Tlil - Xhol (1691)
/ GrHis

(5122) PpuMI —
T Psil (zzz3)

Pstl (2997)

\ ‘Bsal (3173)
ahdl (3239)

(4360) BStZ171

PaeR7I - PspXI - THI - XhoI (5974)
Psil (370)

pHis8:: L-capsici_SD_810bp (GLIMMER prediction) [6136 bp]

{5941 .. 5965) SD-Capsici_HindIIl Rev\
{5959) HindIIT

{5804 ., 5823) SD-Capsici Rev\

(5655) BmgBIL
(5577) BRuAL-BspMI_ ;
(5437) Sacl N .
(5435) Eco53kI_ 2 | L
(5298 .. 5317) SD-Capsici For purtis 17 termingg,
(5255) BSiWI
(5154) SmaBI ™ }
e hcirh EcnRI_-_ gsET—RPnew _AsiSI (945)
(5137 .. 5167) SD-Capsici_EcoRI For »
: TspMI - Xmal (1087)
((550192;)) mf;}l' pET-RP “— Smal (1069}
(5030) Xbal
T7 pramater| - ,nrjplgl(-clag (1250)
(49641 Bl —— Nrul (1286
(4923) Sgral
pHis8_L-capsici_sD
5136 bp
— Acul (159%)
(4242) Mlul~
BssSI (1968)
Pdil (2141)
BspQI - Sapl (zz58)

(4060) BStELT
(4039 Apal
{4035) PspOMI

BstZ171 (2374)

{3796) EcoRVY
(3740) Hpal

PpuMI (3136)

(3164) Fspl



pGS-21a::L-capsici_ SD_1002bp (Extended construct) [7165 bp]

(7145) BspDI* - Clal* T7 promoter]
\ |
{7121 .. 7132) SD-Capsici_sxt1002_EcoRI For, | | Xbal (47)
(7101) Sgral \ | [ pNdelan)
k> o (I _|BuHis
\ 2 Mscl (335)
R / BstBI (525)
- ' Swal (555)
4 / g
(saz0) Mlul 4 ¥ Sfil (798)
N &Y. BglIl (208)

A / _AcchbbI (812)
“ _Kpnl (818)
_— Ncol (834)
— EcoRY (344)

SD-Capsici_ext1002_EcoRI Far (854 .. 878)
"EcoRI (554)
. 5D-Capsici_EcoRI For (1051 .. 1076)

“SnaBl (1063)
BsiWI (1164)

SD-Capsici For (1207 ., 1226)

Eco53kI (1344)
I _Sacl (1346)
__Bfual - BspMI (148¢)
_BmgBI (1594}
Nsil (1650}
T 5D-Capsici Rew (1713 .. 1732)
~ HindIII (1868)
. SD-Capsici_HindIII Rev {1850 .. 1874)

! . PaeR71 - PspXI - THI - XhoI (1883}

(6238) BStEII
(6217) Apal \‘

(6213) PspOMI ™ 1ac.operator

T7

(5918) Hpal _

pGS-21a_l-capsici_SD_Ext-1002bp
7185 bp
(5314) PpuMI — —

GizHis
T psil (2415
(4552} BStZ171
Pstl (3189)
(3431) Ahdl Bsal (3385)
pHis8::L-capsici_ SD_1002bp (Extended construct) [6328 bp]
(6133 .. 6157) SD-Capsici_HindIIl Rey PaeR7I - PspXI - Tlil - XhoI (&166)
(6151) HindIII _
(5996 .. 6015) SD-Capsici Rev_ N Psil (370)
(s877) BmgBI By J
(5769) BfuAL -BspMI ~
(5623) Sacl e
(5627) Eco53kl ™
(5480 ., 5509) SD-Capsici For
(5447) BSiWI_ ExHis T7 term{natc:‘"
(5346) SnaBIL _AsiSI (345)

(5334 .. 5353) SD-Capsici_EcoRI Far ki by

(s137) EcORI

(5137 .. 5161) SD-Capsici_ext1002_EcoRI Fnr\ b

i5124) Ncol

thromhin site

(s089) Alel

Btz

(5030) Xbal

T7 promoter

(4364) Bolll

(4943 .. 4954) SD-Capsici_ext1002_EcoRl For /
(4923) Sgral

“RP
pRSELCNEW, TspMI - Xmal (1067)
~Smal (1089)

pET-RP

BspDI - Clal (1250)
- Nrul (1z88)

pHis8_L-capsici_SD_Ext-1002bp ﬂ
6328 bp ||

Acul (1599)

T BssSI (1968)

(4242) Mlul” 2
“Pcil (2141)

(4080) BStEIl _
(4039) Apal ~ ‘\ BspQI - Sapl (zz58)
(4035) PspOMI
BstZ171 (2374)

(3798) EcoRV |
(3740) Hpal

(3164) Fspl PpuMI (3136)
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Anhang

7.3.1.1) Generelle Instruktionen

Fur die heterologen Expressionsversuche wurde E. coli BAP1 genutzt. Der Stamm S. arenicola und
dessen Knockout-Mutanten, sowie das pCC1FOS-basierte Fosmid, welches das putative S. arenicola-
Cluster tragt, stellte uns freundlicherweise Prof. Dr. Bradley Moore vom Scripps Institution of
Oceanography in San Diego zur Verfligung. Dieses Fosmid wurde zur Fermentation mittels
Elektroporation (siehe 7.1 Nr.1.2) in E. coli BAP1 transformiert. Die Knockout-Mutanten entstanden
mit Hilfe der REDIRECT-Technologie.'*? Die Bezeichnung reprasentiert das jeweilig deletierte Gen
aus dem putativen PTM-Cluster, dabei entspricht A2406 einem hypothetischen Protein, A2407 einem
PKS-NRPS-Modul, A2408 einer FAD-abhingigen Oxidoreduktase und A2409 einer Alkohol-
Dehydrogenase. Die Bestellung von Lysobacter capsici DSM 19286 erfolgte bei der DSMZ. E. coli
EPI300 -TR1 (Epicentre) wurde verwendet, um eine pCC1FOS-basierte genomische Bibliothek von
L. capsici zu erzeugen. Die Herstellung der genomischen Bibliothek wurde im Anhang 7.1
beschrieben. Alle Arbeiten mit E. coli wurden auf LB-Agar oder in LB-Flissigmedien (Carl Roth) mit
den entsprechenden Antibiotika zur Selektion durchgefuhrt. Die heterologe Expression in E. coli
BAP1 wurde entweder durch die Zugabe von 1 mM IPTG in das LB-Medium induziert oder mit Hilfe
von Autoinduktionsmedium gestartet: pro 50 mL wurden 46 mL ZY Medium (10 g Trypton, 5 g Hefe-
Extrakt, 925 mL H,O ), 0.5 mg Arginin, 50 pL Magnesiumsulfat-Ldsung (24.65 g MgSO. x 7 H,0,
13.84 g MgSOs x H»0, in 100 mL H20), 1 mL 50 x 5052-Ldsung (250 g Glycerin, 100 g a-Lactose,
25 g Glucose, 730 mL H20) und 2.5 mL 20 x NPS-Lodsung (142 g Na;HPO4, 136 g KH.PO4, 66 g
(NH4)2S0s4, in 900 mL H»0) eingesetzt.

7.3.1.1.1) Isolierung von genomischer DNA

Fur die genomische DNA-Isolierung wurden 0.5 mL Kryokultur (siehe 7.3.1.1.3) beziehungsweise
1x1 cm? Sporen, von einer Agarplatte, in je 25 mL Al-Medium fir S. arenicola und 25 mL TSB-
Medium flr L. capsici inokuliert und fiir drei Tage bei 28 °C und 200 rpm inkubiert. Die
Zusammensetzung der Medien wird fir das A1-Medium unter 7.3.1.4 und fur das TSB-Medium unter
7.3.1.5 beschrieben. Die gDNA-Isolierung erfolgte mit dem Bakterien-DNA-Prédparation-Kit von Jena
Bioscience. Die prazipitierte gDNA wurde in 75 pL Elutionspuffer resuspendiert.

7.3.1.1.2) Isolierung von Fosmiden

Die E. coli-Klone mit den entsprechenden Fosmiden wurden als Einzelkolonie in LB mit
entsprechendem Antibiotika-Zusatz Uber Nacht inkubiert und mit dem peqGOLD Miniplasmid-
Isolations-Kit I (Peglab) folgend der Anweisungen im Hersteller-Protokoll isoliert.
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7.3.1.1.3) Herstellung der Kyro-Stocklésung von S. arenicola und L. capsici

L. capsici wurde als gefriergetrocknete Kultur von der DSMZ erhalten und in 20 mL 1/10 TSB-
Medium gelost. S. arenicola-Sporen wurden in 20 mL Al-Medium resuspendiert. Nach finf Tagen
Inkubation bei 30 °C und 180 rpm wurden 800 pL der Bakteriensuspension mit 800 puL Kryo-Ldsung
(20 g Saccharose, 10 g Glucose, 70 mL rH20) versetzt und bei — 80 °C eingefroren.

7.3.1.1.4) HPLC-MS Analyse

HPLC-MS-Analysen wurden unter Verwendung eines Agilent 1200-Serie HPLC-Systems mit einem
MicroQ-TOF-Time-of-Flight-Massenspektrometer (Bruker Daltonics GmbH) gekoppelt und einer
Apollo-ESI-Quelle durchgefiihrt. Die Steuerung des Systems erfolgte durch die Software Hystar
(Bruker) und die interne Kalibrierung mit Natriumformiat. Die Massengenauigkeit betrug 5 ppm. Die
Interpretation der Ergebnisse entstand mit der Bruker-Datenanalyse-Software (Version 4.0). Die
chromatographische Trennung wurde auf einer Eurospher-11 C-8 HPLC-S&ule (100 x 3 mm, 5 pm
PartikelgroRe) unter Verwendung des folgenden Gradienten mit Wasser (A) und Acetonitril (B) als
Eluenten, beide mit 0.05 % TFA gepuffert, durchgefihrt: Gradient von 0 bis 10 min von 40 % auf 100
% B bei 1 mL/ min, bis 14 min bei 100 % B und ab 14.5 min auf 40 % B bis 18 min, bei einer
erhohten Flussrate von 3 mL/ min.

7.3.1.2) Bioinformatische Daten

Sequenzalignments wurden mit GENEIOUS Pro (Version 8.1.6) erstellt. Die paarweise Nukleotid-
Identitat der PTM-Cluster von Lysobacter enzymogenes C3 und Lysobacter capsici liegt zwischen
72.4 % bei der Sterol-Desaturase (PTM-Hydroxylase auch genannt, grau markiertes Gen) und 87.6 %
bei der FAD-abhangigen Oxidoreduktase (griin markierte Gene). Dabei zeigt der schwarze,
durchgezogene Balken homogene Sequenzbereiche zwischen den beiden Clustern im
Sequenzalignment an (Abbildung 39).

D D —_—_—
D -

—trr e —— ]
—r—1r1r—— i 1+ — 1t 1T T1 1 1 1%
Lysobacter enzymogenes C3 (1)

Lysobacter capsici (2)

Abbildung 39. Nukleotid-ldentitat der PTM-Cluster von Lysobacter enzymogenes C3 (1) und Lysobacter capsici
(2). Der Farbcode entspricht: Grau: Sterol-Desaturase (PTM-Hydroxylase); rot: PKS-NRPS; griun: FAD-
abhdngige Oxidoreduktase; blau: Alkohol-Dehydrogenase. Die Licken in den schwarzen Linien zeigen
Differenzen ab drei Basenpaaren in der Sequenzhomologie an.
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Die paarweise Nukleotid-ldentitdt der PTM-Cluster von Streptomyces sp. Ti6239 und Salinispora
arenicola liegt zwischen 68.3 % bei der FAD-abhangigen Oxidoreduktase bis 72.4 % bei dem PKS-
NRPS-Modul (Abbildung 40).

Salinispora arenicola CNS-205 (1)

Streptomyces sp. T1i6239 (2)

Abbildung 40. Nukleotid-Identitat der PTM-Cluster von Salinispora arenicola CNS-205 (1) und Streptomyces
sp. Tu6239 (2). Der Farbcode entspricht: Rot: PKS-NRPS; grin: FAD-abhangige Oxidoreduktase; blau:
Alkohol-Dehydrogenase. Die Liicken in den schwarzen Linien zeigen Differenzen ab drei Basenpaaren in der
Sequenzhomologie an.

7.3.1.3) Fermentation von E. coli BAP1

Die Fosmide wurden durch Elektroporation (siehe Anhang 7.1 Nr. 1.2) in elektrokompetente E. coli
BAP1-Zellen transformiert. Die Inkubation der Zellen erfolgte im 250 mL Erlenmeyerkolben bis zu
einer ODsoo (optische Dichte bei 600 nm) von 0.4 — 0.8 bei 37 °C und 200 rpm. AnschlieBend wurde
die Temperatur auf 16 °C herabgesetzt und die Zellen fiir weitere 72 h bei 200 rpm geschuttelt. Die
Induktion fand automatisch durch die Anzucht im Autoinduktionsmedium mit 12,5 ug/ mL
Chloramphenicol statt.

7.3.1.4) Fermentation des S. arenicola Wildtyps und von Knock-out-Mutanten

Die Fermentation des E. coli BAP1-Klons mit dem pCC1FOS-basierten-Fosmid von S. arenicola
wurde wie in Punkt 7.3.1.3 beschrieben durchgefiihrt. Der S. arenicola-Wildtyp-Stamm und die
entsprechenden Knock-out-Mutanten wurden in modifiziertem Al-Medium (10 g Kartoffelstéarke, 4 g
Hefeextrakt, 2 g Pepton, 1 g CaCOs, 37.352 g Marine Medium (Zobell), 5 mL Eisensulfat x 7 H,O
(14.63 g/ L), 5 mL Kaliumbromid (20 g/ L), pH 7.2 mit NaOH) bei 28 °C und 250 rpm inkubiert.*
Dem Medium der Knock-out-Mutanten wurde zusatzlich Apramycin (200 pg/ mL) hinzugefiigt. Die
Erstellung einer Vorkultur erfolgte mit S.arenicola-Sporen in 20 mL modifiziertem Al-Medium in
einem 100 mL Erlenmeyerkolben flr drei Tage bei 28 °C und 200 rpm. Im Verhéltnis 1:4 wurde die
Vorkultur zu einer 250 mL Hauptkultur in einem 500 mL Erlenmeyerkolben zugegeben. Nach sieben
Tagen bei 28 °C und 220 rpm endete die Fermentation. Die Aufarbeitung vollzog sich wie unter
7.3.1.6 beschrieben. Analysiert wurden die Extrakte mittels LC-MS.
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7.3.1.5) Fermentation von L. capsici

Die Fermentation des E. coli BAP1-Klons mit dem pCC1FOS-basierten-Fosmid von L. capsici wurde
wie in Punkt 7.3.1.3 beschrieben durchgefiihrt. Die Fermentation des Wildtyps erfolgte in 250 mL
TSB-Medium (17 g Bacto-Trypton, 3 g Bacto-Soyton, 2.5 g Glucose, 5g NaCl, 2.5g K;HPO,,
pH 7.3) in einem 500 mL Erlenmeyerkolben. Das Medium wurde vorab im Verhaltnis 1:10 verdunnt,
da nach Du et al. nur in verdiinntem Medium eine HSAF-Produktion beobachtet werden konnte.®? Die
Fermentation endete nach vier Tage bei 28 °C und 180 rpm. Die Fermentationslésung wurde wie unter
7.3.1.6 beschrieben aufgearbeitet und mittels LC-MS untersucht.

7.3.1.6) Extraktion der Fermentationslosung

Zur Isolierung und physikalisch-chemischer Charakterisierung der Extrakte wurde der pH-Wert der
Hauptkultur auf pH 5 mit 1 N HCI eingestellt und zehn Minuten bei 3800 rpm zentrifugiert. Die
Extraktion des Uberstands erfolgte dreimal mit je 150 mL Ethylacetat. Die vereinigten organischen
Phasen wurden am Rotationsverdampfer eingeengt. Das Pellet wurde in 50 mL einer
Methanol/Aceton-Ldsung geldst und in einem Ultraschallbad fur 15 min mit Ultraschall behandelt.
Die Entfernung der Ldsungsmittel fand mittels Rotationsverdampfer statt. Das Rohprodukt wurde fir
weitere LC-MS-Messungen in 1 mL Methanol gel6st.

7.3.1.7) MS-Spektren

Abgebildet sind die MS-Spektren mit den entsprechenden Retentionszeiten fiir Maltophilin (24) und
HSAF (25), bekannt aus L. enzymongenes C3, aus den Extrakten von L. capsici und E. coli BAP1
PTM-Fosmid L. capsici.
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Abbildung 41. Wildtyp-Extrakt von L. capsici (Maltophilin (24), 511.4 [M+H]").
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Abbildung 42. Wildtyp-Extrakt von L. capsici (HSAF (25), 513.4 [M+H]").
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Abbildung 43. Extrakt von E. coli BAP1 PTM-Fosmid aus L. capsici (HSAF (25), 513.4 [M+H]").
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Abbildung 44. Extrakt von E. coli BAP1 PTM-Fosmid aus L. capsici (Maltophilin (24), 511.4 [M+H]*).
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Im Folgenden sind die MS-Spektren mit der entsprechenden Retentionszeit fir Ikarugamycin (23),
bekannt aus Streptomyces sp. T6239, aus den Extrakten von S. arenicola und E. coli BAP1 PTM-
Fosmid S. arenicola abgebildet. Zusatzlich sind die Ikarugamycin-Intermediate IkaA (475.3 [M+H]")
und IkaAB (477.3 [M+H]") aus den S. arenicola-Knock-out-Mutanten A2408 und A2409 dargestellt.
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Abbildung 45. Wildtyp-Extrakt von S. arenicola (Ikarugamycin (23), 479.4 [M+H]*, 501.3 [M+Na]*).
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Abbildung 46. Extrakt von E. coli BAP1 PTM-Fosmid aus S. arenicola (Ikarugamycin (23), 479.4 [M+H]*,
501.3 [M+Na]").
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Abbildung 47. Extrakt von E. coli BAP pJA-ikaA (IkaA (51), 475.3 [M+H]"); die genaue Struktur ist bislang
unbekannt.

Die Massenspektren der Knock-out-Mutanten von S. arenicola wurden auf einem UltiMate 3000 LC-
System, mit einem LCQ Fleet-lon-Trap Massenspektrometer (Thermo Scientific), wie unter 7.2.3.1.9
vermessen.
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Abbildung 48. Extrakt von der S. arenicola-Knock-out-Mutante A2406 (Ikarugamycin (23), 479.3 [M+H]").
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Abbildung 49. Extrakt von der S. arenicola-Knock-out-Mutante A2408 (IkaA (51), 475.1 [M+H]"); die genaue

Struktur ist bislang unbekannt.
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Abbildung 50. Extrakt von der S. arenicola-Knock-out-Mutante A2409 (IkaAB (52), 477.2 [M+H]").
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7.3.2 Heterologe PTM-Expression in Streptomyceten (vgl. 4.1.3.2)

7.3.2.1) Generelle Instruktionen

7.3.2.2) Bakterienstamme und Kultivierung

7.3.2.3) Klonierung der PTM-Cluster in den pSET152-Vektor

7.3.2.4) Klonierung der ermE-RBS-Sequenz in die pSET152-Konstrukte

7.3.2.5) Horizontale Konjugation in Streptomyceten

7.3.2.6) Liste der verwendeten Primer

7.3.2.7) Vektorkarten

7.3.2.8) Sequenzierungsdaten
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7.3.2.1) Generelle Instruktionen

7.3.2.1.1) Bakterienstdmme und Kultivierung

E. coli DH5a diente als Standard-Klonierungswirt. E. coli ET12567 pUZ8002 wurde zur horizontalen
Konjugation verwendet.!® Streptomyces albus J1074, Streptomyces coelicolor M1146, M1152 und
M1154 wurden zur heterologen Expression genutzt. Die S. coelicolor-Stamme stammen von Prof.
Mervyn Bibb, vom John Innes Centre aus Norwich und S. albus J1074 von JProf. Leo Kaysser der
Universitat Tubingen. Die ermE-RBS-Sequenz leitete sich von pUWL201PW ab. Dieser Vektor
wurde von Herr PD Dr. Wehmeier der Universitat Wuppertal zur Verfligung gestellt. Die beiden
SUMO-Vektoren, welche jeweils ein putatives PTM-Cluster von S. degradans, beziehungsweise
S. spinosa, enthielten, erstellte Christian Greunke (Arbeitskreis T.A.M. Gulder). Der horizontale
Transfer in Streptomyceten erfolgte unter Verwendung des pSET152-Shuttlevektors.1%” Alle Arbeiten
mit E. coli wurden auf LB-Agar oder LB-Flissigmedien (Carl Roth) mit den entsprechenden
Antibiotika zur Selektion durchgefiihrt. Die putativen PTM-Cluster aus S. spinosa und S. degradans
werden im weiteren Verlauf in den Konstrukten nur als S. spinosa beziehungsweise S. degradans
bezeichnet.

7.3.2.1.2) Genomische DNA-Isolierung der Exkonjugate

25 mL 2xYT-Medium mit Apramycin (50 pg/ mL) wurden mit 0.5 mL Kryokultur oder 1x1 cm?
Sporen von einer Agarplatte, nach finf Tagen Inkubation, flr drei Tage bei 28 °C und 200 rpm
inkubiert. Die Isolierung der gDNA fand mit einem Bakterien-DNA-Préparation-Kit von Jena
Bioscience statt. Die prézipitierte gDNA wurde in 75 pL Elutionspuffer resuspendiert.

7.3.2.1.3) Herstellung der Sporenldsung

200 pL Streptomyceten-Kryoldsung wurden auf einer GYM-Platte ausgestrichen und fiir flinf Tage bei
30 °C inkubiert. Die erhaltenen Sporen konnten mit Hilfe eines sterilen Wattestdbchens von der
Agarplatte aufgenommen und in 500 pL 20 %-igem Glycerol gelost werden. Von dieser
Sporensuspension wurden jeweils 10 uL Aliquots bei —80°C eingefroren.

7.3.2.1.4) Chemische Transformation in E. coli DH5a

10 pL Ligationsansatz wurden mit je einem Aliquot kompetenter Zellen (~ 100-200 pL E. coli DH50)
gemischt. Die Losung stand fir 15 Minuten auf Eis und anschliefend fiir anderthalb Minuten bei
42 °C. Daraufhin wurden die Ldsungen erneut fr zwei Minuten auf Eis gestellt. Nach der Zugabe von
900 pL LB-Medium erfolgte eine 35-minutige Inkubation bei 37 °C im Inkubationsschrank. 100 pL
der Bakterienldsung wurden auf einer LB-Agarplatte mit entsprechendem Antibiotikum ausgestrichen.
Vom restlichen Ansatz wurde ein GroBteil des Uberstandes nach zweiminitiger Zentrifugation bei
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9000 rpm verworfen. Das Zellpellet wurde im restlichen Uberstand resuspendiert und ebenfalls
ausplattiert. Die Inkubation der Agarplatten erfolgte bei 37 °C Uber Nacht.

7.3.2.1.5) Herstellung chemokompetenter Bakterien nach Inoue (Inoue et al., 1990)

Eine Bakterienkolonie wurde Uber Nacht bei 18 °C und 180 rpm in 5 mL SOC-Medium (59
Hefeextrakt, 20 g Trypton, 0.6g NaCl, 0.2g KCI, 10 mM MgCl;, 10 mM MgSO,, die
Magnesiumldsungen wurden steril nach dem Autoklavieren zugegeben) inkubiert. Diese Kultur wurde
am néchsten Tag in 250 mL SOC-Medium Uberimpft und bei 37 °C und 200 rpm bis zu einer ODsoo
von 0.6 inkubiert. Die Bakterien wurden zehn Minuten auf Eis gestellt und anschlieRend bei 2500 rpm
und 0 °C fiir zehn Minuten abzentrifugiert. Das Bakterienpellet wurde in 80 mL eiskaltem, sterilen TB
(Transformations-Puffer: 10 mM HEPES, 15 mM CaCl, x 2 H;O, 250 mM KCI, 95 mL H:0,
55 mM MnClI; x 2 H,0, geldst in 5 mL H,O, sterilfiltriert zugeben) luftblasenfrei resuspendiert, erneut
zehn Minuten auf Eis inkubiert und anschlieBend abzentrifugiert. Die Zellen resuspendierten in 20 ml
eiskaltem TB mit 1.5 mL DMSO (Endkonzentration 7 %). Die Lagerung der Bakteriensuspension
erfolgte nach Behandlung mit flissigem Stickstoff in 100 pL Aliquots bei — 80 °C.

7.3.2.1.6) Restriktion und Dephosphorylierung des pSET152-Vektores

Fir die Klonierung der PTM-Cluster in den pSET152-Vektor wurden 2 pg pSET152-Vektor mit
1 pL Enzym (NEB oder JenaBioscience), 2 pL Enzympuffer (NEB oder JenaBioscience) und der
entsprechenden Menge rH,0 fur einen 20 pL Ansatz fiir vier Stunden bei 37 °C inkubiert.
AnschlieBend wurde der Restriktionsansatz mit 1 pL Antarctic Phosphatase und 2 pL Antarctic
Phosphatase Puffer (zehnfach konzentriert, NEB) versetzt und bei 37 °C Uber Nacht inkubiert. Die
Aufreinigung des geschnittenen und dephosphorylierten Vektors erfolgte mit dem PCR-Purification-
Kit von Jena Bioscience.

7.3.2.1.7) Isolierung und Reinigung der Plasmide und PCR-Produkte

Ausgewahlte Bakterienkolonien wurden Gber Nacht in LB-Medium mit entsprechenden Antibiotika
fiir eine anschlieRende Plasmidisolierung, mit dem peqGOLD Miniplasmid Isolation Kit I (Peqglab),
kultiviert. PCR-Produkte wurden entweder mit dem PCR-Purification-Kit (Jena Bioscience GmbH)
isoliert oder nach Agarosegelelektrophorese aus dem Gel ausgeschnittenen und mit dem Agarosegel-
Extraktions-Kit von Peglab (S-Line) gereinigt.

7.3.2.1.8) Agarosegel-Elektrophorese

Die Herstellung der Agarosegele (Agarose-Standard von Roth) erfolgte in 1 %-Konzentration mit
Tris-Acetat-EDTA-(TAE)-Puffer. Als DNA-Leiter wurde die 1 kb Gene Ruler Plus DNA-Leiter von
Thermo Scientific eingesetzt. Zum Anféarben der DNA wurde zum flussigen Agarosegel 0.05 % Stain
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Clear G zugegeben (SERVA Electrophoresis GmbH). Die Elektrophorese vollzog sich bei 115V fur
25 Minuten mit einem Gerat von Biometra (Standard Power Pack P25).

7.3.2.1.9) HPLC-MS-Analytik

HPLC-MS-Analysen wurden mit einem UltiMate 3000 LC System verbunden mit einem LCQ Fleet-
lon-Trap Massenspektrometer (Thermo Scientific) mit Hilfe der Xcalibur-Software aufgenommen.
Die Interpretation der aufgenommen Daten erfolgte unter Verwendung der Thermo Xcalibur Qual
Browser 2.2 SP1.48 Software. Die chromatographische Auftrennung der HPLC-MS entstand auf einer
XBridge (Waters) C-18 HPLC-Saule (30 x 4.6 mm, 3.5 um PartikelgroRe) mit einem Wasser (A) und
Acetonitril (B) Gradient, beide gepuffert mit 0.1 % Ameisensdure: von 0 bis 6 min von 20 % B auf
95 % B, bis 7.5 min bei 95 % B, ab 8 bis 9 min auf 20 % B. Die Flussrate betrug 1.1 mL/ min. UV-
Wellenlangen wurden bei 214 und 280 nm aufgenommen.

7.3.2.1.10) Fermentation und Aufarbeitung

Zur Herstellung einer Vorkultur wurden PCR-validierte Exkonjugate von einer GYM-Agarplatte mit
einem Zahnstocher in 20 mL 2xYT-Medium (16 g Trypton, 10 g Hefeextrakt, 5 g NaCl) tberfiihrt und
fiir drei Tage bei 28 °C und 200 rpm inkubiert. Danach wurde die Vorkultur im Verhéltnis 1:5 in einen
500 mL Erlenmeyerkolben mit 150 mL PTM-Expressionsmedium nach Zhang et al. (25 g Glucose,
7 g Sojamehl (Henschel), 2.5 g Hefeextrakt, 59 (NH4)2SO4, 4 g NaCl, 8 g CaCOs, 0.4 g KH2POy,
pH 7)1 zugegeben. Die Fermentation endete nach sieben Tagen bei 28 °C und 200 rpm. Zur
Isolierung und Charakterisierung der produzierten Metaboliten wurde der Fermentationsansatz bei
5000 rpm fiir zehn Minuten zentrifugiert. Die Extraktion des Uberstandes erfolgte nach Einstellung
des pH-Wertes mit 1N HCI auf pH 5 und anschlieBender dreimaliger Separation der
Fermentationslésung mit Ethylacetat im Scheidetrichter. Die Menge Ethylacetat fiir eine Separation
entsprach einem Drittel des Fermentationsvolumens. Das Pellet wurde parallel in 50 mL
Aceton/Methanol-Ldsung im Verhéltnis 1:1 resuspendiert und fir 15 Minuten ins Ultraschallbad
gestellt. Daran schloss sich eine zehnminl(tige Zentrifugation bei 5000 rpm an. Beide Extrakte wurden
anschlieRend am Rotationsverdampfer vollstdndig getrocknet und in 1 mL Methanol zur LC-MS
Untersuchung gelost.

7.3.2.2) Klonierung der PTM-Cluster aus S. spinosa und S. degradans in pSET152

7.3.2.2.1) Klonierung des PTM-Clusters aus S. spinosa

Als Template wurde ein pET28b-SUMO-Vektor mit S. spinosa PTM-Cluster (erhalten von Christian
Greunke der Arbeitsgruppe von T.A.M Gulder (unverdffentlichte Daten)) verwendet. Mit Hilfe einer
PCR sollten spezifische Uberhinge fir eine Ligation in den pSET152-Vektor, mittels Gibson-
Assembly (NEB), an das PTM-Cluster angefligt werden. Die Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)
wurde mit der Q5-Polymerase und zusatzlichem GC-Enhancer (NEB) durchgefiihrt. Die Bestellung
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der Primer erfolgte bei Sigma Aldrich. Die finale Konzentration der Primer betrug 20 pmol/ L. Von
jedem Primer wurden 0.625 pL in einer 25 UL-PCR eingesetzt. Der PCR-Mix setzte sich wie folgt
zusammen: 0.125 pL Q5-Polymerase (NEB), 5 uL Q5-Reaktionspuffer, 30 ng pET28b-SUMO-Vektor
mit S. spinosa-Cluster, 5 yL GC-Enhancer (NEB), 0.5 pL dNTP Mix (10 mM, NEB), gefillt auf
25 pL mit rH20 (Abbildung 51). Insgesamt wurden 12 Ansdtze mit Primer 1 und 2 hergestellt und den
folgenden PCR-Bedingungen unterzogen (Tabelle 2, siehe Liste der Primer). Das erwartete Fragment
betrug 16102 bp.

Tabelle 2. PCR-Konditionen zur Amplifizierung des S. spinosa-PTM-Clusters mit gleichzeitiger Addition von
Uberhangen fiir das Gibson-Assembly.

Schritt Temperatur [°C] Zeit [sec] Zyklenanzahl
1 98 60
2 98 10
3 65,7 20 x 30
4 72 732
5 72 732
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Abbildung 51. PCR-Gradient zur Generierung eines eingesetzten Fragments fiir die Gibson-Assemblierung des S. spinosa
PTM-Clusters, 1-4 und 6: Temperatur-Gradient 65.7 bis 68.7 °C, 5: 12 x PCR-Reaktionen bei 65.7 °C.

Nach der Gelextraktion (pEQLab-Kit) des PCR-Produktes wurde dieses mit Xbal und Spel
linearisierten, dephosphorylierten pSET152-Vektor und dem Gibson-Assembly-Enzym-Mix flr eine
Stunde bei 50 °C im PCR-Cycler inkubiert. Anschlieend folgte die Transformation in E. coli DH5a.

Kolonie-PCR zur Kontrolle des pSET152-S .spinosa Konstruktes

Die Kontrolle der erhaltenen Klone erfolgte durch eine Kolonie-PCR mit Tag-Polymerase. Dabei
wurden 36 Klone einzeln mit einem Zahnstocher in 10 pL rH,O (berfihrt und 5 pL davon fur die
PCR eingesetzt. Die restliche Losung diente zum Anlegen einer 5 mL-Kultur. Der 25 puL PCR-Mix
bestand aus 0.125 pL Tag-Polymerase (Jena Bioscience), 2.5 pL Taqg-Puffer, 5 pL
Bakteriensuspension, 0.25 pL dNTPs (10 mM, Jena Bioscience), 17.875 pL rH20 und 1 pL DMSO
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(Roth). Als Positivkontrolle wurde 1 pL des Ligationsansatzes mit 4 upL rH,O statt der
Bakterienldsung eingesetzt. Fir die PCR wurden die Primer 3 und 4 verwendet (Tabelle 3, siehe Liste
der Primer). Das erwartetes Fragment: betrug 439 bp (Abbildung 52).

Tabelle 3. PCR-Konditionen der Kolonie-PCR fiir E. coli DH5a pSET152-S. spinosa

Schritt Temperatur [°C] Zeit [sec] Zyklenanzahl
1 95 300
2 95 45
3 49,1 30 X 30
4 72 40
5 72 300
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Abbildung 52. Kolonie-PCR von E. coli DH5a pSET152-S. spinosa, 1-37: untersuchte Klone, 38: Positiv-
Kontrolle.

Der positive Klon 17 wurde in 5 mL LB-Medium mit Apramycin (50 ng/ pL) bei 37 °C und 200 rpm
uber Nacht inkubiert. Zur Kontrolle des isolierten Plasmids erfolgte eine Restriktion mit 250 ng
Plasmid, 1 pL Xhol und 2 pL Cutsmart (NEB). Der Ansatz wurde auf 20 pL mit rH»0 aufgefillt und
fir zwei Stunden bei 37 °C inkubiert. Nach der Aufarbeitung der Probe konnte ein korrektes
dreibandiges Schnittmuster (10824, 6062, 4789 bp) erhalten werden (Abbildung 53).
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Abbildung 53. Restriktionsverdau des positiven pSET152-S.spinosa Klons 17. 1: 1kb plus DNA-Leiter; 2:
Restriktion von pSET152-S. spinosa mit Xhol.

7.3.2.2.2) Klonierung des PTM-Clusters aus S. degradans

Der E. coli DHS50 pET28b-SUMO-Vektor mit dem S. degradans PTM-Cluster wurde von Christian
Greunke der Arbeitsgruppe von T.A.M. Gulder zur Verfigung gestellt (unveroffentlichte Daten).
Durch Anzucht des Klons in LB-Medium bei 37 °C und 200 rpm (Kanamycin 50 ng/ pL) und
anschlielender Plasmidisolierung (pEQIab-Kit) konnte der entsprechende Vektor mit BamHI und Notl
verdaut werden. Fur einen 20 pL Restriktionsansatz vom pSET152-Vektor wurden 2 pg Vektor mit
1L BamHI und 1 pL Notl in 3.1 Puffer (zehnfach konzentriert, NEB) fur vier Stunden bei 37 °C
inkubiert. Vom pET28b-SUMO-S .degradans-Vektor wurden 8 pg mit je 2.5 pL je Enzym (Notl und
BamHI) und 4 uL 3.1-Enzympuffer fir die Restriktion eingesetzt. Der Ansatz wurde mit rH,0O auf
40 pL aufgefillt und fur vier Stunden bei 37 °C inkubiert. Anschlieend wurde der Restriktionsansatz
des pSET152-Vektors dephosphoryliert (siehe 7.3.2.1.6). Die Reinigung des linearisierten,
dephosphorylierten Vektors und dem ausgeschnittenen PTM-Cluster erfolgten mit dem PCR-
Purification-Kit (Jena Bioscience). Im Verhaltnis 1:1 wurde das Insert und der Vektor gemischt und
mit 1 uL T4-Ligase (Jena Bioscience) und entsprechender Menge Ligasepuffer (zehnfach konzentriert,
Jena Bioscience) bei 16 °C (ber Nacht inkubiert. 10 uL des Ligationsansatzes wurden fir die
chemische Transformation in E.coli DHSo eingesetzt (Durchfihrung siehe 7.3.2.1.4). Die
Bakteriensuspension wurde auf LB-Agar mit Apramycin (50 pug/ mL) ausplattiert und tber Nacht bei
37 °C inkubiert. Zur Kontrolle der erhaltenen Klone erfolgte eine Kolonie-PCR mit Tag-Polymerase.
Dabei wurden 50 Klone mit Zahnstochern einzeln in 10 pL rH20 Gberfihrt und 5 pL davon fur die
PCR eingesetzt. Die restliche Losung diente zum Anlegen einer 5 mL-Kultur. Der 25 pL PCR-Mix
bestand aus 0.125 pL Tag-Polymerase (Jena Bioscience), 2.5 pL Tag-Puffer, 5 pL
Bakteriensuspension, 0.25 uL dNTPs (10 mM, Jena Bioscience), 17.875 pL rH,O und 1 pL DMSO
(Roth). Als Positivkontrolle wurde 1 pL Ligationsansatz mit 4 pL rH>O statt der Bakterienldsung
eingesetzt. Fur die PCR wurden die Primer 5 und 6 verwendet (Tabelle 4, siehe Liste der Primer). Das
erwartete Fragment betrug 665 bp (Abbildung 54).
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Tabelle 4. Konditionen der Kolonie-PCR fir E. coli DH50 pSET152-S. degradans

Schritt Temperatur [°C] Zeit [sec] Zyklenanzahl
1 95 300
2 95 45
3 47,1 30 X 34
4 72 45
5 72 300
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Abbildung 54. Kolonie-PCR von E. coli DH5a pSET152-S. degradans, 1-15: untersuchte Klone, 16: Positiv-
Kontrolle.

Der positive Klon 8 wurde in 5 mL LB-Medium mit Apramycin (50 pg/ mL) bei 37 °C und 200 rpm
Uber Nacht inkubiert. Zur Kontrolle des isolierten Plasmids erfolgte eine Restriktion mit 250 ng
Plasmid, 1 uL Xhol und 2 pL Cutsmart (NEB). Der Ansatz wurde mit rH.O auf 20 pL aufgefullt und

fiir zwei Stunden bei 37 °C inkubiert. Das dargestellte Agarosegel zeigt die erwarteten Fragmente:
9879, 4509, 3677 bp (Abbildung 55).
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Abbildung 55. Agarosegel der Restriktion von pSET152-S. degradans. 1: 1kb plus DNA-Leiter; 2: Restriktion
von pSET152-S. degradans mit Xhol.
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7.3.2.3) Klonierung der ermE-RBS-Sequenz in die pSET152-Konstrukte

Zur gesteigerten heterologen Expression der PTM’s im Streptomyceten wurde der starke, konsekutiv
funktionierende ermE-Promotor!® zusammen mit einer ribosomalen Bindungsstelle (RBS) in die
pPSET152-S. degradans/S. spinosa-Vektoren vor die PTM-Gene kloniert. Die ermE-RBS-Sequenz aus
dem pUWL201PW-Vektor erhielt mittels PCR die entsprechenden Gibson-Assembly-Uberhange.
Parallel erfolgte eine Restriktion von 8 pg pSET152-S. spinosa mit 1 pL EcoRV und 2 pL EcoRV-
Enzympuffer (Jena Bioscience), aufgefillt auf 20 pL rH2O fir vier Stunden bei 37 °C. Ebenso wurden
8 g pSET152-S. degradans mit BamHI verdaut. Daran schloss sich eine Dephosphorylierung der
linearisierten Vektoren an (siehe 7.3.2.1.6). Die entsprechenden ermE-RBS-Amplikons wurden mit
den préparierten Vektoren im Verhaltnis 5:1 in ein PCR-Tube pipettiert. Die Ligation erfolgte durch
Zugabe des Gibson-Assembly-Enzym-Mixes (NEB) innerhalb einer Stunde bei 50 °C. Der
Ligationsmix wurde anschliefend in E. coli DH5a transformiert und die Klone mittels Kolonie-PCR
untersucht.

7.3.2.3.1) Klonierung der ermE-RBS-Sequenz in die pSET152-S. spinosa

Fir die Amplifizierung der ermE-RBS-Sequenz wurden 30 ng pUWL201PW-Vektor, 5 yL Q5-
Reaktionspuffer, 0.5 pL dNTPs (10 mM, NEB), 0.625 uL je Primer (20 pmol/ pL), 0.125 pL Q5-
Polymerase eingesetzt und mit rH,O auf 25 pL aufgefiillt (Abbildung 56). Insgesamt wurden zwolf
Reaktionen mit Primer 7 und 8 unter folgenden Bedingungen angesetzt (Tabelle 5, siehe Liste der
Primer). Das erwartete Fragment betrug 500 bp.

Tabelle 5. PCR fiir die Amplifizierung der ermE-RBS-Sequenz mit Gibson-Uberhangen.

Schritt Temperatur [°C] Zeit [sec] Zyklenanzahl
1 98 60
2 98 10
3 67,4 20 X 30
4 72 30
5 72 120
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Abbildung 56. Amplifizierung der ermE-RBS-Sequenz mit Uberhingen fiir die Gibson Assemblierung in
pSET152-S. spinosa. 1: 1kb plus DNA-Leiter; 2: ermE-RBS—PCR-Produkt mit Uberhéangen.

Nach der Gelextraktion (pegLab-Kit) des PCR-Produktes wurde dieses mit dem EcoRV linearisierten,
dephosphorylierten pSET152-S. spinosa-Vektor und dem Gibson-Assembly-Enzym-Mix fur eine
Stunde bei 50 °C im PCR-Cycler inkubiert. AnschlieRend folgte die Transformation in E. coli DH5a.
Zur Kontrolle der erhaltenen Klone wurde eine Kolonie-PCR mit Tag-Polymerase durchgefiihrt. Dabei
wurden 18 Klone mit Zahnstochern einzeln in 10 pyL rH,O uberfihrt und 5 pL davon fir die PCR
eingesetzt. Die restliche Losung diente zum Anlegen einer 5 mL-Kultur. Der 25 pL PCR-Mix bestand
aus 0.125 pL Tag-Polymerase (Jena Bioscience), 2.5 yL Taq-Puffer, 5 pL Bakteriensuspension,
0.25 pL dNTPs (10 mM, Jena Bioscience), 17.875 pL rH2O und 1 pyL DMSO (Roth). Als Positiv-
Kontrolle wurde 1 uL Ligationsansatz mit 4 uL rH.O statt der Bakterienlésung eingesetzt. Fir die
PCR wurden die Primer 3 und 11 verwendet (Tabelle 6, siehe Liste der Primer). Das erwartete
Fragment betrug 438 bp (Abbildung 57).

Tabelle 6. Konditionen der Kolonie-PCR fir E. coli DH5a pSET152-ermE-RBS-S. spinosa.

Schritt Temperatur [°C] Zeit [sec] Zyklenanzahl
1 95 300
2 95 45
3 47,1 30 X 34
4 72 45
5 72 300
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Abbildung 57. Kolonie-PCR fiir E. coli DH50 pSET152-ermE-RBS-S. spinosa, 1-18: untersuchte Klone, 19:
Positivkontrolle.

Vier der positiven Klone wurden in 5 mL LB-Medium mit Apramycin (50 pg/ mL) bei 37 °C und
200 rpm Uber Nacht inkubiert. AnschlieRend erfolgte eine Plasmid-Isolierung (pegLab-Kit) mit einem
Kontrollverdau des Plasmids. Durch den Vergleich des verdauten pSET152-S.spinosa-Vektors ohne
ermE-RBS-Sequenz und dem Vektor mit dieser Sequenz konnten die Plasmide verifiziert werden
(Tabelle 7, Abbildung 58).

Tabelle 7. Erwartete Fragmente des Restriktionsverdaus von pSET152-ermE-RBS-S. spinosa.

pSET152-ermE-RBS-S.spinosa EcoRl  pSET152-S.spinosa EcoRl

8632 8632
7932 7932
2911 2911
1381 1381
1323 880
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Abbildung 58. Restriktionsverdau von pSET152-ermE-RBS-S. spinosa (2-4); Restriktionsverdau pSET152-S.
spinosa (1) mit EcoRl.

Die Abwesenheit des Fragmentes bei 880 bp in den Restriktionsproben der neuen Konstrukte zeigt,
dass im Gegensatz zum pSET152-S. spinosa-Konstrukt (1), die ermE-RBS-Sequenz (2-5) vorhanden
ist (Abbildung 58).

7.3.2.3.2) Klonierung der ermE-RBS-Sequenz in pSET152-S. degradans

Die Amplifizierung der ermE-RBS-Sequenz mit den Gibson-Uberhangen fiir die Klonierung in den
pSET152-S. degradans-Vektor wurde mit der Q5-Polymerase durchgefiihrt. Die PCR bestand aus
30 ng pUWL201PW-Vektor, 5 pL Q5-Reaktionspuffer, 0.5 pl dNTPs (10 mM, NEB), 0.625 L je
Primer (20 pmol/ pL) und 0.125 pL Q5-Polymerase. Der Ansatz wurde mit rH,O auf 25 pL aufgefillt
(Abbildung 59). Insgesamt wurden zwdlf Reaktionen mit Primer 9 und 10 angesetzt (Tabelle 8, siehe
Liste der Primer). Das erwartete Fragment betrug 503 bp.

Tabelle 8. PCR fiir die Amplifizierung der ermE-RBS-Sequenz mit Gibson-Uberhéngen.

Schritt Temperatur [°C] Zeit [sec] Zyklenanzahl
1 98 60
2 98 10
3 65 20 X 30
4 72 30
5 72 120
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Abbildung 59. Amplifizierung der ermE-RBS-Sequenz mit Uberhangen fiir die Gibson Assemblierung in pSET152-S.

degradans. 1: 1kb plus DNA-Leiter; 2: ermE-RBS —PCR-Produkt mit Uberhangen.

Nach der Gelextraktion (pegLab-Kit) des PCR-Produktes wurde dieses mit dem BamHI linearisierten,
dephosphorylierten pSET152-S. degradans-Vektor und dem Gibson-Assembly-Enzym-Mix fir eine
Stunde bei 50 °C im PCR-Cycler inkubiert. Anschlielend folgte die Transformation in E. coli DH5a.
Zur Kontrolle der erhaltenen Klone wurde eine Kolonie-PCR mit der Tag-Polymerase durchgefiihrt.
12 Klone wurden mit Zahnstochern einzeln in 10 pL rH-O Gberfiihrt und 5 pL davon fur die PCR
eingesetzt. Die restliche Bakteriensuspension diente zum Anlegen einer 5 mL-Kultur. Der 25 pL PCR-
Mix bestand aus 0.125 pL Tag-Polymerase (Jena Bioscience), 2.5 uL Taqg-Puffer, 5 pL
Bakteriensuspension, 0.25 pL dNTPs (10 mM, Jena Bioscience), 17.875 pL rH.O und 1 pL DMSO
(Roth). Als Positivkontrolle wurde 1 uL Ligationsansatz mit 4 puL rH.O statt der Bakterienldsung
eingesetzt. Fur die PCR wurden die Primer 5 und 11 verwendet (Tabelle 9, siehe Liste der Primer).
Das erwartete Fragment betrug 454 bp (Abbildung 60).

Tabelle 9. Konditionen der Kolonie-PCR fir E. coli DH5a pSET152-ermE-RBS-S. degradans

Schritt Temperatur [°C] Zeit [sec] Zyklenanzahl
1 95 300
2 95 45
3 49,1 30 X 34
4 72 45
5 72 300
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Abbildung 60. Kolonie-PCR fiir die Kontrolle von E. coli DHa pSET152-ermE-RBS-S. degradans, 1-12:
untersuchte Klone, 13: Positivkontrolle.

Vier der positiven Klone wurden in 5 mL LB-Medium (50 pg/ mL) bei 37 °C und 200 rpm tber Nacht
inkubiert. Die Verifizierung der Plasmide erfolgte nach Isolierung mittels Restriktion unter Vergleich
des Konstruktes ohne ermE-RBS-Sequenz. Der Restriktionsansatz bestand aus 250 ng Plasmid, 1 pL
Hindlll (NEB) mit 2 pL 3.1 Puffer (NEB) und wurde auf 20 pL rH>O aufgeftllt. Nach zweistiindiger
Inkubation bei 37 °C wurden die Proben auf einem 1 % Agarosegel aufgetragen (Tabelle 10,
Abbildung 61).

Tabelle 10. Erwartete Fragmente aus dem Restriktionsverdau von pSET152-ermE-RBS-S. degradans.

pPSET152-ermE-RBS-S.degradans pSET152-S.degradans

7890 7890
4206 4206
1843 1646
1219 1219
1140 1140
969 969
723 723
300 300
124
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Abbildung 61. Restriktion von pSET152-ermE-RBS-S. degradans (2-5) und pSET152-S. degradans (1) mit
HindllI.

Der Fragmentshift von 1646 bp (1) zu 1843 bp (2-5) zeigt die Insertion der ermE-RBS-Sequenz im
pSET152-ermE-RBS-S. degradans Konstrukt (Abbildung 61). Die pSET152-ermE-Konstrukte
wurden bei GATC endsequenziert, um den Einbau der ermE-RBS-Sequenz zu bestétigen.

PCR-Validierung der Exkonjugate

Zur Kontrolle der Exkonjugate, auf Insertion der Vektoren, wurde die gDNA der Exkonjugate isoliert
und mittels PCR untersucht. Der 25 pL-PCR-Mix bestand aus 0.125 pL Tag-Polymerase (Jena
Bioscience), 2.5 pL Tag-Puffer, 2 puL der gDNA (@ 200 ng/ pL), 0.25 pL dNTPs (10 mM, NEB),
18.875 uL rH,O und 1 uL DMSO (Roth). Fir die PCR-Validierung der Exkonjugate von S. albus und
S. coelicolor M1152 pSET152-ermE-RBS-S. spinosa wurde Primer 3 und 12 verwendet (Tm=
49.1 °C). Das erwartete Fragment betrug 858 bp. Als Positivprobe wurde 0.5 pL pSET152-ermE-
RBS-S. spinosa genutzt (Tabelle 11, Abbildung 62).

Tabelle 11. Konditionen der PCR zur Kontrolle der S. albus/S. coelicolor pSET152-ermE-RBS-S. spinosa/-S.
degradans-Exkonjugate.

Schritt Temperatur [°C] Zeit [sec] Zyklenanzahl
1 95 120
2 95 45
3 AT: 49/5 30 X 34
4 72 60
5 72 300
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Abbildung 62. Agarosegelbild der PCR-Validierung der Exkonjugate pSET152-ermE-RBS-S. spinosa (ermE-
RBS-S. spinosa entspricht EBSS): 1: S. coelicolor M1152-EBSS; 2: S. albus-EBSS; 3: Positivkontrolle.

Fur die PCR-Validierung der Exkonjugate S. albus und S. ceolicolor M1152 pSET152-ermE-RBS-
S. degradans wurden Primer 5 und 6 verwendet (Tm= 47.1 °C). Das erwartete Fragment betrug 665
bp. Als Positivprobe wurde 0.5 uL pSET152-ermE-RBS-S. degradans genutzt (Tabelle 11, Abbildung
63).
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Abbildung 63. Agarosegelbild der PCR-Validierung der Exkonjugate pSET152-ermE-RBS-S. degradans
(ermE-RBS-S. degradans entspricht EBSD): 1. S.coelicolor M1152-EBSD; 2: S. albus-EBSD; 3:
Positivkontrolle.
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7.3.2.4) Horizontale Konjugation in Streptomyceten

E. coli ET12567 pUZ8002 besitzt die Fahigkeit einen Pilus aufzubauen. Dieser dient als Briicke fur
Shuttlevektoren und bringt somit genetische Informationen in Streptomyceten ein. Als Shuttlevektor
wurde pSET152 verwendet, welcher unter anderem auch ein Int-Gen, einen oriT und eine Apramycin-
Resistenz besitzt. Zu Beginn erfolgte die Transformation der pSET152-Konstrukte in E. coli ET12567
pUZ8002 mittels Elektroporation (Durchfiihrung siehe Anhang 7.1 Nr 1.2). Die Klone wurden tber
Nacht in 5 mL LB-Medium mit Chloramphenicol (25 pg/ mL), Ampicillin (100 pg/ mL) und
Apramycin (50 pg/ mL) bei 37 °C und 200 rpm inkubiert. AnschlieRend wurde die Bakterienlésung in
frisches LB-Medium mit Antibiotika im Verhaltnis 1 zu 10 Uberimpft und bis zu einer ODgoo Von 0.4 —
0.6 bei 37 °C und 200 rpm inkubiert. Die ET12567-Klone wurden zweimal durch Zentrifugation bei
4°C fir funf Minuten bei 5000 rpm mit 10 mL LB ohne Antibiotika gewaschen und schlieBlich in
500 uL LB resuspendiert. Parallel wurden fir die Konjugation 10 uL der S. coelicolor/S. albus-
Sporen-Lésung (gelagert in 20 %-igem Glycerol) in 500 pL 2xYT-Medium auf 50 °C fur 15 Minuten
erhitzt und danach bei 37 °C gelagert. Die aktivierten Sporen wurden mit den gewaschenen E. coli-
Klonen gemischt und kurz zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Sporen/Bakterien-
Pellet auf MS-Agar (20 g Agar, 20 g Mannitol, 20 g Sojamehl (Hensel, Magstadt), 0.95 g MgCl,, pH
7.2) ausplattiert. Nach 20 Stunden bei 30 °C wurde die Agarplatte mit 1 mL rH,O mit 1.25 mg
Apramycin und 0.5 mg Nalidixinsdure uberschichtet und weiterhin bei 30 °C inkubiert. Nach drei
Tagen konnten weiRe Kolonien, die sogenannten Exkonjugate, auf GYM-Agarplatten (4 g Glucose,
4 g Hefeextrakt, 10 g Malzextrakt, 12 g Agar, 2 g CaCOs, pH 7.2 mit KOH) versetzt mit Apramycin
(50 pg/ mL) mit Zahnstochern Ubertragen werden. Nach weiteren funf Tagen wurden die gebildeten
Sporen in flussiges 2xYT-Medium tberfuhrt und drei Tage bei 28 °C und 200 rpm fir eine Vorkultur
inkubiert (Abbildung 64). Anschlielend erfolgte eine Fermentation mit daraus folgender Aufarbeitung
wie unter 7.3.2.1.10 beschrieben.

z.B. Streptomyces coelicolor

Pilus

S-S s
z.B. Streptomycessp. Tu6329 Shuttlevektor pSET152 mit E. coliET12567 pUZ8002
PTM-Cluster mit Shuttlevektor l/

Exkonjugat S. coelicolor mit
PTM-Cluster aus S. sp. T6239

Abbildung 64. Schematische Darstellung von der Herstellung von Exkonjugaten mittels horizontaler
Konjugation.
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7.3.2.5) LC-MS Ergebnisse der heterologen Expression im Streptomyceten

Die LC-MS-Ergebnisse zeigten bei den neuen Konstrukte S. albus pSET152-ermE-RBS-S. degradans
und pSET152-ermE-RBS-S. spinosa neue UV-Signale im Bereich von 5-7 Minuten im Vergleich zu
den Streptomyceten-Extrakten ohne Vektor. Um genauere Aussagen zur Struktur der gebildeten
Metaboliten machen zu koénnen, missten diese aus Expressionsversuchen im gréfleren Malistab,
isoliert werden. Jedoch lieR sich keine Masse in den Exkonjugat-Extrakten detektieren, die auf ein
potentielles PTM hindeutet (Abbildung 65). Bei den S. coelicolor-Exkonjugaten konnten keine neuen
UV-Signale detektiert werden (Ergebnisse nicht dargestellt).
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Abbildung 65. LC-MS-Chromatogramm von a.) S. albus-Extrakt; b.) S. albus pSET152-ermE-RBS-S. spinosa-
Extrakt; c.) S. albus pSET152-ermE-RBS-S. degradans-Extrakt; rote Linie: UV-Spur. Die gestrichelten Linien
zeigen den Bereich an, indem neue UV-Signale im Vergleich zur Kontrollprobe S. albus erscheinen.
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7.3.2.6) Primer-Liste

Nr. Primer-Name Sequenz Kommentar Annealing-
Temperatur
Tm[°C]
1 S.spinosa- gaattcgatatcgcgcgcATGCGCATTTGGCTGG _ Primer fur 65.7
pSET152_ Fwd TAAC Gibson-assembly
S.spinosa in
2 S.spinosa- tgcaggtcgactctagaggatcCTGCCGGTCATGTG PETLS2
3 M13_Fwd (GATC) TGTAAAACGACGGCCAGT Screfening-Primer 49.1
Ur Insert-
4 Screening- TACACCGGCAACTACGAC Kontrolle
S.spinosa_Rev S.spinosa-Cluster
5 M13_Rev (GATC) CAGGAAACAGCTATGACC Screfening-Primer 47.1
Ur Insert-
6 | Screening_FAD_S. GAAGAACAGGTGAGTCGC Kontrolle
degradans_Fwd S.degradans-
Cluster
7 pSET152-ermE- | aatgcgcatgcgcgecgataTCTCCTCTTTAATGTT | Primer fir 67.4
RBS- Gibson-Assembly
S.spinosa_Fwd | AAACAAAATTATTTCTAGACGATC errf)gi'%%z_'n
S.spinosa
8 pSETéEéZS-ermE- catgattacgaattcgatGCCGTACGTCATCCCGG
S.spinosa Rev | T
9 PSET152-ermE- | tgcaggtcgactctagaggatCCGTACGTCATCCC _ Primer fir 65
RBS- Gibson-Assembly
S.degradans Fwd | GGTG erme-RBS in
pSET152-
S.degradans
10 pSETé%ZS-ermE- ggagttaaggtatccacgTATGTAATTTCTCCTCT
S.degradans_Rev | TTAATGTTAAACAAAATTATTTCTAG
11 ermE_Rev TCCTACCAACCGGCACGATT Screening-Primer 59
auf ermE-RBS-
Insert
12 Screening-FADII- | AGGAAAAGCGCGAAGTACC Screening-Primer 56
S.spinosa_Rev fir Insert-
Kontrolle
S.spinosa-Cluster
13 Screening- TAATGTGAGTTAGCTCACTC Screening-Primer 48

pSET152_Rev

flr Insert-
Kontrolle der

pSET152-

Konstrukte

GroR geschriebene Nukleotide bei den Gibson-Assembly-Primern entsprechen dem Templat.
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7.3.2.7) Vektorkarten
Vektorkarte pSET152-ermE-RBS-S. degradans

CAP binding site

pSET152-ErmE-RBS-SD 3
18,542 bp

e
TIQWE L

phage @C31 integrase

RRS

Vektorkarte pSET152-ermE-RBS- S. spinosa

phage @C31 integrase

PSET152_Spinosa-Cluster_ermE+RBS_EcoRV
22,183 bp
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Vektorkarte von pUWL201PW

pUWL201PW

6512 bp

Vektorkarte von pET28b-SUMO-S. spinosa

T7 terminator’

n=>
| f1 ori
6xHis
|
pRSET-RPneW o,,) 9

PET-RP

T7 promoter
6xHis
SUMO_Spinosa_Cluster thrombinisite
21,683 bp

Cytochrome P450
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Vektorkarte von pET28b-SUMO-S. degradans

(17,807) NotI T7 terminator

> N
| f1 orj .
6xHis R

| &

Q@SET_ RPneW

T7 promoter
6xHis
thrombin site

BamHI (5422)

Sterol desaturase’

SUMO_S-degradans_Cluster_full
17,977 bp

7.3.2.8) Sequenz- und Sequenzierungsdaten

Sequenzdaten vom ermE-RBS-Bereich aus pUWL201PW

ftart (0)

fnd (442)

100! 200" 300! 400"
| < ermE |

RBS

PUWL201PW (4999 .. 5440) ermE mit RBS
442 bp

GCCGTACGTCATCCCGGTGACGTACGGCGGGGGTCGGTGACGTACGCGGCGACGGCGGCCGGGGTCGAAGCCGCGGGAGTAAT

CCTGGGATTACTCGCCCGGGGTCGGCCCCGCCGGCACTTCGTGCAGGCGGTACCAGCCCGACCCGAGCACGCGCCGGCALGLL

TGGTCGATGTCGGACCGGAGTTCGAGGTACGCGGCTTGCAGGTCCAGGAAGGGGACGTCCATGCGAGTGTCCGTTCGAGTGGC

GGCTTGCGCCCGATGCTAGTCGCGGTTGATCGGCGATCGCAGGTGCACGCGGTCGATCTTGACGGCTGGCGAGAGGTGCGGGG
AGGATCTGACCGACGCGGTCCACACGTGGCACCGCGATGCTGTTGTGGGCACAATCGTGCCGGTTGGTAGGATCGATCCACTA

GTTCTAGAAATAATTTTGTTTAACATTAAAGAGGAGA
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Endsequenzierung pSET152-ermE-RBS-S. degradans

Mit Primer 3.

TCTAGAGGATCCGTACGTCATCCCGGTGACGTACGGCGGGGGTCGGTGACGTACGCGGCGACGGCGGCCGGGGTCGAAGCCGC
GGGAGTAATCCTGGGATTACTCGCCCGGGGTCGGCCCCGCCGGCACTTCGTGCAGGCGGTACCAGCCCGACCCGAGCACGLGL
CGGCACGCCTGGTCGATGTCGGACCGGAGTTCGAGGTACGCGGCTTGCAGGTCCAGGAAGGGGACGTCCATGCGAGTGTCCGT
TCGAGTGGCGGCTTGCGCCCGATGCTAGTCGCGGTTGATCGGCGATCGCAGGTGCACGCGGTCGATCTTGACGGCTGGCGAGA
GGTGCGGGGAGGATCTGACCGACGCGGTCCACACGTGGCACCGCGATGCTGTTGTGGGCACAATCGTGCCGGTTGGTAGGATC
GATCCACTAGTTCTAGAAATAATTTTGTTTAACATTAAAGAGGAGAAATTACATACGTGGATACCTTAACTCCCTCAGATACG
CTCGATTCAGGAATAGCTCAAGAACCAACTCCCCCGCAAACAAAAAACACCAAGACGTTTAGCTTTGCCACTTTGCTACGCCA
CCTTTGTTACCCGCTACTTATGCTGGCCGTGTGCTTAACGTTATTTATTGGCTTTACGTTTGATATCGATTTTGGCTTGTGCA
ACATGGTGTTTCTGGTAGGCACTATTGCCTACTTAGCGCTGTGCGAGCGGTTAATCCCCTATAAAAAGCAATGGCACCCAACT
GCTAAAGAGTGGGGCCGAGACGCTATTTATTTAATTCTCACTATGATGGGTGGTGCCTCTGCGGTAGCAGTGGTTTTTGCAAT
AGCAGCTGTAGTATCGCCAAAGGAATCTACTTTAGGACTATGGGGTAG

Endsequenzierung pSET152-ermE-RBS-S. spinosa

Mit Primer 13.

ACTTTATGCTTCCGGCTCGTATGTTGTGTGGAATTGTGAGCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGCTATGACATGATTACG
AATTCGATGCCGTACGTCATCCCGGTGACGTACGGCGGGGGTCGGTGACGTACGCGGCGACGGCGGCCGGGGTCGAAGCCGCG
GGAGTAATCCTGGGATTACTCGCCCGGGGTCGGCCCCGCCGGCACTTCGTGCAGGCGGTACCAGCCCGACCCGAGCACGLGLC
GGCACGCCTGGTCGATGTCGGACCGGAGTTCGAGGTACGCGGCTTGCAGGTCCAGGAAGGGGACGTCCATGCGAGTGTCCGTT
CGAGTGGCGGCTTGCGCCCGATGCTAGTCGCGGTTGATCGGCGATCGCAGGTGCACGCGGTCGATCTTGACGGCTGGCGAGAG
GTGCGGGGAGGATCTGACCGACGCGGTCCACACGTGGCACCGCGATGCTGTTGTGGGCACAATCGTGCCGGTTGGTAGGATCG
ATCCACTAGTTCTAGAAATAATTTTGTTTAACATTAAAGAGGAGATATCGCGCGCATGCGCATTTGGCTGGTAACCGGCGCGT
CGCGCGGGTTGGGGTCGGCGCTCGTTCACGCGGTGCTGGCGGGAGGGGACGCGGTGGTAGCCACAGCCCGAGTTCCCGAGCAC
ATCGCCGCTACCTCGCCGGGAAATGAGCAGCGGCTGCTCAGGTGCCGTCTTGACGTCACCGATCCGGACACCGTGCGGACGGC
GGTTGCGGC
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7.4 Kopie von Publikation 3 mit Supporting Information (vgl. 4.2.1)

Der folgende Publikationsentwurf wird in Kiirze eingereicht:

J. Antosch, J. Wiese, J. F. Imhoff, H.-P. Fiedler, T. A. M. Gulder, Structure and biological activity of
cycloheptamycin. Geplant fir Org. Biomol. Chem.
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7.4.1 Unveroffentlichte Ergebnisse zur ldentifizierung von Cyclopheptamycin-
Derivaten aus Streptomyces sp. Ti6314

7.4.1.1) Generelle Instruktionen
7.4.1.2) Tabelle der MS/MS-Fragmente
7.4.1.3) 'H-NMR-Spektren

7.4.1.4) Putatives PTM-Cluster aus Streptomyces sp. Tti6314
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7.4.1.1) Generelle Instruktionen

7.4.1.1.1) Fermentation der Cycloheptamycin-Derivate

Streptomyces sp. Tu6314 wurde uns von Herrn Prof. Dr. Hans-Peter Fiedler (Universitat Tbingen)

exklusiv fiir diese Arbeiten zur Verfiigung gestellt.

7.4.1.1.2) NMR-Analytik

Fir die Aufnahme der *H-Spektren wurde das NMR Avance DM X400 (400MHz) der Firma Bruker
genutzt. Geldst wurden die Proben in deuteriertem Methanol. Alle Spektren entstanden bei
Raumtemperatur. Die Verschiebungen & sind in parts per million [ppm] angegeben und beziehen sich
auf das nicht volistandig deuterierte Ldsungsmittel, das als interner Standard diente MeOH
(6= 3.31 ppm).

7.4.1.1.3) LC-MS- und MS/MS-Analytik

HPLC-MS-Analysen wurden unter Verwendung eines Agilent 1200 Serie HPLC-System mit einem
MicroQ-TOF-Time-of-Flight-Massenspektrometer (Bruker Daltonics GmbH) mit Apollo-ESI-Quelle
gekoppelt durchgefiihrt. Die Steuerung des Systems erfolgte mit der Software Hystar (Bruker) und die
interne Kalibrierung mit Natriumformiat. Die Massengenauigkeit betrug 5 ppm. Die Interpretation der
Ergebnisse entstand mit der Bruker-Datenanalyse-Software (Version 4.0). Die chromatographische
Trennung resultierte auf einer Eurospher-Il1 C-8 HPLC-Sdule (100 x 3 mm, 5 um PartikelgroRe) unter
Verwendung des folgenden Gradienten mit Wasser (A) und Acetonitril (B) als Eluenten, beide mit
0.05 % TFA gepuffert: Gradient von 0 bis 10 min von 40 % B bis 100 % B bei 1 mL/ min, bis 14 min,
100 % B, ab 14.5 min 40 % B, ab 18 min, 40 % B, bei einer erhdhten Flussrate von 3 mL/ min. Fir die
MS/MS-Analytik wurde eine Kollisionsenergie von 30 eV bis 45 eV im positiven Modus genutzt.

7.4.1.1.4) Semi-praparative HPLC-Trennung

Semi-praparative HPLC-Trennungen erfolgten an einer HPLC-Anlage der Firma Knauer. Verwendet
wurde das System RHEA, ein semi-praparatives Hochdruckgradientensystem der ,,Smartline“-Serie.
System-Komponenten sind: 2-Kanal-Online-Degasser, 2 Pumpen S-1000 mit 50 mL Pumpenkdpfen
(Edelstahl/Titan), Assistent 6000 mit Feedpumpe S-100 und elektronischem Injektionsventil (6 Port),
Statische Mischkammer "Smartmix 350", UV-Detektor S-2500 und ein elektrisches 16-Port-1-Kanal-
Schaltventil zur Fraktionssammlung.
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Saule: KNAUER Eurospher-I1 100 RP C-18; 5 um; 250 x 16 mm mit Vorséaule 30 x 16 mm

Wellenlange: 225 nm; 245 nm; 275 nm; 330 nm

Probe: ca. 550 mg eingeengter Fermentationsextrakt gelost in 4125 pL MeOH

Injektionsvolumen: 750 pL

Eluent: Acetonitril (B); Wasser PureLab (A)

Gradient: 0 min 30 % (B), 25 min 70 % (B), 28 min 100 % (B), 33 min 100 % (B)

Flussrate: 16 mL/ min

Die gesammelten Fraktionen mit der Retentionszeit (Ry) 16.67 min, 21.4 min und 22.51 min wurden
am Rotationsdampfer eingeengt. Das restliche Wasser wurde durch Gefriertrocknung entfernt. Die
Reinsubstanz (R= 21,4 min) wurde als Cycloheptamycin (53) identifiziert. Neben dem Hauptpeak
konnten zwei weitere Signale isoliert und als Derivate von Cycloheptamycin identifiziert werden. Im
Folgenden werden diese Derivate als 58 (R= 16.67 min) und 57 (R= 22.51 min) beschrieben (Tabelle
12, Abbildung 66).

Tabelle 12. Auflistung der Derivate von Cycloheptamycin.

Derivate von Cycloheptamycin Masse
58 Fehlende Methoxygruppe am Tryptophan 941.4659
57 Fehlende Methylgruppe am R-Hydroxy-Norvalin  957.4672
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Abbildung 66. Strukturen der Cycloheptamycin-Derivate 57 und 58. Positionen der fehlenden Gruppen im
Bezug zu Cycloheptamycin (53) sind rot umkreist.

Mit Hilfe von LC-MS/MS-Experimenten konnten die einzelnen Massen der Aminosauren, in den
Cycloheptamycin-Derivaten, bestimmt werden. Dadurch konnten die Unterschiede im Bezug zu
Cycloheptamycin identifiziert werden. Das Derivat 57 enthélt kein R-Hydroxy-Norvalin, stattdessen
inkorporiert es Threonin (Abbildung 67). 58 besitzt keine Methoxygruppe am Tryptophan (Abbildung
68). Von 58 konnten nur sehr geringe Mengen isoliert und auch durch wiederholte Fermentation, unter
gleichen Bedingungen, nicht wieder entdeckt werden. Die Ausbeute von 57 variierte innerhalb
verschiedener Fermentationsansatzen. Aus einem 1 L-Fermentationsansatz wurden ca. 5-10 mg
Substanz erhalten.

7.4.1.2) Liste der Fragmente aus der MS/MS-Analyse

Aminosduren-Code: W"= 4-Methoxy-Tryptophan; X= Ethyl-Serin; V= Valin; T= Threonin; I=
Isoleucin; A= Alanin; Y= Tyrosin
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Tabelle 13. Fragmente aus LC-MS/MS-Experiment von Cycloheptamycin (53).

m/z 971.4: Natriumaddukt-lon des Molekils HCO-V-T-Y'-A-I'-X-(W') [M + Na]*

m/z 913.4: (Fragment 1); entstanden durch Abspaltung von CsHsO aus dem Molekil-lon
[M + Na - CsH¢O]*

m/z 741.4: (Fragment 2); entstanden durch Abspaltung von Tryptophan CizH14N2O2 (W') aus
dem Molekil-lon [HCO-V-T-Y'-A-I'-X + Na]*

m/z 679.4: (Fragment 3); entstanden durch Abspaltung von CO2 und H,O aus Fragment 2 [HCO-
V-T-Y'-A-I'-X -CO,- H,O + Na]*

m/z 608.3: (Fragment 4); entstanden durch Abspaltung von [X] und H,O aus Fragment 3
[HCO-V-T-Y'-A-I'- H,O + Na]*

m/z 499.2 (Fragment 5); entstanden durch Abspaltung wvon [I7 aus Fragment 4
[HCO-V-T-Y'-A+ Na]*

m/z 354.2 (Fragment 6); [A-1'-X + H20 + Na]*

Tabelle 14. Fragmente aus LC-MS/MS-Experiment von 57.

m/z 957 .4: Natriumaddukt-lon des Molekils HCO-V-T-Y'-A-I'-T-(W') [M + Na]*

m/z 913.4: (Fragment 1); entstanden durch Abspaltung von CsHsO aus dem Molekil-lon
[M + Na — CsHesO]"

m/z 727.3: (Fragment 2); entstanden durch Abspaltung von 4-Methoxy-Tryptophan Ci3H14N20;
(W") aus dem Molekil-lon [HCO-V-T-Y'-A-I'-T + Na]*

m/z 665.3: (Fragment 3); entstanden durch Abspaltung von CO2 und H,O aus Fragment 2 [HCO-
V-T-Y'-A-I'-T -CO,- H,O + Na]*

m/z 608.3: (Fragment 4); entstanden durch Abspaltung von [T] und H,O aus Fragment 3
[HCO-V-T-Y"-A-I'- H;0 + Na]*

m/z 499.2 (Fragment 5); entstanden durch Abspaltung von [I‘] aus Fragment 4
[HCO-V-T-Y¢-A+ Na]*

m/z 340.2 (Fragment 6); [A-I'-T + H,0 + Na]*
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Tabelle 15. Fragmente aus LC-MS/MS-Experiment von 58.

m/z 941.4: Natriumaddukt-lon des Molekils HCO-V-T-Y'-A-I'-X-W [M + Na]*
m/z 902.4: (Fragment 1); entstanden durch Abspaltung von C3;H¢O aus dem Molekiil-lon
[M + Na - CsHeQOJ"
m/z 741.4: (Fragment 2); entstanden durch Abspaltung von Tryptophan C11H12N2O2 W aus dem
Molekdl-lon [HCO-V-T-Y'-A-I'-X+ Na]*
m/z 665.3: (Fragment 3); entstanden durch Abspaltung von CO, und H,O aus Fragment 2
[HCO-V-T-Y'-A-I'-X -CO2- H,O + Na ]*
m/z 608.3: (Fragment 4); entstanden durch Abspaltung von [X] und H,O aus Fragment 3
[HCO-V-T-Y"-A-I'- H,0 + Na]*
m/z 499.2 (Fragment 5); entstanden durch Abspaltung von [I‘] aus Fragment 4
[HCO-V-T-Y*-A+ Na]*
m/z 354.2 (Fragment 6); [A-I'-X + H20 + Na]*
Ausschnitte der MS/MS-Spektren von 57 und 58
5:
x10 - by
: | 727.4]
2.0 : 8, s
€0, - 0._NH H)\N/?O iy CH
15 H,0 Hzc“gb 3
: | 608.4 | : oY N0
10 - 665.4 HSC)\AO Q WQH'B":
, H.__NH N\ OH
05 - 3822 4en 414003 0 & 957.6
E 3402 453.31495. l l { e " 9135 1
OO_ R ,L.i“"‘ ‘La‘L;l‘ | L

Abbildung 67. Darstellung der einzelnen Massenfragmente von 57. Die farbigen Striche markieren das jeweilige
Fragment. Der linke Strich neben der Massenzahl stellt den Anfang dar. Im Uhrzeigersinn wird das Fragment bis

N
T 0 0 0 0 T

zum rechten Strich neben der Massenzahl dargestellt.
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Abbildung 68. Darstellung der einzelnen Massenfragmente von 58. Die farbigen Striche markieren das jeweilige

Fragment. Der linke Strich neben der Massenzahl stellt den Anfang dar. Im Uhrzeigersinn wird das Fragment bis
zum rechten Strich neben der Massenzahl dargestellt.

7.4.1.3)'H-NMR-Spektren

33x4c049.12

Instrument Bruker Avance dpx400
AK Dr. Gulder

Name Antosch

cyclo-Mai F1400
AUTO.N.1H_STAND MeOD E:\\ gulder 49

1500

1300

HyCo -
g 1200

1100

1000

900

800

700

600

500

400

300

200
100

r-100

Abbildung 69. 'H-NMR-Spektrum von 58 in MeOD (1 mg/ mL). Bereich der fehlenden Methoxygruppe in
Bezug zu Cycloheptamycin ist rot markiert.
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33x4b120.12

Instrument Bruker Avance dpx400 600
AK Dr. Gulder
Name Antosch
cyclo-1 k550
AUTO.N.1H_STAND MeOD E:\\ gulder 120
H3Co r
3 o 500

450

400

350

300

250

200

150

LN

r-50

8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 3.5 3.0 25 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0

4.0
f1 (ppm)

Abbildung 70. *H-NMR-Spektrum von 57 in MeOD (1 mg/ mL). Bereich der fehlenden Methylgruppe in Bezug
zu Cycloheptamycin ist rot markiert.

7.4.1.4) Putatives PTM-Cluster aus Streptomyces sp. T16314

Das putative PTM-Biosynthesecluster aus Streptomyces sp. Tu6314 stimmt in grof3en Bereichen mit

dem bereits bekannten PTM-Cluster aus Streptomyces griseus Uberein (Abbildung 71).

1: Streptomyces griseus NBCR13350 2: Streptomyces sp. Ti6314

Abbildung 71. Sequenzvergleich mit GENEIOUS (Version 8.1.6) von dem putativen PTM-Cluster aus
Streptomyces sp. T6314 und dem PTM-Cluster aus Streptomyces griseus. Der Farbcode entspricht: Grau: PTM-
Hydroxylase; rot: PKS-NRPS; griin: FAD-abhangige Oxidoreduktase; blau: Alkohol-Dehydrogenase; gelb:
Cytochrom P450-Enzym. Die schwarzen Linien zeigen homologe Sequenzen an. Liicken in der Linie werden ab
drei unterschiedlichen Basenpaaren zwischen den Clustern angezeigt.
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7.5 Experimentelle Details zur Isolierung von Naturstoffen aus RV77, RV8 und RV15
(vgl. 4.2.2)

7.5.1) Generelle Instruktionen

7.5.2) Naturstoffisolierung aus Rhodococcus RV77 und RV8

7.5.3) Naturstoffisolierung aus Streptomyces lincolnensis RV15

7.5.4) 'TH-NMR-Spektren
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7.5.1) Generelle Instruktionen

7.5.1.1) Herkunft der Extrakte

Die untersuchten Extrakte aus Rhodococcus opacus B-4 (RV77) und Rhodococcus fascians (RV8),
sowie aus Streptomyces lincolnensis RV15 stammten von Herrn Dr. Usama Abdelmohsen (Gruppe
von Frau Prof. Dr. Ute Hentschel Humeida, Universitat Wirzburg). Von RV77, RV8 und RV15 wurde
jeweils der Ethylacetat-Extrakt untersucht.

7.5.1.2) LC-MS-Analytik

HPLC-MS-Analysen wurden unter Verwendung eines Agilent 1200 Serie HPLC-System, gekoppelt
mit einem MicroQ-TOF-Time-of-Flight-Massenspektrometer (Bruker Daltonics GmbH) mit Apollo-
ESI-Quelle, durchgefiihrt. Die Steuerung des Systems erfolgte mit der Software Hystar (Bruker) und
die interne Kalibrierung mit Natriumformiat. Die Massengenauigkeit betrug 5 ppm. Die Interpretation
der Ergebnisse entstand mit der Bruker-Datenanalyse-Software (Version 4.0). Die chromatographische
Trennung resultierte auf einer Eurospher-11 C-8 HPLC-S4ule (100 x 3 mm, 5 um PartikelgroRe) unter
Verwendung des folgenden Gradienten mit Wasser (A) und Acetonitril (B) als Eluenten, beide mit
0.05 % TFA gepuffert: Gradient 0 bis 10 min von 40 % B bis 100 % B bei 1 mL/ min, bis 14 min
100 % B, ab 14.5 min auf 40 % B bis 18 min, bei einer erhéhten Flussrate von 3 mL/ min.

7.5.1.3) Semi-praparative HPLC

Semi-praparative HPLC-Trennungen erfolgten an einer HPLC-Anlage der Firma Knauer. Verwendet
wurde das System RHEA, ein semi-priparatives Hochdruckgradientensystem der ,,Smartline*-Serie.
Die System-Komponenten sind: 2-Kanal-Online-Degasser, 2 Pumpen S-1000 mit 50 mL
Pumpenkopfen (Edelstahl/Titan), Assistent 6000 mit Feedpumpe S-100 und elektronischem
Injektionsventil (6 Port), Statische Mischkammer "Smartmix 350", UV-Detektor S-2500, sowie ein
elektrisches 16-Port-1-Kanal-Schaltventil zur Fraktionssammlung.

7.5.2) Naturstoffisolierung aus Rhodococcus RV77 und RV8

Die Vortrennung des Ethylacetat-Rohextraktes entstand Uber GréRenausschlusschromatographie mit
Sephadex® LH-20. Als Eluent wurde Methanol verwendet. Die verwendete Sdule hatte einen
Durchmesser von ca. 3 cm und eine Lange von ca. 28 cm. Zur Probenauftragung wurden ca. 1 g des
Ethylacetat-Rohextraktes in 1-1,5 mL Methanol gelost.

Die Flussrate betrug ca. 5 mL/ min und die FraktionsgroRe ca. 14 mL. Die Fraktionen der RV77-
Extrakt-Auftrennung 6-8 und die Fraktionen der RV8-Extrakt-Auftrennung 13-19 wurden
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entsprechend ihrer Dunnschichtchromatogramme (DC) vereinigt und zur Trockne am
Rotationsverdampfer eingeengt.

DC-Bedingungen: Silicagelplatten (Merck), CHCIs/MeOH (9:1, v:v), Farbemittel: Anisaldehyd-
H»SO4-Reagenz erhitzt mit einem Heilluftfon fur zwei Minuten.

Semi-préaparative HPLC-Trennung RV77

Saule: KNAUER Eurospher-11 100-5 RP-Phenyl; 5 um; 250 x 16 mm mit VVorséule 30 x 16 mm

Wellenldnge: 210 nm, 230 nm, 280 nm

Probe: ca. 80 mg geldst in 350 uL MeOH

Injektionsvolumen: 50 pL

Eluent: Acetonitril (B) +0.05 % TFA; Wasser (A) PureLab + 0.05 % TFA

Isokratische Trennung: 10 % (B), 28 min

Flussrate: 15 mL/ min

Semi-praparative HPLC-Trennung RV8

Séule: KNAUER Eurospher-11 100 RP C-18A; 5 um; 250 x 16 mm mit Vorséule 30 x 16 mm

Wellenlange: 205 nm, 220 nm, 276 nm

Probe: ca. 30 mg geldst in 300 uL MeOH

Injektionsvolumen: 100 pL

Eluent: Acetonitril (B) + 0.05 % TFA; Wasser (A) PureLab + 0.05 % TFA

Gradient: 0 min 0 % (B); 15 min 70 % (B); 16 min 0 % (B); 20 min 0 % (B)

Flussrate: 15 mL/ min
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Eine Substanz mit der Retentionszeit 15.36 Minuten bei RV77 6-8 und 8.46 Minuten bei RV8 13-19
wurde mittels semi-praparativer HPLC isoliert und strukturell untersucht. Es stellte sich heraus, dass
es sich bei beiden Isolaten um Cyclo(prolyltyrosyl), einem Diketopiperazin, handelte (Abbildung 72).

OH

H
N.__O

0 >N 54

Abbildung 72. Struktur von Cyclo(prolyltyrosyl) (54), einem Diketopiperazin, isoliert aus RV77 und RV8.

7.5.3) Naturstoffisolierung aus Actinomycet RV15

Der RV15-Ethylacetat-Extrakt wurde in Methanol geldst und anschlieend dreimal mit Cyclohexan
extrahiert. Die gesammelten methanolischen Phasen wurden am Rotationsverdampfer bis zur Trockne
eingeengt.

Semi-praparative HPLC-Trennung

Sdule: KNAUER Eurospher-11 100-5 RP-Phenyl; 5 pm; 250 x 16 mm mit Vorséule 30 x 16 mm
Wellenlange: 220 nm; 254 nm; 330 nm; 410 nm

Probe: ca. 850 mg geldst in 3000 pL MeOH

Injektionsvolumen: 300 pL

Eluent: Acetonitril (B) + 0.05 % TFA; Wasser (A) PureLab + 0.05 % TFA

Gradient: 0 min 40 % (B); 6 min 40 % (B); 26 min 45 % (B); 30 min 45 %

Flussrate: 15 mL/ min

Die Substanzen mit den Retentionszeiten: 14.8 min, 16.1 min, 16.6 min, 21.9 min, 22.1 min und
22.8 min wurden mittels semi-préparativer HPLC isoliert und strukturell untersucht. Die MS- und

104



Anhang

NMR-Analysen zeigten, dass es sich bei diesen Isolaten um die bereits bekannten SF2446-Antibiotika
Al, A2, A3, B1, B2 und B3 handelte (Abbildung 73, Tabelle 16).1%

Abbildung 73. Allgemeine Struktur der SF2446-Antibiotika (56).*%

Tabelle 16. Substituenten der Substanzen SF2446 Al, A2, A3, B1, B2 und B3.

Molare Masse

Bezeichnung R1 R2 [0/ mol]
Ha e\ ©
H3CO™ HO
Al 3 Sen, OH 697.64
o
A2 WA OH 697.64
OCHj4
A3 H OH 523.45
Hac\ ©
B1 H,CO™ 1O H 681.64
OCH,
O
B2 o T H 681.64
OCH;4
B3 H H 507.45
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7.5.4) 'TH-NMR-Spektren

50x4a025.13

Instrument Bruker Avance dpx400

AK Dr. Gulder

Name Antosch [ 900

RV77-6-8 1-1

AUTO.N.1H_STAND MeOD E:\\ gulder 25
800
700
600
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100

L i JJWA L

4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 15 1.0
f1 (ppm)

Abbildung 74. 'H-NMR-Spektrum des Isolats aus RV77 Fraktion 6-8. Die Substanz entspricht
Cyclo(prolyltyrosyl) (54).

51x4a094.13

Instrument Bruker Avance dpx400

AK Dr. Gulder 90

Name Antosch

RV8 13-19-1

AUTO.N.1H_STAND MeOD E:\\ gulder 94
80
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40
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r1o
ro

50 45 40 35 30 25 20 15 10 05 00
f1 (ppm)

Abbildung 75. 'H-NMR-Spektrum des Isolats aus RV8 Fraktion 13-19. Die Substanz entspricht
Cyclo(prolyltyrosyl) (54).
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Von den Naturstoffisolaten aus RV15 2-8 wurde nur von RV15-8 NMR-Spektren dargestellt, da diese
Substanz eine hohe Reinheit aufwies (Abbildung 76 und Abbildung 77). RV15-8 konnte dem
bekannten SF2446-Antibiotika A1 oder A2 zugeordnet werden (Masse 698.3 [M+H]"). Die Isolate 2
bis 7 wurden aufgrund ihrer Massendaten zu den SF2446 A3, B1/B2 und B3 zugeordnet. Die
Bestimmung der Stereoisomere SF2446 Al und A2, sowie B1 und B2 konnte mit der Massen-Analyse
nicht getroffen werden. Da diese Naturstoffe bereits bekannt waren, wurden keine weiteren NMR -
Untersuchungen, zum Beispiel NOESY-Experimente (Nuclear Overhauser Enhancement
Spektroskopie), zur Bestimmung der Stereozentren unternommen.

28x4c001.12 600
Instrument Bruker Avance dpx400
AK Dr. Gulder

Name Antosch 550
RV158

AUTO.N.1H_STAND MeOD E:\\ gulder 1

500
F450
400
F350
300
F250

200

ML VYL

T T T T T T
8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 55 5.0

T T T T T T
4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 15 1.0 0.5
f1 (ppm)

Abbildung 76. *H-NMR-Spektrum des Isolats RV15-8, welches SF2446 Al oder A2 entspricht.
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28x4c085.12

Instrument Bruker Avance dpx400

AK Dr. Gulder

Name Antosch

RV158

AUTO.N.13C_CPD MeOD E:\\ gulder 85

it il ITET
! W |

T T T T T
200 190 180 170 160

150

140

130

120

110

100
f1 (ppm)

Abbildung 77. *C-NMR-Spektrum des Isolats RV15-8, welches SF2446 A1l oder A2 entspricht.
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