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Einleitung

1 Einleitung

Bereits seit Jahrtausenden bedient sich der Mensch am reichhaltigen Fundus der Natur, wenn es
darum geht sich das Leben einfacher und angenehmer zu gestalten.! Als Beispiele seien hier nur die
Verwendung des Sekrets von Purpurschnecken genannt, um von der Antike bis zum Mittelalter kostbar
gefarbte Stoffe herzustellen,? die Jagd durch siidamerikanische Indianerstimme mit Pfeilen, welche
unter Zuhilfenahme des Pflanzenextrakts Curare vergiftet wurden,® oder die Nutzung der Schwarzen
Tollkirsche (Atropa belladonna) oder der Friichte des Schlafmohns (Papaver somniferum) fur
berauschende, medizinische oder kosmetische Zwecke in Europa und Asien.*® Zur damaligen Zeit war
natdrlich in keiner Weise bekannt, welche Substanzen auf molekularer Ebene fiir die beobachteten
Effekte verantwortlich sind. Erst mit dem 20. Jahrhundert sollte ihre systematische Erforschung
beginnen. Aufgrund ihrer Biosynthese durch in der Natur vorkommende Organismen werden diese
Verbindungen heutzutage als Naturstoffe bezeichnet. Aus nachvollziehbaren Griinden filihrte das
Verstandnis von molekularen Strukturen und Wirkmechanismen zu einem erheblichen Interesse an
einem gezielten Einsatz von Naturstoffen, welche in der Lage sind Schmerzen zu lindern, die Symptome
von Krankheiten zu bekdmpfen, oder diese gar zu heilen. Heutzutage ist eine Vielzahl solcher Stoffe
aus unterschiedlichen Organismen bekannt und hat es bis zur klinischen Anwendung gebracht (Abb.
1). Dazu gehoren so bekannte Beispiele wie das als Schmerzmittel eingesetzte Morphin (1), welches
urspringlich aus Schlafmohn gewonnen wurde,® sowie das zur Behandlung von Malaria eingesetzte
Artemisinin (2) aus dem Einjahrigen BeifuR (Artemisia annua),® fir dessen Entdeckung und
Wirkstoffuntersuchung die chinesische Forscherin Tu Youyou 2015 sogar mit dem Nobelpreis fir
Medizin geehrt wurde.” Aber auch das von verschiedenen Pilzen produzierte Lovastatin (3), aus der
haufig zur Behandlung von Hypercholesterindmie verschriebenen Gruppe der Statine, gehort hierzu.®
Ebenso Cyclosporin A (4) aus den Pilzen Cylindrocarpon lucidum Booth und Tolypocladium inflatum
Gams, das zur Immunsuppression nach Organtransplantationen eingesetzt wird,’ wihrend das aus der

Pazifischen Eibe gewonnene Paclitaxel (5) als Chemotherapeutikum Verwendung findet.°

Unter den medizinisch relevanten Naturstoffen gilt jenen, welche in der Lage sind mikrobielle
Infektionen zu bekdampfen, gerade heute ein besonderes Interesse. Dies liegt daran, dass bakteriell
verursachte Infektionen seit Beginn des 20. Jahrhunderts zu den haufigsten Todesursachen weltweit
zahlen.! Substanzen, die in der Lage sind das Wachstum von Mikroorganismen zu hemmen oder diese
abzutdten, werden unter dem Begriff Antibiotika zusammengefasst.'? Nach der klassischen Definition
werden sie von anderen Mikroorganismen produziert. Im Laufe der letzten 70 Jahre wurden mittels
chemischer Synthese jedoch auch zahlreiche halb- oder vollsynthetische Antibiotika und

Antibiotikaderivate entwickelt.!® Die Verfiigbarkeit von Wirkstoffen mit antimikrobieller Wirkung hat
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dabei entscheidend dazu beigetragen, die durchschnittliche Lebenserwartung zu heben. So stieg sie
zum Beispiel in den USA zwischen 1900 und 2000 von 47 Jahren auf 74 Jahre fiir Manner und 80 Jahre

fir Frauen.**

Lovastatin (3)

o @H

Cyclosporin A (4) Paclitaxel (5)

Abb. 1. Verschiedene Naturstoffe mit medizinischer Verwendung.

Bei den ersten als Medikament zugelassenen Antibiotika, Salvarsan (6) und Sulfanilamid (7), handelte
es sich noch um rein chemisch-synthetische Substanzen, die aus Untersuchungen an synthetisierten
Farbstoffen hervorgingen (Abb. 2). Die neuartige Wirksamkeit dieser Stoffe gegen Mikroorganismen
fihrte in der Folge zu einer weiten Verbreitung und Anwendung. Aufgrund von Nebenwirkungen bei

der Verabreichung waren jedoch Alternativen gefragt.’>’

OH
NH,

As

/N
HyN As—As

I
NH; NH;

Salvarsan (Arsphenamin) (6) Sulfanilamid (7)

Abb. 2. Die ersten zugelassenen Antibiotika Salvarsan (6) und Sulfanilamid (7).

Dies geschah mit der Entdeckung von Penicillin (8) aus Penicillium notatum im Jahre 1928 durch Sir

Alexander Fleming und Streptomycin (9) aus Streptomyces griseus durch Albert Schatz im Jahre 1943
18
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sowie der Einflihrung beider Substanzen als Therapeutikum zu Beginn der 1940er.*>'®% Hierdurch
wurde nicht nur die Tiir in das Zeitalter der (Naturstoff-) Antibiotika ge6ffnet, es begann zugleich eine
Phase der Antibiotikaforschung, welche heute als ,goldene Ara“ bezeichnet wird und die bis zum
Beginn der 1960er Jahre andauern sollte. Sie ist gekennzeichnet durch die Entdeckung einer Vielzahl
von antibiotisch wirksamer Substanzen mit unterschiedlichen chemischen Grundgeriisten und
zelluldren Zielstrukturen, die zu Medikamenten entwickelt werden konnten. Hierzu zdhlen z. B.
Tetracyclin (10) (Polyketid), Chloramphenicol (11) (Phenylpropanoid) oder Vancomycin (12)
(Glycopeptid) (Abb. 3).2021

-5 OH
©/\ﬂ/ )/:Q< 0 o}
o N
o /‘/;"OH HO' EroCHs
o}
Penicillin G (8) Streptomycin (9)
OR
OH OH \H
O‘\h‘l* HN \H)\CI o]
o o}
Chloramphenicol (11) Vancomycin (12)

Abb. 3. Verschiedene Antibiotika, die wihrend der goldenen Ara der Antibiotikaforschung entdeckt wurden.

Verantwortlich fir die groRe Zahl an neu entdeckten und zur klinischen Anwendung gebrachten
Strukturen waren dabei mehrere Faktoren. Zum einen fiihrte die Entdeckung von Mikroorganismen
als Produzenten von Antibiotika zu einer leichten Zugénglichkeit der Substanzen in groRen Mengen,
wenn die entsprechenden Stamme in Reinkultur gebracht werden konnten. AuBerdem verbesserten
sich Testmethoden um Stamme und Rohextrakte mit antibiotisch wirksamen Stoffen zu identifizieren,
die spater als Reinsubstanzen isoliert werden konnten.?”?*> Zum anderen waren fast alle neu
entdeckten Klassen von Antibiotika und damit auch ihre chemischen Grundgeriiste, die fiir die Wirkung
dieser Substanzen verantwortlich sind, schlicht unbekannt.?

Mit fortschreitender Zeit konnten jedoch immer weniger unbekannten Grundstrukturen identifiziert

werden. Als Folge stiegen Aufwand und Kosten, um neue und interessante Molekiile zu isolieren, und
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die Zahl an Substanzen, die zu kommerziellen Antibiotika entwickelt werden konnten, sank.!! Dies
flhrte zur sogenannten Innovationsliicke, die sich deutlich darin zeigt, dass zwischen den Chinolonen
(1962) und dem Oxazolidinon Linezolid (13) (2000) (Abb. 4) fur fast 40 Jahre keine neuen Klassen von

antibiotischen Verbindungen in die klinische Verwendung eingebracht wurden.?°

;:; >\\o Y
Linezolid (13)

Abb. 4. Strukturformel von Linezolid (13).

Obwohl heutzutage verschiedene neue Ansatze verfolgt werden, um bisher unbekannte Leitstrukturen

2526 sind die Auswirkungen der Innovationsliicke

fiir die Entwicklung von Antibiotika zu identifizieren,
bis heute spirbar. So ging die Anzahl der in den USA von der Behorde fiir Lebens- und Arzneimittel
(engl. ,,Food and Drug Administration”, FDA) neu zugelassenen Antibiotika von 16 zwischen 1983 und
1987 auf zwei zwischen 2008 und 2012 zuriick.?”” Verschlimmert wird das Problem einer fehlenden
Innovation im Bereich der Antibiotikaentwicklung durch die Bildung von Resistenzen gegen bekannte
Antibiotikaklassen. Die Entstehung von Resistenzen beruht dabei auf verschiedenen Faktoren, wie der
Menge des verwendeten Antibiotikums, wie weit verbreitet seine Verschreibung ist, der Haufigkeit mit
der sub-therapeutische Dosen angewandt werden, der Pool an vorhandenen Resistenzmechanismen
und die Anzahl an Mutationen, die notig sind die Zielstruktur unempfindlich gegen das Antibiotikum
zu machen.?®?° Dje Ausbildung von Resistenzen erscheint dabei jedoch gewiss. So waren erste klinische
Resistenzen gegen jede seit 1960 neu eingefiihrte Hauptklasse von Antibiotika innerhalb von zwolf
Jahren oder weniger nach Ersteinsatz zu beobachten. Hierbei nahmen die Zeitspannen bis zur
Resistenzbildung in deutlichem MaRe ab.??> Die zunehmende Entwicklung von Resistenzen, gepaart
mit dem Fehlen neuer Substanzen, um resistente Keime zu therapieren, entwickelte sich dabei im
Laufe der Zeit zu einer ernsten Bedrohung fiir unsere Gesundheitssysteme. So waren
Infektionskrankheiten 2004 die zweithiufigste Todesursache weltweit.!! Weiterhin wird davon
ausgegangen, dass sich jahrlich ca. zwei Millionen Menschen in US-Krankenh&dusern mit nosokomialen
Keimen infizieren von denen lber 70% wahrscheinlich gegen ein oder mehr Antibiotika resistent
sind.3%3! Aufgrund dieser erschreckenden Entwicklung ist die anhaltende Erforschung von Naturstoffen
zur ldentifizierung neuer Leitstrukturen sowie deren Weiterentwicklung zu klinisch anwendbaren

Therapeutika unablissig.3%33
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Ein GroRteil aller bekannten Naturstoffe, darunter auch viele Substanzen, die in der medizinischen
Behandlung von Menschen und Tieren oder der Landwirtschaft Anwendung finden, werden von Pilzen
und Bakterien produziert.3* So wurden bis zum Jahr 2002 allein 22.500 bioaktive Substanzen
mikrobiellen Ursprungs beschrieben, von denen wiederum ein nicht unerheblicher Teil (10.100 = 45%)
von Actinomyceten stammte.!! Diese filamentdsen, grampositiven Mikroorganismen produzieren
dabei so wichtige Substanzen, wie die bereits erwahnten Antibiotika Streptomycin (9), Tetracyclin (10)
und Vancomycin (12) (Abb. 3),%® aber auch eine stetig wachsende Zahl an neu entdeckten Molekiilen

mit antibiotischer Wirksamkeit, wie Piperidamycin A (14), Cyclomarin A (15) oder TP-1161 (16).3®

Piperidamycin A (14)

0
J% W ;& 9]
N .
Iy Y
o] N /*-_\_g\
\;[ =N
NH
H —_
) ) W \\)\
H
- H
Cyclomarin A (15) TP-1161 (16)

Abb. 5. Drei Naturstoffe aus Actinomyceten mit antibiotischer Aktivitat, die seit 2009 entdeckt wurden.

Die enorme Zahl an bioaktiven Naturstoffen, die bisher aus Mikroorganismen isoliert wurde, sowie die
stetig wachsende Zahl neu beschriebener Verbindungen, illustrieren nicht nur den bisherigen Einfluss
dieser Organismengruppen auf die Naturstoffforschung. Sie zeigen auch welches Potential ihnen, im
Angesicht neuer und verbesserter Techniken zur Kultivierung und Analyse, zukiinftig innewohnt.3”3°
Die Haufigkeit mit der Peptide, wie Vancomycin (12) (Abb. 3), Cyclomarin A (15) oder TP-1161 (16)
(Abb. 5), bei der Suche nach neuen, bioaktiven Molekilen isoliert werden, unterstreicht die Bedeutung
dieser Naturstoffgruppe fir ihre Produzenten. Die beiden bekanntesten Arten von Peptidnaturstoffen

sowie ihre Biosynthese sollen daher im Folgenden kurz erldutert werden. Hierbei handelt es sich um
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die nicht-ribosomalen Peptide (NRPs) und die ribosomal synthetisierten und posttranslational

modifizierten Peptide (RiPPs).

1.1 Peptidnaturstoffe

1.1.1 Nicht-ribosomale Peptide

Proteine sind essentiell fir Aufbau und Funktion von ein- oder mehrzelligen Organismen. So sind sie
unter anderem an lebensnotwendigen Prozessen wie dem Metabolismus, der DNA-Replikation, dem
intrazelluldaren Transport oder der Ausbildung zelluldrer Strukturen beteiligt. Gemein ist ihnen, dass sie
Giber die ribosomale Peptidsynthese bereitgestellt werden. Hierbei wird laut klassischem Postulat die
Information innerhalb der genomischen DNA (gDNA) Uber mRNA in eine Aminosauresequenz
Ubersetzt, welche aus 20 proteinogenen Aminosauren (AS) gebildet wird. Im Unterschied hierzu
werden viele Peptidnaturstoffe Uber Multienzymkomplexe, die sogenannten nicht-ribosomale
Peptidsynthetasen (NRPS), geformt. Diese verwenden neben den bekannten proteinogenen
Aminosauren liber 500 weitere, hdufig stark modifizierte Aminosaurebausteine. Deren Biosynthese ist
dabei fast immer in den entsprechenden biosynthetischen Genclustern kodiert.*>*? Im grundlegenden
Unterschied zur ribosomalen Peptidsynthese katalysieren NRPS die Biosynthese und bedingen
gleichzeitig durch ihren Aufbau und die Abfolge der beteiligten katalytischen Untereinheiten die finale
Aminosauresequenz. Eine NRPS besteht dabei aus einer unterschiedlichen Anzahl von Modulen. Jedes
Modul ist fir den Einbau eines bestimmten Aminosdurebausteins verantwortlich. Aufgrund der
direkten Korrelation von NRPS-Struktur und NRP-Sequenz spricht man hierbei auch von der
sogenannten Kollinearitatsregel. Ein Modul selbst besteht seinerseits aus mehreren katalytischen
Domaédnen. Drei Typen von Domédnen sind essentiell fir die Funktionalitdt jedes Moduls: Die
Kondensationsdoméne (engl. ,,Condensation domain“, C-Domaéne), die Adenylierungsdomane (engl.
»Adenylation domain“, A-Domaéne) und die Peptidyltragerdoméane (engl. ,Peptidyl carrier protein
domain®, PCP-Domane oder PCP, alternativ auch Thiolierungsdomane, T-Domane). Die Doméanen sind

dabei in der Reihenfolge C-A-T angeordnet.®

Bevor eine NRPS biosynthetisch aktiv werden kann muss die inaktive Apo-Form der PCP-Domanen in
die aktive Holo-Form Uberfiihrt werden. Hierbei Ubertrdgt eine Phosphopantetheinyl-Transferase
(Pptase) den Phosphopantetheinyl (Ppant)-Rest von Coenzym A (CoA) (17) auf einen konservierten
Serinrest der PCP-Domanen (Schema 1). Der Ppant-Rest der Holo-PCP-Domanen dient in der Folge als

Anker fir die kovalente Bindung der verschiedenen Aminosaurebausteine an die NRPS.*
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Phosphopantetheinyl (Ppant)-Rest 35 -ADP
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Schema 1. Ubertragung der Phosphopantetheinylgruppe von Coenzym A (17) auf eine PCP-Domane (T) mittels Pptase.

Die Bildung eines Peptids mittels NRPS erfolgt anschliefend in zwei aufeinanderfolgenden Schritten

(Schema 2a). Zuerst erkennt die A-Domane des ersten Moduls (Modul 1) spezifisch einen

Aminosaurebaustein und Ubertragt ihn auf den Ppant-Arm der nachfolgende PCP-Doméne

(Adenylierung).

a) Modul 1 Modul 2

HzN H,N HeN HaN HN o
1.AS 2.AS R f
1
NH,
Adenylierung Kondensation
b
) S;\
ATP (18) NH2 NHy H NH,
2PP
o] 0 N X ‘ R o} N A R 0o N ES
| TR </ ‘ N I </ ‘ N || </ | N
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I | I N HaN \ N N HoN I N N
OH OH / OH 0 OH 0 S— OH o
o 0
N OH OH OH OH OH OH
R o
H2N; gb AS AS-AMP (Aminoacyladenylat)

Schema 2. a) Aufbau eines NRPS-Minimalmoduls (Modul 2) aus Kondensations- (C), Adenylierungs- (A) & PCP-Domane (T).
AuRerdem ist die spezifische Aktivierung verschiedener Aminosiurebausteine (1. AS / 2. AS) durch unterschiedliche
A-Domanen sowie die Kondensation dieser Aminosduren durch eine C-Domane zur Verlangerung der Peptidkette dargestellt.
b) Mechanismus der Aktivierung einer Aminosdure durch die A-Domane und Ubertragung auf die Thiolgruppe der

nachfolgenden PCP-Domane. AS = Aminosaure, R = Beliebige Aminosadureseitenkette.
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Die C-Domane des nachfolgenden Moduls (Modul 2) erkennt nun diesen Baustein und kondensiert ihn
mit der Aminosaure, welche von der A-Domane desselben Moduls zuvor in identischer Art und Weise
wie fir Modul 1 beschrieben erkannt, aktiviert und auf die zugehérige PCP-Domane lbertragen wurde
(Kondensation). Durch Aneinanderreihung weiterer Module kann so eine stetig wachsende
Peptidkette gebildet werden. Die A-Domanen-katalysierte Beladung einer PCP-Domaéne setzt dabei
eine vorhergehende Aktivierung der Aminosaure voraus (Schema 2b). Unter Spaltung von
Adenosintriphosphat (ATP) (18) wird ein Aminoacyladenylat aus Aminosdure und
Adenosinmonophosphat (AMP) gebildet. Aus diesem kann die Aminosaure dann auf die Thiolgruppe
des Ppant-Arms der PCP-Domine (ibertragen werden, wihrend AMP freigesetzt wird.***3

Das Initiationsmodul einer NRPS besteht hdufig nur aus A- und T-Domane, da in diesem Fall noch keine
Kondensation mit einer vorhergehenden Aminosdure noétig ist (. Eine Ausnahme bilden NRPs mit
acyliertem N-Terminus. Die Acylgruppe wird in diesen Verbindungen typischerweise durch eine
sogenannte Starter-C-Domine auf die Aminosaure (ibertragen.* Ein Beispiel fiir eine NRPS-basierte
Biosynthese mit Starter-C-Domane findet sich bei Arylomycin A2 (19) (Abb. 6),* einem Lipopeptid mit
Biarylbindung, das antibiotischer Aktivitat besitzt.*”*® Diese beruht auf der Hemmung der bakteriellen
Typ | Signalpeptidase,* die an der Translokation von Proteinen ins Periplasma beteiligt ist.>° Linge und

Struktur des N-terminalen Acylrests haben dabei Einfluss auf die Wirksamkeit des Lipopeptids.>?

\r\/\N\)J\N/:er\‘)Lu/ErIL J:f\)J\OH

Arylomycin A2 (19)

Abb. 6. Strukturformel von Arylomycin A2 (19).

Neben den drei oben beschriebenen Domanentypen (C, A, T) ist eine Thioesterasedoméne (TE-
Domane) essentiell fur die Synthese von NRPs. Diese findet sich haufig als letzte Domane im finalen
Modul von bakteriellen NRPS. lhre Aufgabe ist es, die Peptidkette nach Einbau des letzten
Aminosadurebausteins von der terminalen Tragerdomane abzuspalten und so das NRP in vollstandiger
Lange freizusetzten.>? Hierbei wird die Peptidkette auf einen konservierten Serinrest tibertragen und
es entsteht das sogenannte Acyl-O-TE-Intermediat. Die Abspaltung selbst kann dann, abhangig von der
Art des Substrats und der TE selbst, auf zwei unterschiedlichen Wegen erfolgen (Schema 3). Im ersten
Fall kommt es zu einer simplen Hydrolyse des Esters und so zur Freisetzung eines linearen Peptids. Der
zweite  Weg beinhaltet die intramolekulare Reaktion mit dem nukleophilen Rest einer

Aminosiureseitenkette. Hierdurch wird ein makrocyclisches Peptid freigesetzt.>*%
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Schema 3. Zwei Arten der Freisetzung von nicht-ribosomalen Peptiden durch eine TE-Doméane: Hydrolyse oder
Makrocyclisierung. Die Makrocyclisierung wird am Beispiel von Serin demonstriert, kann aber auch mit der Seitenkette
anderen Aminosduren, wie z. B. Cystein oder Threonin, erfolgen. R; = Peptidkette, R, = Beliebige Aminosdureseitenkette.

Welche Aminosdurebausteine hierbei verknipft werden, und wie groR der so gebildete Zyklus wird,
hangt von der Struktur der gebundenen Peptidkette ab. So sind Peptide mit Lactamring, wie bei
Tyrocidin A (20), der durch Verknlpfung von N- und C-Terminus entsteht, oder mit Lactonring, wie bei

Daptomycin (21), der durch Cyclisierung zwischen C-Terminus und der Hydroxygruppe einer Threonin-

e

Seitenkette entsteht, bekannt (Abb. 7).5%°3

R
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Tyrocidin A (20) Daptomycin (21)

Abb. 7. Strukturformeln der cyclischen NRPs Tyrocidin A (20) und Daptomycin (21). Die Positionen der Cyclisierung, welche
wahrend der Freisetzung durch die jeweiligen Thioesterasedomanen eingebracht werden, sind rot markiert.

TE-Domanen mit der oben beschriebenen katalytischen Reaktivitat werden zum Typ | gezahlt. Neben
ihnen gibt es einen zweiten Typ, der eine Kontrollfunktion wahrend der Biosynthese (ibernimmt.

Kommt es zur Aktivierung einer falschen Aminosaure durch eine A-Domane, oder der Generierung
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einer Holo-PCP-Domane unter Verwendung von acetyliertem Coenzym A, kdnnen Typ II-Thioesterasen
die betroffene PCP-Domane durch Abspaltung der ungewiinschten Substrate wieder regenerieren.
Ohne diese Korrekturfunktion wirde ein entsprechendes Ereignis die jeweilige NRPS dauerhaft

funktionsunfihig zuriicklassen.**%°

Neben den essentiellen Domanen einer NRPS (C, A, T, TE) gibt es noch weiterer Doméanen, die an der
Modifikation der wachsenden Peptidkette beteiligt sein kénnen. Hierzu zahlen unter anderem
Methylierungs- (MT) oder Epimerisierungsdoméanen (E). MT-Doménen vermitteln die N-Methylierung
einzelner Aminosdurebausteine unter Verwendung von SAM (S-Adenosylmethionin) als
Methylgruppendonor.®® Dabei kdnnen mehrere Peptidbindungen eines NRP methyliert sein. So tragen
sieben der elf Peptidbindungen von Cyclosporin A (4) N-Methylierungen (Abb. 1).°® Auch C- und O-
Methylierungen sind bekannt. Wahrend N-Methylierungen meist durch die erwdahnten MT-Domanen
an NRPS-gebundenen Substraten stattfinden, werden bei C-Methylierungen meist freie Aminosauren
modifiziert, die erst nachfolgend von A-Doméinen aktiviert werden.*** Der Zeitpunkt, zu dem
O-Methylierungen durchgefiihrt werden, ist bisher nicht umfassend bekannt.*! E-Domanen wiederrum
katalysieren die Umwandlung von proteinogenen L-Aminosauren in D-Aminosauren. Wie im Falle der
MT-Doménen wirken E-Doméanen nur auf NRPS-gebundene Aminosaduren. Die Umwandlung verlauft
Uber die Abstraktion eines Protons vom a-C-Atom unter Bildung eines Enolats gefolgt von einer

Reprotonierung des dann planaren Systems von der gegeniiberliegenden Seite (Schema 4).
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Schema 4. Epimerisierung von L-Aminosduren durch E-Domédnen und duale E/C-Domdnen. R = R; = R, = Beliebige
Aminosaureseitenkette.

Epimerisierungen konnen nicht nur durch separate E-Domanen erfolgen. Auch ein spezieller Typ von
C-Domanen ist hierzu in der Lage. Da diese Domadnen die Umwandlung einer L-Aminosaure in eine
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D-Aminosadure vermittelt und sie gleichzeitig auf die Aminosaure (bertragt, die an die nachfolgende
A-Domine gebunden ist (Schema 4), wird sie auch als duale E/C-Domine bezeichnet.** Die
Konformation von NRPs, die sich aus dem Einbau von D-Aminosauren ergibt, kann dabei, wie im Falle
von Penicillin (8) oder Vancomycin (12), Einfluss auf weitere Modifikationen haben.** Neben einer
Epimerisierung ist auch die direkte Aktivierung von b-Aminosduren, welche durch externe Racemasen

gebildet wurden, durch A-Domanen moglich.*44

Eine weitere Art von C-Doménen bildet die Cyclisierungsdoméne (Cyc-Domane). Diese vermittelt, wie
normale C-Domanen oder die dualen E/C-Domanen, die Kondensation von zwei Aminosauren. Eine
Besonderheit dabei ist jedoch, dass es sich bei der Aminosaure an nachfolgender Position um Serin,
Cystein oder Threonin handelt. Nach erfolgter Kondensation wird aus dem nukleophilen Teil der
Seitenkette dieser Aminosauren (Serin/Threonin = OH; Cystein = SH) und der Peptidbindung zwischen

beiden Aminosauren ein fuinfgliedriger Heterozyklus gebildet (Schema 5).*3

Cyclisierung
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Schema 5. Funktion und Mechanismus von Cyclisierungsdomanen. Der Mechanismus der Cyclisierung wird am Beispiel von
Serin demonstriert, kann aber auch mit der Seitenkette von Cystein oder Threonin erfolgen. R; = Beliebige
Aminosaureseitenkette, R, = OH (Serin) oder SH (Cystein).

Mechanistisch erfolgt die Ringbildung durch einen intramolekularen Angriff des Nukleophils (O/S) auf
die Amidbindung (Schema 5). Der Heterozyklus unterlauft dann eine Dehydratisierung was zur Bildung
eines Thiazolin- (Cystein), Oxazolin- (Serin) oder Methyloxazolinrings (Threonin) flihrt. Durch weitere
Redoxreaktionen kann dieser weiter oxidiert oder reduziert werden.**>?

Die so gebildeten Heterozyklen dienen haufig der Bindung von Metallen oder der Interaktion mit

Proteinen, DNA oder RNA.* Ein bekanntes Beispiel fiir einen Naturstoff mit solch einem Strukturmotiv

ist das PK-NRP-Hybrid Yersiniabactin (22) (Abb. 8). Dieses ist in Yersinia pestis und einer Reihe anderer
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Bakterien an der Aufnahme von Eisen und der Ausbildung der Pathogenitit beteiligt.>” Der
entsprechende Biosyntheseweg enthilt drei Cyc-Domédnen, die an der Ausbildung von drei
Thiazolinringen beteiligt sind. Einer der Ringe wird dabei nachfolgend durch die Reduktase YbtU zu

einem Thiazolidinring reduziert.>®

OH
OH S s
(o]
N N
O ¥ A
S OH
Yersiniabactin (22)

Abb. 8. Strukturformel des Siderophors Yersiniabactin (22).

Neben den besprochenen Modifikationen gibt es eine Reihe weiterer struktureller Veranderungen von
NRPs, welche nicht durch NRPS-Domaénen, sondern durch in trans-agierende Enzyme katalysiert
werden. Die entsprechenden Gene sind dabei meist zusammen mit den NRPS-kodierenden Genen in
einem gemeinsamen Cluster kodiert.*>*? Haufig wiederkehrende Strukturmotive sind dabei
Glykosylierungen, Halogenierungen, Hydroxylierungen oder die oxidative Quervernetzung.****>9 So
sind zum Beispiel mittlerweile allein (iber 4000 halogenierte Naturstoffe bekannt.® Viele Enzyme, die
an der Installation dieser funktionellen Gruppen beteiligt sind, gehdren zu weit verbreiteten und gut
untersuchten Familien. So werden Chlorierungen, Bromierungen, oder lodierungen von einer Vielfalt
unterschiedlicher Halogenasen, wie Flavin-abhdngige oder Nicht-Eisen-abhdngige Halogenasen,
durchgefiihrt,’! wahrend Cytochrom-P450-Enzyme (CYP450s) hiufig an Hydroxylierung oder der
oxidativen Quervernetzung beteiligt sind.52%4

Vor allem im Falle von nicht-ribosomalen Peptiden, wie den bereits erwdhnten Vancomycin (12) und
Arylomycin (19), sind CYP450s nachweil}lich oder mutmaRlich an der Installation der strukturgebenden
Biaryl- und Biaryletherbindungen beteiligt.®® Weitere Beispiele umfassen die Glycopeptide A47934,
Teicoplanin oder Balhimycin, die aufgrund struktureller Ahnlichkeiten auch zur sogenannten
Vancomycin-Gruppe gezdhlt werden.®® Die Bestimmung von Zeitpunkt und Ablauf der CYP450-
katalysierten Biarylkupplung in unterschiedlichen Glycopeptiden war hierbei Gegenstand zahlreicher
Untersuchungen durch verschiedene Arbeitsgruppen.®®7® Da die Resultate dieser Arbeiten im Kontext
der vorliegenden Arbeit in den entsprechenden Kapiteln naher diskutiert werden, soll hier noch nicht

naher auf sie eingegangen werden.
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1.1.2 Ribosomal synthetisierte und posttranslational modifizierte Peptide

Eine Gruppe innerhalb der Naturstoffe, neben den GroRRfamilien der Polyketide und der nicht-
ribosomalen Peptide, welcher erst in den letzten Jahren wieder vermehrte Aufmerksamkeit
zuteilgeworden ist, sind die ribosomal kodierten Peptide. Mittlerweile sind eine Vielzahl ribosomal
kodierter Peptidnaturstoffe bekannt. Diese reichen von kleinen Molekiilen, wie den Microcinen, bis zu
Peptiden, wie den Proteusinen, mit einer Linge von mehr als 40 AS.8%8! Die strukturelle Vielfalt dieser
Gruppe wird dabei nicht, wie bei den NRPs, tiber den Einbau von stark modifizierten Bausteinen durch
Multienzymkomplexe hergestellt, sondern durch zahlreichen und weitreichende posttranslationale
Modifikationen der proteinogenen Aminosauren. Diese ribosomal synthetisierten und
posttranslational modifizierten Peptide tragen dabei viele Veranderungen die auch bei NRPS-basierten
Biosynthesen eingebracht werden. So finden sich unter anderem Methylierungen, Hydroxylierungen,
Glykosylierungen oder C-C-Verknipfungen. Aber auch die Bildung von Makrozyklen,
Dehydroaminosauren oder Peptiden mit heterocyclischen Fiinfringen, wie Thiazoline oder Oxazoline,
ist zu beobachten.®8 Abhangig von den Strukturmotiven, welche durch eine Modifikation erzeugt
werden, sowie den dabei beteiligten Enzymen, werden mittlerweile (iber 20 verschieden Unterfamilien
von RiPPs unterschieden.?*#

Gemeinsam ist RiPPs, dass sie als Vorlauferpeptid bestehend aus einem Kern- und einem Leitpeptid
synthetisiert werden. Das meist N-terminal gelegenen Leitpeptid wird in der Folge vor oder nach der

vollstandigen Reifung des Kernpeptids zum RiPP proteolytisch abgespalten (Schema 6).2*

Vorlauferpeptid

Signal Leitpeptid Kernpeptid Erkennung

l Posttranslationale Modifikationen
Modifiziertes Vorlauferpeptid

Signal Leitpeptid Kernpeptid mod. Erkennung

l Proteolyse
Gereiftes Peptid

RiPP

Schema 6. Aufbau und Reifung von Vorlauferpeptiden zu fertigen RiPPs, nach Arnison et al. (2013).84 Signal = Signalsequenz,
Erkennung = Erkennungssequenz, Kernpeptid mod. = Posttranslational modifiziertes Kernpeptid.

Verschiedene Funktionen des Leitpeptids wurden bisher diskutiert. Untersuchungen aus den letzten
Jahren legen die Vermutung nahe, dass es seine Funktion ist als allosterischer Effektor auf Enzyme der
Biosynthese zu wirken, um diese in eine aktive Form zu versetzten, und diese Enzyme zu der zu

modifizierenden Stelle des Kernpeptids zu leiten.®® In einigen Fillen wird wihrend der Biosynthese
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eine C-terminal gelegene Erkennungssequenz bendtigt, welche Bedeutung fiir eine Freisetzung und
Cyclisierung des Kernpeptids besitzt.®#®> Ebenso kénnen eukaryotische RiPPs an ihrem N-Terminus
Signalsequenzen beinhalten, die das Vorlauferpeptid in bestimmte Zellkompartimente leitet, in denen

die entsprechenden Modifikationen stattfinden.®*

Exemplarisch sollen hier nur zwei besonders aullergewohnliche RiPP-Unterfamilien vorgestellt
werden: Pyrrolochinolinchinon (engl. ,,Pyrroloquinoline quinone®, PQQ) (23) und die Bottromycine.
PQQ (23) ist eine Cofaktor zahlreicher bakterieller Dehydrogenasen.® Der Vorldufer von PQQ (23) ist
ein aus 22 Aminosauren bestehendes ribosomales Peptid (PqgA), das einen konservierten Glutamat-
und Tyrosinrest besitzt.8”#8 Durch verschiedene enzymatische Schritte an denen die Proteine PqqCDE
und vermutlich auch PqqgB essentiell beteiligt sind, werden diese beiden Aminosaduren oxidativ zum

finalen Molekiil umgewandelt (Abb. 9) und aus dem Vorliuferpeptid freigesetzt.?>%°
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PQQ (23) Bottromycin A2 (24)

Abb. 9. Strukturen der RiPPs Pyrrolochinolinchinon (PQQ) (23) und Bottromycin A2 (24).

Bottromycine sind durch eine Reihe besonderer Strukturmotive gekennzeichnet. Hierzu zdhlen ein
makrocyclisches Amidin, eine Reihe C-methylierter Aminosdurereste und ein decarboxylierter
C-Terminus mit Thiazolring (Abb. 9).°! Sie besitzen antibiotische Wirksamkeit, da sie in der Lage sind,
die Bindung der Aminoacyl-tRNA an die A-Bindestelle der bakteriellen Ribosomen zu blockieren.9%
Auch die Bottromycine entstehen aus ribosomal gebildeten Vorlauferpeptiden, die durch eine
umfangreiche Folge von Modifikationen umgewandelt werden.*>®® Interessanterweise besitzen die
Vorlauferpeptide statt eines N-terminalen Leitpeptids eine C-terminal zum Kernpeptid gelegene
Aminosauresequenz, die scheinbar dhnliche Funktionen besitzt und daher auch als Nachfolgepeptid
bezeichnet wird.*® An der Biosynthese selbst sind vermutlich eine Reihe von Enzymen beteiligt, die im
Bottromycin-Gencluster kodiert sind. Hierzu zahlen mehrere Radikal-SAM-Enzyme, welche die
verschiedenen Methylierungen vermitteln, ein CYP450 fiir die oxidative Decarboxylierung des

C-Terminus, sowie zwei Proteasen/Hydrolasen und eine Aminopeptidase, die an der Freisetzung des

Kernpeptids und der Makrocyclisierung beteiligt sind.8
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1.2 Cytochrom P450-Enzyme

1.2.1 Allgemeines

Cytochrom P450-Enzyme bilden eine grolRe Enzymfamilie, deren Mitglieder in allen drei Domdnen des
Lebens zu finden sind.*® Zu Beginn dieses Jahrzehnts waren bereits tiber 18.000 unterschiedliche
Mitglieder dieser Familie beschrieben.’®® Funktionell gesehen handelt es sich bei ihnen um
Monooxygenasen, die ein b-Typ Ham als prosthetische Gruppe besitzen. Diese verleiht den Enzymen
im oxidierten Zustand ein Absorptionsspektrum mit einer charakteristischen Bande bei 420 nm, dem
sogenannten Soret-Peak. Wird das zentrale Eisenatom reduziert, ist es in der Lage irreversibel CO zu
binden. Aufgrund der Thiolgruppe eines Cysteins, welche einen flinften Liganden des Eisenatoms
bildet, verschiebt sich hierbei der Soret-Peak von 420 nm zu den namensgebenden 450 nm.% CYP450s
sind an verschiedensten Prozessen, wie der Assimilierung von Kohlenstoffen, der Biosynthese von
Hormonen und zelluldren Strukturelementen, Karzinogenese oder dem Abbau von Xenobiotika,
beteiligt. Die katalysierten Reaktionen reichen dabei von Dehalogenierung, N-Oxidation, N-/O-/S-
Dealkylierung, Desaminierung, Epoxidierung von C-Doppelbindungen bis hin zur Hydroxylierung von
Aromaten. Auch atypische Reaktionen, wie Baeyer-Villiger-Oxidationen, C-C oder C-O-
Phenolkupplungen (Biarylkupplung), die Spaltung von C-C-Bindungen, oder Umlagerungsreaktionen
(Ringbildung oder Arylmigration), konnen unter passenden Reaktionsbedingungen durchgefiihrt

werden.*® Die generelle durch CYP450s katalysierte Reaktionsgleichung lautet dabei: 101102

X-H+0,+2e +2H" 2 X-O-H+H,0 (X=C,N,S)

Die beiden fir die Reduktion eines Sauerstoffatoms zu Wasser benétigten Elektronen werden dabei
durch ein enzymatisches Elektronentransfersystem geliefert. Abhangig von Anzahl und Beschaffenheit
der Proteine des assoziierten Systems kdnnen hierdurch zehn verschiedene Klassen von CYP450s
unterschieden werden.®® Die meisten bakteriellen CYP450-Systeme gehéren der Klasse | an und
bestehen aus drei Proteinen, einer NAD(P)H-Ferredoxin-Oxidoreduktase (Red), einem Ferredoxin (Fd)
und dem katalytisch aktiven CYP450 (Schema 7). Erwdhnenswert sind auch die Klassen VIl und VIl in
denen die CYP450s mit Partnern, die den Elektronentransfer bewerkstelligen, fusioniert sind (Schema
7). In Klasse VII ist dies die PFOR (Phthalat-Familie-Oxygenase-Reduktase)-Domane, welche ein
Flavinmononukleotid (FMN) und ein Eisen-Schwefel (FeS)-Cluster als Cofaktoren bindet. In Klasse VIl
wird die Reduktion tber eine CPR (Cytochrom P450-Reduktase)-Domane, die Flavin-Adenin-

Dinukleotid (FAD) und FMN besitzt, ermoglicht. Bekannte Reprasentanten dieser beiden Klassen sind
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PA50RhF (CYP116B2) aus Rhodococcus sp. NCIMB 9784 (Klasse VII) und P450BM3 (CYP102A1) aus

Bacillus megaterium (Klasse VIII).103-10

e 7= @) = @ () <o

FAD / FMN b-Typ Ham

+H H
]

PFOR = FeS& FMN  b-Typ Him

NAD(P)H
+H*

Klasse VIII —> C N —

'--> H,0 + ROH

FAD & FMN  b-Typ Him

Schema 7. Aufbau von drei beispielhaften CYP450-Klassen basierend auf dem assoziierten Elektronentransfersystem (Details

siehe Text). Die durch die jeweiligen Proteine gebundenen Cofaktoren sind angegeben, N/C = N- oder C-Terminus von
Fusionsproteinen, R = Substrat.

Der katalytische Zyklus, der hinter der oben genannten Reaktionsgleichung steht, kann in sechs

aufeinanderfolgende Schritte unterteilt werden (Schema 8).6%1%7

-02 (Auto-

H,0 Cys - oxidiation)  Cys —
\'/| YN RH 1]}

+ H+ \\ ‘\\ - H+
Ay
-H 0y Y \‘\ +H,0,

(Entkopplung) ™. %\

Cys =S Cys =S

Substanz | Substanz 0

Schema 8. Schematische Reprasentation des katalytischen Zyklus im aktiven Zentrum von Cytochrom P450-Enzymen,
modifiziert nach Podust und Sherman (2012) (Details siehe Text).52

Im ersten Schritt (1) tritt das Substrat in das aktive Zentrum ein und verdrangt H,O als axiallen Liganden

des Ham-Eisenatoms. Daraufhin erfolgen die erste Elektronenibertragung und die Aufnahme eines
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Sauerstoffmolekils (II), wobei Eisendioxid entsteht. Der zweiten Elektronenibertragung (lll), welche
den Sauerstoff zu einem Peroxid reduziert, folgt die Ubertragung eines Protons (IV) und Hydroperoxid
entsteht. An die zweite Protonierung (V) schlieRt sich die heterolytische Spaltung der Peroxidbindung
an. Es entstehen H,O und ein hochreaktives Ferryl-Oxo-Intermediat, das als Substanz | (engl.
,Compound |“) bezeichnet wird. Im letzten Schritt (V1) filhren die Abstraktion eines Wasserstoffatoms
und eine anschlieBende radikalische Rekombination zur Monooxygenierung des Substrats. Das
Reaktionsprodukt wird freigesetzt und das katalytische Zentrum kehrt in seinen Ursprungszustand
zurick. Die Bildung von Superoxid ausgehend von Eisendioxid (II) (Autooxidation) oder von
Wasserstoffperoxid ausgehend von Hydroperoxid (IV) (Entkopplung) kdnnen den katalytischen Zyklus
unterbrechen. Ebenso kann die Bindung von Wasserstoffperoxid aber auch dazu fihren, dass die

ersten drei katalytischen Schritte (I - IV) umgangen werden.5?

1.2.2 Cytochrom P450-Enzyme in biotechnischen Anwendungen

Neben den natirlichen Vorteilen von Enzymen, wie Regio- und Stereoselektivtdt, hoher katalytischer
Effizienz und einer Aktivitdt in wissrigem Milieu unter milden Bedingungen (pH, Temperatur, Druck),1%®
gibt es weitere Eigenschaften, aufgrund derer sich Cytochrom-P450-Enzyme fiir eine Nutzung in
biotechnischen Anwendungen eignen. Hierzu zahlen unter anderem, dass sie in der Lage sind das leicht
zugangliche Cosubstrat O, zu aktivieren und damit die Oxidationen von ansonsten inerten C-Atomen
zu katalysieren. Auch das grof3e Substratspektrum und die Vielfalt von katalysierten Reaktionen ist
dabei ein Plus von CYP450-basierten Biosynthesen.'® Hinzu kommt, dass regelmaRig neue Varianten
von CYP450s, assoziierten Proteinen und CYP450-katalysierte Reaktionen entdeckt werden.19111 Als
Beispiel sei hier TxtE genannt, das an der Synthese des Phytotoxins Thaxtomin A (25) aus dem
pflanzenpathogenen Bakterium Streptomyces turgidiscabies beteiligt ist (Schema 9a). Hier katalysiert
es eine fur CYP450s hochst ungewdhnliche Nitrierung von L-Tryptophan (26) zu L-4-Nitrotryptophan
(27), welche essentiell fiir die Ausbildung der Phytotoxizitat ist.11213 Ausgehend von der Fe**O,-Form
des Enzyms (Schema 8, 11), die mit NO reagiert, wird hierbei ein Eisen (lll)-Peroxynitrit-Komplex gebildet
(Schema 9b). Homolytische Spaltung dieses Komplexes erzeugt ein NO,-Radikal und die Fe**O-Form
des CYP450 (Schema 8, V). Letztere abstrahiert nun ein Wasserstoffatom vom Substrat, was zur
Addition des NO-Radikals und der Bildung einer Fe3*OH-Form fiihrt, die durch eine weitere

Protonierung wieder in den Fe**-Grundzustand (Schema 8, 1) Giberfiihrt werden kann.!3
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/
COOH COOH N
+ O2 H,0O OH
N
TxtE N HO
H
L-Tryptophan (26) L-4-Nitrotryptophan (27) Thaxtomin A (25)
b)
NO - 26 27

Fe?'—0, — Fe¥—0—0- > Fe*—-0—0—N=0 —> Fe**=0 + O\\N,o %A Fe**—OH —Fe®

Schema 9. a) Durch das CYP450 TxtE katalysierte Nitrierung wahrend der Biosynthese von Thaxtomin A (25). b) Detail der
zugrundeliegenden Reaktion im aktiven Zentrum von TxtE, modifiziert nach Guengerich und Munro (2013).111

All dies hat zur erfolgreichen Verwendung einer Vielzahl von CYP450s in industriellen Prozessen und
synthetischer Biologie gefiihrt und macht sie auch weiterhin zu interessanten Kandidaten fiir eine
Weiterentwicklung zu Biokatalysatoren.1%14115 5o wird seit kurzem das Antimalariamittel Artemisinin
(28) (Abb. 1) unter Nutzung eines genetisch verdnderten Hefestamms durch die Firma Sanofi
produziert.® Hierbei wird unter anderem das pflanzliche Enzym CYP71AV1 aus dem Artemisinin-
Produzenten Artemisia annua Gberproduziert, welches den ersten Schritt einer dreistufigen Oxidation
des Artemisinin-Vorldaufers Amorpha-4,11-dien (29) an C12-Position katalysiert (Schema 10). Hierdurch
entsteht erst Artemisininalkohol (30) und in der Folge Artemisininsaure (31), welche zur chemischen
Synthese von Artemisinin (28) verwendet werden kann.'*® Ebenso kann Hydrocodon (32), ein Derivat
des Opiats Morphin (1) (Abb. 1), mittels einer optimierten Biosynthese in Saccharomyces cerevisiae
gebildet werden.?” Hierbei finden zwei CYP450s Verwendung, die auch in Papaver somniferum an der
Synthese von Morphin (1) beteiligt sind. Das erste CYP450 (CYP82Y2) ist dabei Teil des Fusionsproteins
Reticulin-Epimerase und katalysiert die Umwandlung von (S)-Reticulin (33) zu 1,2-Dehydroreticulin
(34) (Schema 10). Eine Aldo-Keto-Reduktase, welche den zweiten Teil der Reticulin-Epimerase bildet,
ist dann fir die Bildung von (R)-Reticulin (35) verantwortlich.!*® Aus diesem wird anschlieRend durch
das zweite CYP450 (CYP719B1) unter oxidativer C-C-Verknipfung der beiden Aromaten Salutaridin (36)

t 119

gebildet.'”” Weitere enzymatische Schritte fiihren in der Folge zur Bildung von Hydrocodon (32),

Morphin (1) oder anderer Morphin-Derivate.17:120

Weitere bekannte Beispiele, bei denen CYP450s an der Synthese von industriell oder kommerziell
relevanten Substanzen beteiligt sind, beinhalten die Biotransformation von Compactin zum
cholesterinsenkenden Pravastatin in Streptomyces carbophilus (Fa. Daiichi Sankyo, Inc., USA und
Bristol-Myers Squibb, USA) oder die Produktion der Steroidhormone Cortison mittels Rhizopus sp. (Fa.

Pfizer) oder Cortisol (Hydrocortison) mittels Curvularia sp. (Fa. Bayer).1%
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a) H
—_— ——
CYP71AV1 Alkohol-
Oxidation HO
(0]
Amorpha-4,11-dien (29) Artemisininalkohol (30) Artemisininsaure (31) Artemisinin (28)
b)

MeO MeO MeO
R HO B g HO ~ HO
HO HO
CYP82Y2 Aldo-Keto- CYP719B1
Reduktase
MeO MeO MeO

(S)-Reticulin (33) 1,2-Dehydroreticulin (34) (R)-Reticulin (35) ? Salutaridin (36)

MeO

MeO

Morphin (1) Hydrocodon (32)

Schema 10. CYP450-basierte Synthesen von a) Artemisinin (28) und b) Hydrocodon (32) bzw. Morphin (1).

Neben den oben erwdhnten Vorteilen gibt es auch viele Herausforderungen, die bei der Verwendung
CYP450-basierter Biosynthesen auftreten kénnen. Hierzu zdhlen eine zum Teil niedrige Aktivitat der
Enzyme, die Abhédngigkeit von Partnerproteinen fir die Bereitstellung von Elektronen und dem
kostenintensiven Cofaktor NADPH, die Moglichkeit der Entkopplung des katalytischen Zyklus sowie die
schlechte Loslichkeit potentieller Substrate, bzw. die geringe Toleranz von CYP450s gegeniiber
organischen Lésungsmitteln. 109121

Eine Losung dieser Probleme kann Uber Verdnderung und Entwicklung der Proteinstruktur erfolgen.
Wie bei vielen anderen Enzymen auch, sind gerichtete Evolution oder rationales Proteindesign hierbei
die Mittel der Wahl fiir CYP450s.°12! Rationales Proteindesign basiert auf Verinderungen von
Proteinstruktur und -eigenschaften, welche aufgrund bereits vorhandener Daten geplant und
durchgefiihrt werden. Gerichtete Evolution wiederum beruht auf der zufdlligen Mutation der
kodierenden Gene, gefolgt von einer spezifischen und sensitiven Durchmusterung der so erzeugten
Enzymbibliotheken, um Mutanten mit den gewilinschten Eigenschaften zu identifizieren. Hierbei
werden keine ndheren Informationen Uber die Eigenschaften der jeweiligen Proteine benétigt.1®

Gerade fiir CYP450s ist dies von Vorteil, da nur wenige der bekannten Mitglieder dieser Familie bislang

detaillierten strukturellen Untersuchungen unterzogen wurden. Sind wiederum Strukturen
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vorhanden, erschweren die groRe Anzahl an moéglichen Resten, die mit dem Substrat interagieren,
sowie die schwankende Zuverldssigkeit von 3D-Modellen, die eine CYP450-Substrat-Interaktion

simulieren, ein rationales Proteindesign.%9109121

Eines der CYP450, das wahrscheinlich am haufigsten und weitreichendsten Veranderungen unterzogen
wurde, ist dabei P450BM3 aus Bacillus megaterium (auch CYP102A1).991%3 p450BM3 katalysiert unter
natiirlichen Umstanden die Hydroxylierung von Ci,- bis Cis-Fettsduren.'?>13 Eine Verwendung dieses
Enzyms in biotechnologischen Anwendungen ist besonders interessant, da es zur bereits erwdahnten
CYP450-Klasse VIII (Schema 7) gehort, wodurch die Notwendigkeit weiterer Elektronenlieferanten
entfillt.»?* AuBerdem besitzt es mit einem kcar-Wert von 17.000 min? bei Verwendung des Substrats
Arachidons3ure eine der héchsten Aktivitaten aller bekannten CYP450s.'%

Im Lauf der letzten beiden Jahrzehnte wurden die beiden oben beschriebenen Ansadtze verwendet, um
sowohl Aktivtat als auch das Substratspektrum von P450BM3 zu verandern. Die Fettsdurehydroxylase
wurde dabei so modifiziert, dass sie neben den urspriinglichen Substraten auch Alkane, Terpene,
Heteroaromaten, Alkaloide, Steroide und weitere Substanzklassen oxidiert. Die dabei katalysierten

Reaktionen beinhalten Hydroxylierungen, Epoxidierungen und Demethylierungen .91
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2 Hintergrund und Zielsetzung

2.1 Complestatin (37)

2.1.1 Hintergrund

Das Heptapeptid Complestatin (37), welches auch unter dem Namen Chloropeptin Il bekannt ist, wird
von dem Actinomyceten Streptomyces lavendulae produziert und ist in der Lage das menschliche
Komplementsystem zu inhibieren.'?® Es besteht aus den proteinogenen Aminosiuren Tryptophan (Trp)
und Tyrosin (Tyr) sowie der nicht-proteinogenen Aminosaure para-Hydroxyphenylglycin (p-Hpg) und
dessen Derivat para-Hydroxybenzoylformiat (p-Hbf) (Abb. 10a). Hierbei sind die Startereinheit p-Hbf
und zwei der vier p-Hpg-Bausteine an zwei Positionen chloriert. Gekennzeichnet ist das Peptid durch
eine Biarylbindung zwischen den Positionen zwei (Trp) und vier (p-Hpg) der Peptidkette und eine

Biaryletherbindung zwischen den Positionen vier (p-Hpg) und sechs (Tyr).

a)
07HH o5
N
HO I‘Il
O6Me
Cl
OH
b)

G - aa

Abb. 10. a) Strukturformel von Complestatin (37). Die Nummerierung zeigt die Reihenfolge an in der die Bausteine in die
wachsende Peptidkette integriert werden. b) Biosynthetisches Complestatin-Gencluster von S. lavendulae. Einzelne
Buchstaben indizieren die jeweiligen Complestatin-Gene. Die Darstellung von comE (222 bp) und comK (219 bp) ist nicht
malstabsgerecht.

Die Biosynthese von Complestatin (37) ist NRPS-basiert. Die 16 kodierende DNA-Sequenzen (engl.
,Coding DNA sequence”, CDS) der beteiligten Proteine liegen in einem einzigen Gencluster (Abb.
10b).}¥” Die Funktionen der im Cluster kodierten Proteine kann iber bioinformatische Analysen
vorhergesagt werden (Tab. 1). So wird die Biosynthese des Heptapeptids durch vier NRPS (ComABCD)
und ein MbtH-ahnliches Protein (ComE) katalysiert (Schema 11). Die terminale NRPS ComD besitzt

dabei eine X-Domaine an vorletzter Position.*
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Tab. 1. Im Complestatin-Gencluster von S. lavendulae kodierte Proteine, modifiziert nach Chiu et al. (2001).127

CDS-Nummer Protein Vorhergesagte Funktion (NRPS-Doménen) Anzahl AS GenBank / NCBI-ID
1 ComG Transkriptionsregulator 348 AAK81822
2 ComlL ABC-Transporter 708 AAK81823
3 ComA NRPS (A-T-C-A-T-E) 2.116 AAK81824
4 ComB NRPS (C-A-T-E) 1.531 AAK81825
5 ComC NRPS (C-A-T-E-C-A-T-E-C-A-MT-T) 4.898 AAK81826
6 ComD NRPS (C-A-T-X-TE) 2.164 AAK81827
7 ComE Hypothetisches / MbtH-3dhnliches Protein 73 AAK81828
8 ComF Integraler Membran-lonen-Antiporter 425 AAK81829
9 ComH Nicht-Ham-abhangige Halogenase 497 AAK81830
10 Coml Cytochrom P450-abhéngige Oxidase 397 AAK81831
11 Coml Cytochrom P450-abhéngige Oxidase 423 AAK81832
12 ComK Ferredoxin 72 AAK81833
13 Hmo p-Hydroxymandelat-Oxidase 372 AAK81834
14 HmaS p-Hydroxymandelat-Synthase 338 AAK81835
15 HpgT p-Hydroxyphenylglycin-Aminotransferase 448 AAK81836
16 PD Prephenat-Dehydrogenase 382 AAK81837

Domadnen dieses Typs sind wahrend der NRPS-basierten Biosynthese verschiedener Glycopeptide an
der Rekrutierung der biarylkuppelnden CYP450s und damit der Installation von Biaryl- und
Biaryletherbindungen beteiligt.”*7>777° Vier weitere Enzyme dienen der Bildung von p-Hpg und p-Hbf
(Hmo, Hmas, HpgT, PD) und vier Proteine sind an Modifikationen der Peptidkette beteiligt. Hierbei
handelt es sich um die nicht-Hdm-abhangige Halogenase ComH, welche mutmalRlich die Chlorierung
von p-Hpg und p-Hbf bewerkstelligt, sowie die CYP450s Com| und ComJ, die mit dem Ferredoxin ComK
als Elektronendonor, die Installation der Biarylbindungen katalysieren. Neue Untersuchungen haben
gezeigt, dass Coml die Biaryl- und Com)J die Biaryletherbindung in das Peptidriickgrat einbringt. Daflir
wurde das Complestatin-Gencluster heterologin S. lividans TK24 exprimiert, wobei je eines der beiden
CYP450-Gene deletiert wurde. Die Analyse der so gebildeten Produkte erlaubte anschliefend einen
Rickschluss auf die jeweiligen Reaktionen, welche die beiden CYP450s katalysieren. Weiterhin lassen
diese Experimente vermuten, dass die Ausbildung der Biarylbindung von einer vorherigen Installation
des Biarylethers abhangt.'?® Der genaue Zeitpunkt der Biarylkupplung und eine mégliche Beteiligung
der X-Domédne von ComD wurden noch nicht ndher untersucht. Auch im Falle von ComH ist noch nicht
genau geklart, wann eine Halogenierung erfolgt. Bisher wurde vermutet, dass dies vor einer

Aktivierung der p-Hpg und p-Hbf-Bausteine durch die jeweiligen A-Dominen geschieht.'?” Kiirzlich
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veroffentlichte Ergebnisse zur Halogenierung wahrend der Glycopeptid-Biosynthese zeigen allerdings,
dass das Substrat hier eine PCP-gebundene Aminosaure ist. Freie Aminosduren oder PCP-gebundene
Peptide werden nicht halogeniert.!® Weitere im Complestatin-Cluster kodierte Proteine sind

vermutlich an Regulation der Biosynthese (ComG) oder am Transport/Export (ComLF) beteiligt.

Richtung der NRPS-basierten Biosynthese ——>

ComA ComB ComC ComD
/ ©l (cl) , (o)
0= /—( ,—ﬂ 0:( a o= « 2\ Y
s~ H—oH bl Seon < Son ﬁ " S—on
—=( HZN = HN - =7 HN = HaN oy HN =
1 (1) (o) g/
N
OH

Biarylkupplung / Halogenierung (?)

_>i Complestatin (37)

_—

Schema 11. Biosynthese von Complestatin (37) durch die vier NRPS ComABCD. Der exakte Zeitpunkt der Halogenierung ist
noch unklar, daher sind die Chloratome in Klammern dargestellt.

Der Naturstoff Complestatin (37) ist von besonderem Interesse, da er eine Vielzahl biologischer
Aktivitaten aufweist. So zeigte sich in verschiedenen Untersuchungen, dass Complestatin (37) in der
Lage ist, apoptotischen Zelltod zu verhindern und Nervenzellen vor induzierter Neurotoxizitat zu
schiitzen 3132 Complestatin (37) besitzt zudem antivirale Eigenschaften. So verhindert es die Infektion
von MT-4-Zellen mit dem humanen Immundefizienz-Virus (HIV) ohne gesteigerte Zytotoxizitit.'*® Die
Wirkung beruht dabei auf einer Inhibition der Bindung zwischen dem Oberflachenprotein Gp120 des
HI-Virus und dem humanen CD4-Rezeptor, was unter normalen Umstanden eine Verschmelzung von
Virus und Zielzelle erméglicht.23+13¢ Strukturelle Varianten von 37, wie Chloropeptin | oder
Isocomplestatin, scheinen aulRerdem das Enzym HIV-1-Integrase, welches fir die Integration der Virus-
DNA in das Wirtsgenom verantwortlich ist, zu hemmen.'¥'% Neuere Untersuchungen zeigen, dass
Complestatin (37) auch antibiotische Aktivitat besitzt, welche auf einer Inhibition der bakteriellen
Fettsdurebiosynthese beruht.’®® Die strukturgebenden Biarylbindungen scheinen dabei fir die
Aktivitat eine besondere Rolle zu spielen. So zeigten die Untersuchungen zur Hemmung der HIV-1-
Integraseaktivitat, dass auch kiirzere Fragmente von Chloropeptin |, in denen beide Ringsysteme intakt
waren, eine dhnliche Aktivitat wie das vollstandige Peptid besaBen. Wurde jedoch der Ring gedffnet,
der durch die Knlpfung der Biaryletherbindung zwischen den Positionen vier und sechs entsteht, ging

diese Aktivitat zu signifikanten Teilen verloren 137138
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Ein strukturell eng zu Complestatin (37) verwandter Naturstoff, der ebenfalls antivirale Eigenschaften
zeigt, ist Kistamicin A (38) (Abb. 11).1% Kiirzlich wurde die Entdeckung des Kistamicin-Genclusters in
den Actinomyceten Nonomuraea sp. ATCC 55076 und Actinomadura parvosata subsp. kistnae
beschrieben.’%!! |nteressanterweise kodiert dieses nur zwei Cytochrom P450-Enzyme, welche

potentiell die Ausbildung einer Biarylbindung und zweier Biaryletherbindungen katalysieren.

OH H
0 N
D
o) 0 0
H H H H
o) N NH,
N N N
| H H H H
HN Me o [0}
HO. H
Cl HO OH
o o

Kistamicin A (38)

Abb. 11. Strukturformel von Kistamicin A (38).

Verschiedene chemische Totalsynthesen von Complestatin (37) wurden bereits durchgefiihrt.14214
Aufgrund umfangreicher Schutzgruppenchemie, insbesondere in Zusammenhang mit der Installation
der beiden Biarylbindungen, resultieren diese jedoch in langen, linearen Syntheserouten mit geringen
Ausbeuten. Eine chemo-enzymatische Synthese unter Verwendung der biarylkuppelnden Enzyme
Coml und ComlJ zur Verbesserung von Ausbeute und gleichzeitiger Verklirzung der Synthese ware
daher von Interesse. Dies konnte eine weitere Erforschung von Complestatin (37) als

vielversprechendem, medizinischem Wirkstoff ermdglichen.

2.1.2 Ziele

Ein Ziel dieser Arbeit ist es, ein enzymatisches System zur chemo-enzymatischen Totalsynthese von
Complestatin (37) zu etablieren. Dabei soll das lineare Complestatin-Heptapeptid in Form eines
aktivierten Coenzym A-Thioesters (39), welcher in der Arbeitsgruppe Gulder von Frau Dr. Aldemir
synthetisiert wird, als Ausgangspunkt flir eine Reihe enzymatischer Reaktionsschritte dienen (Schema
12). In einem ersten Schritt werden das Heptapeptid und der Ppant-Arm des Substrats 39 unter
Abspaltung der 3‘,5-ADP-Gruppe von Coenzym A (17) auf die PCP-Domane von ComD {ibertragen
(ComD-PCP). Diese Doméne befindet sich in der nativen Complestatin-Biosynthese in Streptomyces
lavendulae am C-Terminus der terminalen NRPS ComD und tragt auch hier das Heptapeptid. ComD-

PCP sollte erst als freistehendes Protein verwendet werden. Nachdem jedoch die Beteiligung einer
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X-Doméne an der Biarylkupplung von Glycopeptiden bekannt wurde,” sollte auch unser System um
die X-Domane von ComD ergadnzt und die entsprechende Didomane (ComD-PCP+X) genutzt werden.
Fir die Ubertragung wird die gut etablierte Surfactin-Phosphopantetheinyltransferase (Sfp) aus
Bacillus subtilis verwendet.?#1%¢ Das auf diese Weise generierte, PCP-gebundene Substrat 40 wird
dann dem eigentlichen enzymatischen Assay zugefiihrt, das die Cytochrom P450-Enzyme Coml und
ComlJ (beide aus S. lavendulae) fiir die oxidative Kupplung des Heptapeptids und ein System zur
Bereitstellung von Elektronen beinhaltet. Dieses System besteht aus einer Reduktase (Red), die in der
Lage ist, Elektronen von NADPH auf oxidiertes Ferredoxin (Fdox) zu lbertragen. Das so erzeugte
reduzierte Ferredoxin (Fdrqd) dient nun als Elektronendonor fir Coml und Coml, welche unter
Reduktion von Sauerstoff zu Wasser (vgl. auch den katalytischen Zyklus im aktiven Zentrum von
CYP450s, Schema 8) die oxidative Quervernetzung der linearen Complestatinkette bewerkstelligen.

Hierbei einsteht Complestatin in PCP-gebundener Form (41).

ComD-PCP+X B-D-Glucose D-Glucono-1,5-lacton
o o . 0
H H

2 NADPH + H* 2 NADP* OH OH
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Ppant — ¢ : : CH,4N,H,
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Schema 12. Darstellung des enzymatischen Assays zur Installation von Biaryl- und Biaryletherbindung an einem linearen, PCP-
gebundenen Vorlduferpeptid von Complestatin (40) mittel der Cytochrom P450-Enzyme Coml und ComJ, modifiziert nach
Aldemir (2015) (Details siehe Text).14°

Fir die Assays sollen dabei unterschiedliche Elektronendonorsysteme getestet werden, um das
geeignetste fir eine Reduktion von Coml und ComlJ zu identifizieren. Hierbei handelt es sich um das
Fpr/PetF-System, bestehend aus der flavinabhadngigen NADPH-Fd-Oxidoreduktase (Fpr) aus E. coli und
Spinat-Ferredoxin (PetF),*® und das AdR/Adx-System aus Adrenodoxin-Reduktase (AdR) und

Adrenodoxin (Adx) des Rinds.?® Die Reduktasen beider Systeme sollen weiterhin in Kombination mit
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dem im Complestatin-Gencluster kodierten Ferredoxin ComK getestet werden, welches vermutlich der
native Elektronendonor fiir Coml und ComJ ist. Eine Regeneration des eigentlichen Elektronendonors
flr diese Systeme, NADPH, soll unter Oxidation von Glucose zu Glucono-1,5-lacton durch die Glucose-
Dehydrogenase (Gdh) aus Bacillus megaterium erfolgen,*> um den Verbrauch dieses kostenintensiven
Coenzyms zu begrenzen. Durch Zugabe von Methylhydrazin (CHsN;H;) kann abschlieRend zu
analytischen Zwecken der Complestatin-Rest von der Didomane ComD-PCP+X abgespalten werden,
um das entsprechende Derivat 42 zu generieren.

Fir das geplante enzymatische System (Schema 12) ist es notwendig, alle beteiligten Proteine
heterolog zu exprimieren. Da dies in rekombinanter Form geschieht, sollen sie auf Funktionalitat und
die Fahigkeit zur Interaktion (z. B. Sfp mit neuen PCP-Domanen) Gberprifen werden. Die Proteine der
Complestatin-Biosynthese sollten auRerdem durch weitere Analysen, wie die UV/VIS-Spektroskopie,
naher charakterisiert werden. Bei erfolgreicher Durchfiihrung der enzymatischen Assays soll versucht
werden, diese weiter zu optimieren. Dies kdnnte durch Veranderung der Reaktionsbedingungen, wie
Temperatur oder pH-Wert, oder einzelner Assay-Bestandteile, z. B. durch Verwendung von
Fusionsproteinen aus CYP450, Red und Fd, erreicht werden.

Zum besseren Verstandnis des Prozesses von Biarylkupplungen im Allgemeinen und der Kupplungen
von Complestatin (37) im Speziellen sollten auRerdem die beiden beteiligten CYP450s Com! und Com)

kristallisiert und strukturbiologisch analysiert werden.

2.2 Biarylhaltige Peptide mit unbekannter Biosynthese

2.2.1 Die Biphenomycin-Familie (43 - 46), Hintergrund und Ziele

Im Laufe der letzten Jahrzehnte sind bei der Suche nach unbekannten Naturstoffverbindungen eine
Vielzahl neuartiger Substanzen entdeckt worden.** Die Bestimmung von Struktur, Konfiguration und
biologischer Aktivitit waren dabei obligatorisch. In Zeiten der ,Prd-Genom Ara‘ blieben die
entsprechenden Biosynthesewege jedoch haufig unerforscht. Erst mit einer leichteren Zuganglichkeit
von genomischen Informationen durch fortschrittlichere und erschwinglichere Sequenziermethoden
war es moglich, viele Naturstoffe einem entsprechenden Gencluster zuzuordnen. Ein besseres
Verstdndnis der beteiligten enzymatischen Reaktionen bestimmter Naturstoffklassen ermdoglichte es
auBerdem, konservierte Gene fiir eine Identifizierung der jeweiligen Gencluster heranzuziehen.*%>*
154 Auch die Biphenomycine A, B und C (43 - 45) aus Streptomyces griseorubiginosus sowie das
Molekiile LL-AF283B (46) aus Streptomyces filipinensis gehdéren zu den Naturstoffen, deren

Biosynthese noch unbekannt ist.1>>% Sjie scheinen jedoch gemeinsamen Ursprungs zu sein. Neben

ihrer engen strukturellen Verwandtschaft (Abb. 12) ist ein Hinweis hierauf die Tatsache, dass
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S. filipinensis in der Lage ist, neben LL-AF283p (46) auch Biphenomycin A (43) zu bilden.'*® Ebenso geht
die Synthese von Biphenomycin A (43) in S. griseorubiginosus mit der Bildung von Biphenomycin C (45)
einher. Hierbei ist zu beobachten, dass 45 in 43 umgewandelt werden kann, wodurch die antibiotische
Aktivitat des Molekils zunimmt. Biphenomycin C (45) konnte demzufolge ein Vorlaufer von
Biphenomycin A (43) sein.’>1° Dje vier Molekiile 43 - 46 lassen sich somit zur Biphenomycin-Familie
zusammenfassen. Im Detail handelt es sich bei ihnen um kleine Peptide, die aus drei bis funf, teils nicht

proteinogenen Aminosauren bestehen (Abb. 12).

Biphenomycin A (43) R, =H,R,=R;=0H
HO Q Q OH Biphenomycin B (44) R;=R,=H, Ry=OH

o Re Biphenomycin C (45) R, =H, R, = OH, R; = Arg-Ser
H
HoN N N Ra (¢} NH
2
H
0 OH © LL-AF283B (46) R, = )\(\/\H)LNHQ, R, =R, =OH
NH>
NHR;

Abb. 12. Strukturformeln von Biphenomycin A, B und C (43 - 45) und LL-AF283p (46).

Der Einbau von Ornithin, ortho-Tyrosin oder B-Hydroxy-ortho-Tyrosin lasst dabei eine NRPS-basierte
Biosynthese vermuten, da die Verwendung stark modifizierter Aminosdurebausteine charakteristisch
fur nicht-ribosomale Peptide ist.*>*? Alle Mitglieder der Biphenomycin-Familie (43 - 46) besitzen
auBerdem eine strukturgebende Biarylbindung zwischen den aromatischen Seitenketten der
Tyrosinbausteine. Intramolekulare Biaryl- oder Biaryletherbindungen in Peptiden werden in allen
bislang bekannten Fillen durch Cytochrom P450-Enzyme installiert.636668128 Djes |egt nahe, dass auch
die Ausbildung der Biarylbindungen in 43 - 46 durch CYP450s katalysiert wird.

Neben ungewdhnlichen Strukturmotiven, wie der Biarylbindung oder den beiden ortho-Tyrosinen, sind
die Peptide 43 - 46 der Biphenomycin-Familie auch aufgrund ihrer antibiotischen Aktivitat
interessant.’>®1°%159 Ein Ziel im Rahmen dieser Arbeit sollte es daher sein, das Gencluster, welches fiir
die entsprechende Biosynthesemaschinerie kodiert, zu identifizieren. Die genomische Information
kénnte dann als Grundlage fiir weitere Versuche, wie die heterologe Expressionen des Clusters,
dienen. Weiterhin kénnten die beteiligten Enzyme durch in vitro-Experimente naher charakterisiert
werden, um den Ablauf der Biosynthese und die Art und Weise der eingebrachten, strukturellen
Modifikationen besser zu verstehen. Von besonderem Interesse ware dabei das CYP450, welches

mutmaRlich an der Ausbildung der Biarylbindung beteiligt ist.
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2.2.2 (Cittilin A (47), Hintergrund und Ziele

Neben den bereits erwdhnten NRPs mit Biaryl- und/oder Biaryletherbindungen, wie Vancomycin (12)
oder Complestatin (37), finden sich im reichhaltigen Fundus der Natur noch weitere Peptide mit diesen
Strukturmotiven. Ein Beispiel hierfir ist Cittilin A (47) aus Myxococcus xanthus DK1622, welches aus
einem lIsoleucin- und drei Tyrosinbausteinen besteht. Cittilin A (47) ist durch eine O-Methylierung des

ersten Tyrosinrests sowie je eine Biaryl- und eine Biaryletherbindung gekennzeichnet (Abb. 13).161.162

NH2

Iz

HO

Cittilin A (47)

Abb. 13. Strukturformel von Cittilin A (47).

Bisherige Untersuchungen der Biosynthese von 47 haben gezeigt, dass es sich lberraschenderweise
um ein RiPP handelt. Angrenzend an das Gen, welches fiir das entsprechende Vorlauferpeptid kodiert,
finden sich hierbei die Gene einer Methyltransferase und eines CYP450. Fir die Methyltransferase
wurde bereits eine Beteiligung an der Methylierung des ersten Tyrosinrests von Cittilin (47)
nachgewiesen (Prof. Rolf Miiller, Helmholtz-Institut fiir Pharmazeutische Forschung Saarland,
Saarbriicken; unpublizierte Ergebnisse). Dies ist ein starker Hinweis darauf, dass auch das CYP450 bei
der Modifizierung des Cittilin-Kernpeptids eine Rolle spielt. Die Ausbildung welcher Biarylbindungen
dieses Cytochrom P450-Enzym (in der Folge als Cit-P450 bezeichnet) dabei katalysiert, ist noch véllig
unklar. Um dies ndher zu untersuchen, sollte das fiir Cit-P450 kodierende Gen heterolog exprimiert
und in einem enzymatischen Assay, wie er auch fir Complestatin (37) verwendet wurde, genutzt
werden (Schema 13). Aufgrund der Tatsache, dass es sich bei Cittilin A (47) um ein RiPP handelt, entfallt
hierbei die Notwendigkeit eventuelle Substrate durch Bindung an Tragerproteine zu aktivieren.
Vielmehr kénnen das aus vier Aminosauren bestehende, lineare Kernpeptid (48) und das lineare Cittilin

A-Vorlauferpeptid (49) direkt eingesetzt werden.
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Falls Cit-P450 tatsachlich die Ausbildung beider Biarylbindungen katalysiert, sollten hierbei Demethyl-

Cittilin (50) oder das gekuppelte Vorlauferpeptid (51) entstehen.

[3-D-Glucose D-Glucono-1,5-lacton

»

Cit-P450

?/ \?

Kernpeptid, linear (48) 20 4 H,0 Demethyl-Cittilin (50)
2 2
R=H R=H
Vorlduferpeptid, linear (49) Vorlauferpeptid, gekuppelt (51)
R = MKKALYSLAVLMRFARADKLSAP (Leitpeptid) R = MKKALYSLAVLMRFARADKLSAP (Leitpeptid)

Schema 13. Variante des enzymatischen Assays fir eine mogliche Biarylkupplung der linearen Peptide 48 und 49 zur
Generierung von Demethyl-Cittilin (50) oder des Cittilin A-Vorlauferpeptids mit Biarylbindungen (51).

Bei einer erfolgreichen Durchfiihrung der enzymatischen Assays soll auch hier versucht werden, die
Substratumsetzung durch Cit-P450 zu optimieren. Mogliche Ansatzpunkte sind dabei die verwendeten
Reaktionsbedingungen (Temperatur, pH) oder die Generierung von Fusionsproteinen aus CYP450 und

Elektronentransferproteinen.

2.3 JBIR-34 (52) und JBIR-35 (53), nicht-ribosomale Peptide mit 4-Methyloxazolinring

2.3.1 Hintergrund

Bei den Molekiilen JBIR-34 (52) und JBIR-35 (53) (abgeleitet von ,,Japan Biological Information Research
Center”) handelt es sich um Peptide aus je vier Aminosaurebausteinen, welche sich durch einen
ungewohnlichen 4-Methyloxazolinring auszeichnen (Abb. 14a). Sie werden von einem Schwamm-
assoziierten Actinomyceten, Streptomyces sp. Sp080513GE-23, gebildet und besitzen eine schwache
Aktivitat als Radikalfanger.'®® Kiirzlich wurde das zugehérige biosynthetische Gencluster beschrieben
(Abb. 14b).'** Dieses umfasst 20 Gene, denen eine Rolle bei der Synthese von JBIR-34 (52) und JBIR-35

(53) zugesprochen wird (vgl. Tab. 8 in Kapitel 3.4.1).
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Abb. 14. a) Struktur der NRP JBIR-34 (52) und JBIR-35 (53). b) Biosynthetisches Gencluster von JBIR-34 (52) / JBIR-35 (53) aus
Streptomyces sp. Sp080513GE-23. Einzelne Buchstaben indizieren das jeweilige JBIR-Gen.

Die Biosynthese beider Naturstoffe wird durch die finf NRPS FmoA1l, FmoA2, FmoA3, FmoA4 und
FmoADS katalysiert. Wahrend FmoA2-5 die Bildung des JBIR-Tetrapeptids bewerkstelligen (Schema 14a)
ist FMoA1 mutmalilich an der Bildung der NRP-Startereinheit 6-Chloro-4-Hydroxyindol-3-Carboxysaure
(54) aus L-Tryptophan (26) beteiligt (Schema 14b).1%* Hierbei wird L-Tryptophan (26) vermutlich durch
die Halogenase FmoD und die zugehorige Flavinreduktase FmoE zu 6-Chlorotryptophan (55)
umgesetzt. Dieses wird dann an FmoA1 gebunden, iber das CYP450 FmoC am B-C-Atom und Position
4 des Indolrings hydroxyliert und anschliefend durch die freistehende TE-Domane FmoB als ,4-
Dihydroxy-6-Chlorotryptophan (56) freigesetzt. Die Spaltung von 56 durch die Threonin-Aldolase
FmoM und die Oxidation liber die Aldehyd-Dehydrogenase Fmol liefern in der Folge die 6-Chloro-4-
Hydroxyindol-3-Carboxysaure (54). Bei der Biosynthese dieses ungewohnlichen NRP-Bausteins ist
besonders die zweifache Hydroxylierung, welche durch FmoC katalysiert werden soll, hervorzuheben.
So wurden zwar bereits einige CYP450s beschrieben, die in der Lage sind ein Aminosauresubstrat am
B-C-Atom zu hydroxylieren,'®>%7 die multiple Hydroxylierung durch ein einziges CYP450 stellt jedoch
immer noch eine seltene und bislang wenig untersuchte Art von Reaktion dar.'® 6-Chloro-
4-Hydroxyindol-3-Carboxysaure (54) ist in der Folge an einer internen Cyclisierung mittels Cyc-Doméane
beteiligt (vgl. Kapitel 1.1.1). Hierbei bilden 54 und der Baustein a-Methyl-L-Serin (57) den
4-Methyloxazolinring, ein in Naturstoffen selten anzutreffendes Strukturmotiv. Noch ist unklar, ob die
Cyclisierungsreaktion durch die Cyc-Domane von FmoA2 oder die Cyc-Doméane von FmoA3 katalysiert

wird. %
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a) Richtung der NRPS-basierten Biosynthese ——>
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Schema 14 a) Biosynthese von JBIR-34 und -35 (52 - 53) durch die NRPS FmoA2, FmoA3 und FmoA4. b) Postulierte Biosynthese
der NRP-Startereinheit 6-Chloro-4-Hydroxyindol-3-Carboxysaure (54) unter Beteiligung von FmoA1BCDE. Die mutmaRlich
durch FmoC eingebrachten Hydroxygruppen sind rot markiert. c) FmoH-katalysierte Bildung von a-Methyl-L-Serin (57) aus
p-Alanin (58).

Welche Enzyme an der Bildung von a-Methyl-L-Serin (57) beteiligt sind, war bis vor kurzem vollig
unbekannt. Erst durch Untersuchungen im Rahmen der JBIR-Biosynthese konnte gezeigt werden, dass
die Alanin- / a-Methylserin-Hydroxymethyltransferase FmoH p-Alanin (58) zu a-Methyl-L-Serin (57)
umwandelt (Schema 14c). Hierbei wird das Coenzym 5,10-Methylentetrahydrofolat (MTHF)
verbraucht und es entsteht Tetrahydrofolat (THF).%* Bisher beschrankt sich die Zahl an Naturstoffen,
die ebenfalls einen a-Methyl-L-Serinbaustein besitzen, auf wenige Vertreter. Bei zwei kiirzlich
beschriebenen Beispielen handelt es sich um die cyclischen Depsipeptide Gerumycin A, B und C (59 -

169

61), welche von zwei Ameisensymbionten der Gattung Pseudonocardia produziert werden,**® und das

strukturell eng mit JBIR-34 (52) und JBIR-35 (53) verwandte Tambromycin (62), das antiproliferative

Aktivitit gegen kanzerdse B- und T-Zelllinien zeigt (Abb. 15).17°
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Q)L )
HN\)t, cl N
‘OH \

Gerumycin A (59) R;=H R,
Gerumycin B (60) R;=Me R,
Gerumycin C (61) R;=H R

H Tambromycin (62)
H
(0]

H

2

Abb. 15. Strukturformeln von Gerumycin A, B und C (59 - 61) und Tambromycin (62).

Weitere Proteine, die im JBIR-Gencluster kodiert sind, besitzen bislang unbekannte Funktionen
(FmoFJL) bzw. fungieren im Rahmen der Biosynthese von JBIR-34 und -35 (52 - 53) mutmallich als
Transporter (FmoGK) oder Regulator (FmoR1-3) (vgl. Tab. 8 in Kapitel 3.4.1).1%4

2.3.2 Ziele

Im Laufe der Arbeiten zur Biosynthese der Biphenomycin-Familie (43 - 46) wurde ein Gencluster
innerhalb des Genoms von S. filipinensis NRRL 3217 entdeckt, welches Homologien zu dem bereits
bekannten biosynthetischen Gencluster von JBIR-34 und -35 (52 - 53) aufweist. Als erganzendes Ziel
wurde daher beschlossen, das als Sf-JBIR bezeichnete Gencluster (iber bioinformatische Analysen
naher zu charakterisieren und mit dem urspriinglichen JBIR-Cluster zu vergleichen. Ebenso sollten JBIR-
34 und -35 (52 - 53) oder entsprechende Derivate, deren Biosynthese eventuell im Sf-JBIR-Cluster
kodiert ist, identifiziert werden. Hierbei wurde geplant, entsprechende Naturstoffe (iber eine
chemische Extraktion aus S. filipinensis zu isolieren. Als Ergdnzung dieses klassischen Ansatzes sollte
eine heterologe Expression des Sf-JBIR-Clusters in geeigneten Wirtsorganismen durchgefiihrt werden.
Um das Sf-JBIR-Cluster hierfiir zuganglich zu machen, koénnte die bereits im Rahmen einer

vorhergehenden Arbeit generierte gDNA-Bibliothek von S. filipinensis NRRL 3217 dienen.”?

Unabhangig von den Analysen des Sf-JBIR-Clusters und der Struktur der kodierten Molekiile, sollte die
Biosynthese des ungewohnlichen Aminosaurebausteins pB,4-Dihydroxy-6-Chlorotryptophan (56)
untersucht werden. Enzymatische Assays mit FmoA1BCDE, welche mutmaRlich an der Bildung von 56
beteiligt sind,'®* kénnten dabei ndhere Erkenntnisse tiber Ablauf und Reihenfolge der postulierten
Teilschritte liefern. Bei diesen handelt es sich zum einen um die Halogenierung des Indolrings und zum

anderen um die Hydroxylierung von Indolring und B-C-Atom. Gerade die Installation der beiden
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Hydroxygruppen ist dabei von besonderem Interesse, da sie vermutlich von nur einem CYP450 (FmoC)

durchgefiihrt wird.

Zur Untersuchung der Chlorierung wahrend der Biosynthese von 56 sollte getestet werden, ob die
Halogenase FmoD in der Lage ist, freies Tryptophan (Trp) (26) unter Verwendung von NaCl und FADH,
zu 6-Chlorotryptophan (6-Cl-Trp) (55) umzusetzen (Schema 15). Der Cofaktor FADH, wird dabei durch
die Flavinreduktase FmoE unter Oxidation von NADPH aus FAD erzeugt. Das bereits fiir die
Biarylkupplungsassays verwendete System aus Gdh und Glucose dient zur Regeneration des

kostenintensiven Elektronendonors NADPH.

B-D-Glucose ﬂ D-Glucono-1,5-lacton

NADPH +H*  NADP*
NS
N o,

FIRed
HO
(0] F E 0]
HoN FADH, "™MOE  FAD HN
N\ A\
N cl N
o] FmoD 2H,0
Trp (26 2 2 6-Cl-Trp (55
p (26) ol + Na* p (55)
+ NaCl

Schema 15. Enzymatischen Assays zur Chlorierung von Tryptophan (26) lber die Flavinreduktase (FIRed) FmoE und die
Halogenase (Hal) FmoD (Details siehe Text).

Das zweite Assay dient der ndheren Betrachtung der durch FmoC katalysierten Reaktion. Hierdurch
soll geklart werden, ob das CYP450 beide Hydroxylierungen von 56 vermittelt und ob es sich bei dem
entsprechenden Substrat um 26 oder 55 handelt. Tryptophan (26) und 6-Chlorotryptophan (55)
kénnen dabei liber die NRPS FmoA1, welche mittels Sfp und CoA (17) in seine Holoform tberfiihrt wird,
geladen und aktiviert werden (Schema 16). Das hierflir benétigte 6-Cl-Trp (55) wird von Frau Dr.
Schaefers aus unserer Arbeitsgruppe synthetisiert. Die so gebildeten, PCP-gebundenen Derivate 63
und 64 kdnnen dann als Substrate fir FmoC verwendet werden. Im Falle einer Hydroxylierung am
B-C-Atom und an Position vier des Indolrings sollten die Produkte 65 bzw. 66 entstehen. Unter
Verwendung der Cluster-eigenen Thioesterase FmoB, welche potentiell an der Freisetzung einer
FmoAl-gebundenen Aminosaure beteiligt ist, konnte dann eine Hydrolyse des Thioesters erfolgen.
Dies wiirde (,4-Dihydroxy-Tryptophan (67) oder B,4-Dihydroxy-6-Chlorotryptophan (56) freisetzen.

Die fiir eine CYP450-katalysierte Hydroxylierung benétigten Elektronen sollen, wie bei den Versuchen
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zur enzymatischen Biarylkupplung von Complestatin (37) und Cittilin A (50), iber entsprechende

Reduktase/Ferredoxin-Systeme (Fpr/PetF, AdR/Adx; vgl. Kapitel 2.1.2) bereitgestellt werden. Die

Regeneration des Elektronendonors NADPH soll auch hier, wie schon bei den Halogenierungs-Assays,

unter Glucose-Verbrauch durch Gdh erfolgen.

B-D-Glucose

HO HO
) )
HN HaN 2 NADPH + H* 2 NADP* 0 ¢
HS iy /”\% T /vo p-
N\ A\ 2ed H
N N o

Trp (26) 6-CI-Trp (55)
Ppant — ! .
(18) + PP
/\ H2N
00 CoA  3‘5'-ADP A\
(17) R N
OH

— 63R=H
FmoA1l 64 R =Cl

D-Glucono-1,5-lacton

Ppa

g
AN
@ @

FmoB
? HoN
FmoC — oH OH
\ |2
i N FmoC
65R=H
66 R =Cl

o
OR

nt

HzN
OH

66 R=H
56 R=Cl

Schema 16. Enzymatischen Assays zur Hydroxylierung der PCP-gebundenen Aminosduren Tryptophan (26) oder
6-Chlorotryptophan (55) durch das Cytochrom P450-Enzym FmoC (Variante der Biarylkupplungs-Assays; Details siehe Text).

Zur Generierung der in Schema 15 und Schema 16 dargestellten enzymatischen Systeme ist es notig,

die Proteine FmMoA1BCDE heterolog zu exprimieren und aufzureinigen. Die Cofaktor-haltigen Proteine

FmoC und FmoE sollen auBerdem Gber UV/VIS-Spektroskopie ndher charakterisiert werden.

Im Falle eines erfolgreichen Verlaufs dieser Assays soll weiterhin versucht werden, beide Assays zu

kombinieren. Dies wiirde es ermdglichen, B,4-Dihydroxy-6-Chlorotryptophan (56) mittels eines

einzigen Reaktionsansatzes aus L-Tryptophan (26) zu synthetisieren. Sowohl die einzelnen Assays, als

auch der kombinierte Assay konnten dann bzgl.

Temperatur oder Konzentration der verwendeten Cofaktoren, optimiert werden.
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Ergebnisse und Diskussion

3 Ergebnisse und Diskussion

3.1 Complestatin (37)

Im Folgenden sind die Ergebnisse in Bezug auf die chemo-enzymatische Synthese von Complestatin
(37) zusammengefasst. Dazu gehoren die heterologe Expression der beteiligten Proteine, ihre
Charakterisierung durch bioinformatische und/oder molekularbiologische Methoden sowie der Test
ihrer Funktionalitat. Ebenfalls beschrieben werden erste Resultate der enzymatischen Assays, welche
unter Zuhilfenahme dieser Proteine durchgefiihrt wurden. AbschlieRend wird die Kristallisation der

Cytochrom P450-Enyzme Coml und Com)J behandelt.

3.1.1 Enzymatische Systeme zur Reduktion von Coml und Com)J

3.1.1.1 Die Standard-Elektronendonorsysteme Fpr/PetF und AdR/Adx

Zur Bereitstellung der bendtigten Elektronen fir eine CYP450-katalysierte Reaktion bei Fehlen von
natirlichen Redoxpartnern wurden bereits verschiedenste Donorsysteme untersucht und etabliert.
In dieser Arbeit sollten zwei dieser Systeme verwendet werden, um Elektronen entsprechend Schema
12 bereitzustellen. Dazu zahlt das Fpr/PetF-System, welches bereits fir die Untersuchung der OxyB-
katalysierten Biaryletherkupplung in der Biosynthese von Vancomycin (12) verwendet wurde.®® Bei
dem anderen System handelt es sich um das mitochondriale AdR/Adx-System, das trotz seines
eukaryotischen Ursprungs bereits erfolgreich zur Reduktion einer Vielzahl bakterieller CYP450s
verwendet wurde.®

Die Gene fpr, adR und adx wurden per PCR amplifiziert und in den Expressionsvektor pHis8 kloniert.
Als Template dienten dabei die gDNA von E. coli DH5a (fpr) oder die Plasmide pBAR1607 (adR) und
pKKAdx (adx) (beide wurden durch Prof. Rita Bernhardt der Universitat des Saarlands, Saarbriicken zur
Verfiigung gestellt).'’2'73 Die resultierenden Vektoren wurden anschlieBend per Testverdau und
Sequenzierung verifiziert und in die Expressionsstimme E. coli BL21(DE3) (fpr und adx) oder E. coli
SoluBL21™ (adR) transformiert. Fiir Adx wurden hierbei zwei Genvarianten kloniert. Die erste kodiert
flir ein Protein vollstandiger Lange (AS 1 - 128, in der Folge ,Adx1-128°), die zweite fiir eine an N- und
C-Terminus gekiirzte Version (AS 4 - 108, in der Folge ,Adx4-108‘). Dies resultiert in einem zwei
Kilodalton (kDa) kleineren Protein mit zum Wildtyp Adx1-128 identischen Absorptionsspektrum.’
Durch die Verkiirzung verringert sich jedoch das Redoxpotential des Adrenodoxins von -274 mV auf
-344 mV. Dies flihrt, wie vermutet wird, zu einem effizienteren Elektronentransport, der sich wiederum

in einer verbesserten Substratumsetzung durch viele CYP450s wiederspiegelt.?*'7> Das fiir das Spinat-
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Ferredoxin kodierende petF wurde bereits im Rahmen der Diplomarbeit von Frau Dr. Schaefers unter
Verwendung der Uberhang-Extension-Polymerasekettenreaktion (engl. ,,Overlap extension-PCR“, OE-
PCR) erzeugt, in pHis8 kloniert und die Expression in E. coli BL21(DE3) mit pRKISC etabliert.}’® Das
Plasmid pRKISC unterstiitzt dabei den Einbau von Eisen-Schwefel (FeS)-Clustern in Ferredoxine bei
einer Uberproduktion mittels E. coli.*’””

Die funf Proteine wurden {iber Nacht (ii. N.) in TB-Medium bei 22 °C (Fpr, PetF) oder 16 °C (AdR,
Adx1-128, Adx4-108) Uberproduziert. Dabei erfolgte die sterile Zugabe von 5 pg/L Riboflavin zu den
Kulturen der Reduktasen und 1 mM Eisen(lll)-EDTA oder Eisen(ll)-sulfat zu den Kulturen der
Ferredoxine in der logarithmischen Wachstumsphase vor Induktion mit Isopropyl-
B-D-thiogalactopyranosid (IPTG). AnschlieBend erfolgten Aufreinigung, Entsalzung und
Aufkonzentration der Proteine unter Standardbedingungen. Dies lieferte, wie erwartet, gelblich
gefarbte Konzentrate fir die Reduktasen Fpr und AdR mit Flavin-Adenin-Dinukleotid (FAD)-Cofaktor
und Konzentrate roter Farbe fir die [2Fe-2S]-Cluster-Ferredoxine PetF, Adx1-128 und

Adx4-108.89173174 Dje Reinheit der resultierenden Proteinldsungen wurde mittels SDS-PAGE (Natrium

[engl. ,,Sodium“] -dodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese) Gberprift (Abb. 16).

> @
S5
o o L S

LR

- 116,0 kDa

— 66,2 kDa

~ - 450kDa

- 350kDa

&~ - 250kDa

- - 184kDa

n— “ - 14,4kDa

Abb. 16. SDS-PAGE (12%) von je 3,4 ug der aufgereinigten, entsalzten und aufkonzentrierten Proteine Fpr (30,17 kDa), PetF
(12,9 kDa), AdR (52,99 kDa), Adx1-128 (16,44 kDa) und Adx4-108 (14,07 kDa). M = ,Unstained Protein MW Marker’.

Die auf dem Gel sichtbaren Banden entsprachen dabei dem erwarteten Molekulargewicht (Tab. 52),
das liber den ,Protein Calculator” bestimmt wurde. Eine Ausnahme bildete PetF, das scheinbar als
Dimer aufgereinigt wurde, da sich die auf dem SDS-Gel sichtbare Bande bei der doppelten GroRe (ca.
25,8 kDa) befand. Die Proteinlésungen von AdR, Adx1-128 und Adx4-108 waren nicht komplett rein.
Dies macht bei zukiinftigen Aufreinigungen mittels Nickel-Affinitatschromatographie eine Optimierung

der Waschschritte notwendig.
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Um zu Uberpriifen, ob die aufgereinigten Proteine intakt waren und die entsprechenden Cofaktoren
korrekt gebunden wurden, sollten ihre spektralen Eigenschaften mittels UV/VIS-Spektroskopie
untersucht werden (Kapitel 4.9). Diese zeigten charakteristische Verlaufe fur die Proteine des Fpr/PetF-
oder des AdR/Adx-Systems (Abb. 17). So lagen in Ubereinstimmung mit den Literaturwerten die
Maxima des PetF-Spektrums bei 275, 328, 420 und 463 nm und des Fpr-Spektrums bei 400, 456 und
483 nm.® Die beiden Spektren von Adx (Adx1-128 und Adx4-108) zeigten Maxima bei 320, 414 und

455 nm und das AdR-Absorptionsspektrum zeigte zwei Maxima bei 376 und 450 nm und zwei Schultern

bei 425 und 475 nm.73174

141 275 nm b) PetF

1,2

328 nm

0,8
420nm 463 nm
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0,2 . : : : : : : : : : : : : —
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nm nm

Abb. 17. UV/VIS-Absorptionsspektren der getesteten, elektronenibertragenden Proteine. Charakteristische Maxima
innerhalb der Spektren wurden markiert (Details siehe Text). a) Fpr aus E. coli DH5a (0,52 mM) b) PetF aus Spinat (Spinacia
oleracea; 0,51 mM) c) AdR aus dem Rind (Bos taurus; 0,11 mM) d) Adx1-128 und Adx4-108 aus dem Rind (Bos taurus;
Adx1-128 = 0,85 mM, Adx4-108 = 0,68 mM).

Die Konzentrationen der Losungen von Fpr, PetF, AdR und Adx1-128 oder Adx4-108 wurden Uber die

aus der Literatur bekannten Extinktionskoeffizienten bestimmt (Kapitel 4.7.1).

3.1.1.2 ComK

Ferredoxine und Cytochrom P450-Enzyme, welche durch aneinandergrenzenden Gene kodiert
werden, sind potentiell spezifisch interagierende Redoxpartner.t’818° Daher wird vermutet, dass auch

das Ferredoxin ComK als Elektronendonor fiir die beiden CYP450s Coml| und Com)J fungiert.?” Das
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Vorhandensein von comK innerhalb des Complestatin-Clusters ist eine Besonderheit, da Gencluster
anderer biarylhaltiger NRPs keine Ferredoxine kodieren, welche als native Elektronendonatoren
dienen kdnnten.*®18%182 | ediglich in Amycolatopsis balhimycina, dem Produzenten des strukturell eng
zu Vancomycin (12) verwandten Balhimycin, wurden mit balFd-V und balFd-VIl zwei Ferredoxine
entdeckt, die zwar nicht im Balhimycin-Cluster kodiert sind, aber in der Lage waren, das nativ an der
Biosynthese beteiligte CYP450 OxyB mit Elektronen zu versorgen.!®

Da sich ComK als potentiell nativer Elektronendonor fiir die beiden CYP450s Coml und ComlJ in
enzymatischen Systemen anbietet, sollte die Moglichkeit einer heterologen Expression naher
untersucht werden. Im Erfolgsfall kdnnte das Protein dann naher charakterisiert und seine Fahigkeit

getestet werden, Elektronen von den beiden Reduktasen Fpr oder AdR (Kapitel 3.1.1.2) zu akzeptieren.

Eine ndhere Betrachtung der AS-Sequenz zeigt, dass ComK drei Cysteine besitzt, die an der Ausbildung
eines FeS-Clusters beteiligt sein konnten (Abb. 19). Ein Abgleich der ComK-Sequenz mit der Gber NCBI
verfigbaren UniProtKB/SwissProt-Datenbank (in der Folge ,SwissProt-Datenbank‘) mittels BLAST
(Abgleich einer Aminosduresequenz mit einer anderen Aminosduresequenz oder einer
Proteindatenbank mittels BLAST = blastp) lieferte unter den drei Proteinen mit der gréRten Homologie
die Ferredoxine Fd-1 (SwissProt-ID: P18324.3; Cover = 87%, E-value = 1e-07, Identitdt = 41%,
Gemeinsamkeit = 54%) und Fd-2 (SwissProt-ID: P18325.1; Cover = 87%, E-value = 1e-09, Identitat =
41%, Gemeinsamkeit = 60%) aus Streptomyces griseolus. Beide sind am Metabolismus von
Sulfonylharnstoff-Herbiziden beteiligt und besitzen ein [3Fe-4S]-Cluster, das (ber drei Cysteine
koordiniert wird.!”® Das resultierende Bindemotiv der FeS-Cluster in Fd-1 und Fd-2 (CxxxxxCxnC),
welches sich vom Motiv der [4Fe-4S]-Cluster (CxxCxxCxnC) ableitet, ist dabei identisch zu dem von
ComK (Abb. 19).18 Dies I3sst vermuten, dass auch ComK in seiner aktiven Form ein [3Fe-4S]-Cluster

besitzt.

1 10 20 30 40 50 60 70

I I I I I I I I
ComK MEIRIDRDKCVSGGVCAMFAPQVFDQDDEGMGVVDNSAPAEEIAAAVRSVVWRCPGHAISVHEQEVERGGRR

Fd-1 MTMRVSADRTVCVGAGLCALTAPGVFDQDDDGIVTVLTAEPAADDDRRTAREAGHL--CPSGAVRVVEDTE
Fd-2 MRIHVDQDKCCGAGSCVLAAPDVFDQREEDGIVVLLDTAPPAALHDAVREAATI----CPAAAITVTD

Abb. 18. AS-Sequenzen von ComK aus S. lavendulae sowie Fd-1 und Fd-2 aus S. griseolus. Die Nummerierung der AS bezieht
sich auf ComK. Die Anordnung der Sequenzen veranschaulicht die FeS-Cluster-Bindemotive und spiegelt keinen Abgleich bzgl.
der AS-ldentitat (Clustal Omega) wieder. Cysteine (C), welche an der Ausbildung eines FeS-Clusters beteiligt sein konnten
(ComK) oder sind (Fd-1 / Fd-2), wurden grau hinterlegt.
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Um ComK im Hinblick auf die Art des gebundenen FeS-Clusters und als potentiellen und tendenziell
bevorzugten Elektronendonor fir Coml und ComlJ weiter zu untersuchen, sollte es heterolog
exprimiert werden. Aufgrund fehlender gDNA von S. lavendulae wurde ein Templat, wie bei petF, durch
OE-PCR generiert (Kapitel 4.4.4.4). Von diesem wurde comK per PCR amplifiziert, in den
Expressionsvektor pHis8 kloniert und der resultierende Vektor durch Testverdau und Sequenzierung
Uberprift. AnschlieRend wurde der Vektor in den Expressionsstamm E. coli BL21(DE3) plus pRKISC
(Kapitel 3.1.1.1) transformiert. Die Uberproduktion von ComK erfolgte dann . N. bei 16 °C in TB-
Medium. Vor Induktion mit IPTG wurde der Kultur in der logarithmischen Wachstumsphase, wie im
Falle der anderen Ferredoxine, 1 mM Eisen(lll)-EDTA oder Eisen(ll)-sulfat steril zugesetzt. Das Protein
wurde anschlieend unter Standardbedingungen aufgereinigt, entsalzt und aufkonzentriert. Dies
lieferte eine Losung von leicht rétlicher/braunlicher Farbung, wie sie bei Einbau eines FeS-Clusters in
das Protein zu erwarten war. Eine Uberpriifung mittels SDS-PAGE (Abb. 19a) zeigte eine Bande der
erwarteten GroRBe von 10,26 kDa (Tab. 52). Weiterhin wurde das UV/VIS-Spektrum mittels
Nanophotometer aufgezeichnet. Dieses (Abb. 19b) zeigte zwei breite Absorptionsmaxima bei 325 nm
und 412 nm, die typisch fir oxidierte [3Fe-4S]-Cluster , wie in Fd-1, Fd-2, balFd-V und balFd-VII, oder
[4Fe-4S]-Cluster sind.17®18 Dies unterstiitzt die Vermutung, dass es sich bei ComK um ein Ferredoxin
des [3Fe-4S]-Cluster-Typs handelt. Zwei weitere Maxima finden sich bei 260 nm und 459 nm. Diese
sind untypisch fiir Ferredoxine und kénnten auf eine Co-Aufreinigung von DNA bzw. RNA (260 nm)®

oder Messfragmente (459 nm) zuriickzufiihren sein.

0,25 -
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a) b) 1 325 nm Detail
15 - 02 4
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& ,
¢ 13 1
0,15 1 412 nm
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0,7 1 0,05
35,0 kDa — 06 |
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03 | 300 325 350 375 400 425 450 475 500 525 550
18,4 kDa — 0,2 nm
10,402 = o ™ 0.1 1
0 T T T T T T T T T T T T T 1

240 280 320 360 400 440 480 520 560 600 640 680 720 760 800
nm

Abb. 19. a) SDS-PAGE (12%) des aufgereinigten, entsalzten und aufkonzentrierten Ferredoxins ComK (10,26 kDa) aus S.
lavendulae. M = ,Unstained Protein MW Marker’. b) UV/VIS-Absorptionsspektrum von ComK (1,96 mM) mit Detailansicht des
Bereichs zwischen 300 - 550 nm. Maxima wurden markiert (Details siehe Text).
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Anders als fiir Fpr, PetF, AdR oder Adx war im Falle von ComK keine Konzentrationsbestimmung tber
den Extinktionskoeffizienten des gebundenen Cofaktors moglich. Hierflr wurde der tiber den ,Protein

Calculator’ bestimmte Wert des Apoproteins verwendet.

3.1.1.3 Testuntersuchungen moglicher Systeme zur Reduktion von Coml und Com)J

Um die Funktionalitat der neu klonierten und heterolog liberproduzierten Elektronentransfersysteme
Fpr/PetF und AdR/Adx (Kapitel 3.1.1.1) zu garantieren und deren Zusammenspiel mit dem Ferredoxin
ComK (Kapitel 3.1.1.2) zu testen, wurden Assays mit NADPH als Elektronendonor und Cytochrom C
(CytC) als terminalem Akzeptor durchgefihrt (Kapitel 0). Der Nachweis eines erfolgreichen
Elektronentransfers von NADPH Uber das jeweils zugegebene Reduktase/Ferredoxin-System auf CytC
erfolgte durch Messung einer Zunahme der Absorption bei 550 nm.%8 Zwei Komponenten des Assays
(standardmaRig NADPH, 200 uM und CytC, 50 uM, wenn nicht anders angegeben) wurden vorgelegt,
die anderen Bestandteile sukzessive zugegeben. Reihenfolge und Konzentration der zugegebenen
Komponenten wurde dabei teilweise variiert, um ein besseres Verstandnis fiir das Zusammenspiel der
beteiligten Proteine zu bekommen.

Als erstes wurde das Fpr/PetF-System untersucht. Hierbei zeigte sich, dass die Zugabe von PetF zu
NADPH und CytC nicht ausreicht, um Elektronen auf CytC zu Ubertragen (Abb. 20a). Erst die Zugabe
der NADPH-Ferredoxin-Oxidoreduktase Fpr ermoglichte dies. Eine vollstandige Reduktion von CytC
erfolgte dabei mit den gewahlten Konzentrationen von Fpr und PetF innerhalb weniger Sekunden.
Veranderte man die Reihenfolge der Zugabe und setzte dem Assay als erstes Fpr zu zeigte sich
Uberraschenderweise, dass eine Reduktion von CytC auch ohne PetF ablief (Abb. 20b). Diese war
ebenfalls nach wenigen Sekunden vollstandig. Eine nachfolgende Zugabe von PetF hatte keinen
Einfluss mehr auf die Reaktion. Um sicherzustellen, dass die hierbei beobachtete CytC-Reduktion von
der Verfligbarkeit von NADPH abhing und nicht durch eventuelle Verunreinigungen der Fpr-Losung
zustande kam, wurden in einem letzten Assay CytC und PetF vorgelegt und zu diesen als erstes Fpr
gegeben. Um einer moglichen Absorptionsdnderung besser folgen zu kénnen, wurden die Losungen
von Fpr und PetF dabei vor der Verwendung 1:100 verdiinnt. Die Zugabe von Fpr bewirkte in diesem
Fall keine Veranderung (Abb. 20c). Erst die Vervollstandigung des Assays mit NADPH resultierte in einer
Ubertragung von Elektronen auf CytC. Dies zeigte, dass die beobachtete CytC-Reduktion tatsichlich
auf einer Elektronenibertragung ausgehend von NADPH beruhte und kein unbekannter Faktor der
Fpr-Losung Elektronen bereitstellte.

Als Erklarung fir die in Abb. 20b beobachtete PetF-unabhingige Zunahme der Absorption blieb damit

noch die Co-Aufreinigung des E. coli-eigenen Fpr mit einem nativ assoziierten Ferredoxin aus dem
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Expressionsstamm, das als Elektronendonor fir CytC fungierte. Die Menge des aufgereinigten
Ferredoxins scheint dabei gering zu sein, da es Uber die bereits mit Fpr durchgefihrten

Untersuchungen (vgl. Abb. 16 und Abb. 17) nicht nachgewiesen wurde.
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Abb. 20. Test des Redoxsystems aus NADPH, CytC, Fpr und PetF. Die Pfeile zeigen die jeweils erste und zweite Zugabe von
Komponenten zum Assay an (alle anderen Bestandteile wurden vorgelegt). a) 1. Zugabe: PetF, 10 uM; 2. Zugabe: Fpr, 10 uM
b) 1. Zugabe: Fpr, 10 uM; 2. Zugabe: PetF, 10 uM c) PetF (10 uM) vorgelegt. 1. Zugabe: Fpr, 0,1 uM; 2. Zugabe: NADPH,
200 pM.

So eine Co-Aufreinigung von funktionell eng verbundenen Proteinen wurde bereits in anderen Fallen
beschrieben und bildet auch die Grundlage gut etablierter Methoden zur Untersuchung von Protein-
Protein-Interaktionen, wie der Tandem-Affinitdtschromatographie.’®” Um eventuell vorhandenes
E. coli-Ferredoxin zu entfernen, kdnnte der Versuch unternommen werden, eine zweite Aufreinigung
mit schneller Proteinfliissigchromatographie (engl. ,Fast protein liquid chromatography”, FPLC) im

Anschluss an die Nickel-Affinitdtschromatographie durchzufiihren.

Auch das AdR/Adx-System wurde getestet. Hier wurde in einem ersten Assay Adx1-128 zu einer Losung
aus NADPH und CytC gegeben (Abb. 21a). Dies resultierte in einer geringfligigen Zunahme der
Absorption bei 550 nm, was eventuell dadurch erklart werden kann, dass das Ferredoxin nach seiner
Aufreinigung geringfligig in reduziertem Zustand vorlag. Durch Zugabe der Reduktase AdR erfolgte

dann, wie erwartet, eine unmittelbare und vollstdndige Reduktion von CytC. Wurde AdR als erstes
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zugegeben (Abb. 21b), war, anders als nach der Zugabe der Reduktase Fpr des Fpr/PetF-Systems, keine
Reduktion von CytC zu beobachten. Dies unterstitzt die Annahme, dass die PetF-unabhangige
Reduktion von CytC nach Fpr-Zugabe (Abb. 20b) auf Verunreinigungen mit E. coli-Ferredoxin beruht,
da AdR keinen natdirlichen Interaktionspartner im Expressionsstamm E. coli BL21(DE3) besitzt, der an
dieses binden kénnte. Nach Zugabe von Adx1-128 erfolgte dann eine Reduktion von CytC. Diese verlief
langsamer als im ersten Assay, da auch hier, wie beim Fpr/PetF-System, die Konzentration von AdR
und Adx1-128 um das Hundertfache verringert wurde. Auch im Falle des AdR/Adx-Systems war die
beobachtete Reduktion von CytC vom Vorhandensein des Elektronendonors abhangig, da diese erst
nach abschlieRender Zugabe von NADPH zu beobachten war (Abb. 21c). Ein Wechsel des Ferredoxins
zu Adx4-108 zeigte einen identischen Reaktionsverlauf wie bei Verwendung von Adx1-128 (Abb. 21d).
So war nach Zugabe von Adx4-108 ein leichter Anstieg der Absorption zu beobachten, der
wahrscheinlich auf einen geringen Anteil an reduziertem Ferredoxin zurilickging. Mit Zugabe der

Reduktase erfolgte dann eine sofortige und vollstdandige Reduktion von CytC.
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Abb. 21. Test des Redoxsystems aus NADPH, CytC, AdR und Adx1-128 (a - c) oder Adx4-108 (d). Die Pfeile zeigen die jeweils
erste und zweite Zugabe von Komponenten zum Assay an (alle anderen Bestandteile wurden vorgelegt). a) 1. Zugabe:
Adx1-128, 10 uM; 2. Zugabe: AdR, 1 uM b) 1. Zugabe: AdR, 0,01 uM; 2. Zugabe: Adx1-128, 0,1 uM c) Adx1-128 (0,1 uM)
vorgelegt. 1. Zugabe: AdR, 0,01 uM; 2. Zugabe: NADPH, 200 uM d) 1. Zugabe: Adx4-108, 1,35 uM; 2. Zugabe: AdR, 0,5 uM.

Generell zeigte die Uberpriifung der Redoxsysteme Fpr/PetF und AdR/Adx, dass beide mit den neu

klonierten und heterolog exprimierten Proteinen funktionell sind. Aufgrund der unspezifischen
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Reduktion, die durch die Fpr-Proteinlosung in Abwesenheit des Ferredoxins PetF katalysiert wurde,
ware die Verwendung des AdR/Adx-Systems aber tendenziell zu bevorzugen. Dabei funktionieren
beide Varianten von Adx (Adx1-128, Adx4-108) mit der gleichen Effizienz. Da aber eine bessere

t, 150,175

Elektronenibertragung durch das geringere Redoxpotential von Adx4-108 zu erwarten is sollte

dieses bevorzugt verwendet werden.

AbschlieBend sollte die Interaktion von ComK mit den etablierten Reduktasen tberpriift werden. Bei
Aktivitat des Ferredoxins in diesen Systemen, konnte ComK als potentiell nativer Elektronendonor fiir
Coml und ComJ verwendet werden. ComK/Coml bzw. ComK/ComlJ-Systeme h&tten dabei vermutlich
einen forderlichen Effekt auf die Umsetzung potentieller Substrate, da CYP450s meist besser mit
nativen Ferredoxinen interagieren, als mit artifiziellen Systemen.’®179183 Gerade im Hinblick auf eine
mogliche Entkopplung des katalytischen Zyklus von Cytochrom P450-Enzymen (Schema 8) aufgrund
der fehlenden Verfligbarkeit eines zweiten Elektrons ist dies ein wichtiger Aspekt.1%2

Aufgrund der Tatsache, dass Fpr in der Lage war, ohne weitere Zugabe eines Ferredoxins CytC zu
reduzieren (Abb. 20b), wurde dieses in der Folge jedoch nicht mehr bericksichtigt, da keine belastbare
Aussage Uber eine Fpr-basierte Reduktion von ComK getroffen werden kdnnte. Fir mogliche Tests
stand somit lediglich AdR zur Verfiigung. Da eine hohe Proteinkonzentration von ComK (ber dem
Extinktionskoeffizienten bei 280 nm (Tab. 52) bestimmt wurde, die entsprechende Losung aber nur
eine schwache Farbung zeigte, ist davon auszugehen, dass nur ein geringer Teil als aktive Holoform
vorliegt. Daher wurden in den folgenden Untersuchungen relativ grofe Mengen ComK eingesetzt, um
dies zu kompensieren. Fir weitere Verwendungen kdnnte es sich jedoch empfehlen, wie bei anderen
Ferredoxinen, den Extinktionskoeffizienten mit gebundenem Cofaktor zu bestimmen und das
rekombinante ComK nach der Aufreinigung zu rekonstituieren.

In einem ersten Assay zeigte sich bereits in einer Losung aus ComK und CytC ein leichter Anstieg in der
Absorption bei 550 nm (Abb. 22a). Dies entsprach den Beobachtungen bei Zugabe von PetF (Abb. 20a),
Adx1-128 (Abb. 21a) oder Adx4-108 (Abb. 21d) zu einer identischen Losung und beruht wohl auf einem
geringfligigen Anteil an reduziertem Ferredoxin in der verwendeten Proteinlosung. Wahrend die
Zugabe der Reduktase AdR keinen Einfluss auf die Verdanderung der Absorption hatte, war nach Zugabe
des Elektronendonors NADPH eine verstarkte Reduktion von CytC zu verzeichnen (Abb. 22a). Ein
dhnlicher Kurvenverlauf zeigte sich, wenn die Assay-Komponenten in identischer Reihenfolge aber mit
den doppelten Konzentrationen von AdR (0,04 uM; Abb. 22b) oder ComK (45,8 uM; Abb. 22c)
zugesetzt wurden. Dies legt die Schlussfolgerung nahe, das ComK durch AdR reduziert werden konnte
und anschlieRend in der Lage war Elektronen an Cytochrom C zu liefern.

Interessanterweise zeigte ein Vergleich der Steigungen nach Zugabe von NADPH zu den Adx4-108-

Reaktionen, dass die CytC-Reduktion bei doppelter ComK-Konzentration geringfiigig schneller ablief
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(Abb. 22d). Der Elektronentransfer von ComK auf CytC schien daher unter den verwendeten
Bedingungen der limitierende Faktor zu sein. Durch eine Erhohung der ComK-Konzentration kénnte er
eventuell weiter gesteigert werden. In Anbetracht der jedoch bereits recht hohen Mengen von ComK,
die teilweise eingesetzt wurden (Maximum 45,8 uM), scheint dies aber auch die Annahme zu

unterstltzen, dass das verwendete Ferredoxin zu nicht unerheblichen Teilen in Apoform vorlag.
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Abb. 22. Test des Redoxsystems aus NADPH, CytC, AdR und ComK. Die Pfeile zeigen die jeweils erste und zweite Zugabe von
Komponenten zum Assay an (alle anderen Bestandteile wurden vorgelegt). a) ComK (22,9 uM) vorgelegt. 1. Zugabe: AdR,
0,02 uM; 2. Zugabe: NADPH, 200 puM b) ComK (22,9 uM) vorgelegt. 1. Zugabe: AdR, 0,04 uM; 2. Zugabe: NADPH, 200 uM c)
ComK (45,8 uM) vorgelegt. 1. Zugabe: AdR, 0,02 uM; 2. Zugabe: NADPH, 200 uM d) Vergleich der ersten acht Minuten nach
NADPH-Zugabe (zweite Zugabe) von a) (durchgezogene Linie, unten), b) (gepunktete Linie, mittig) und c) (gestrichelte Linie,
oben).

Basierend auf den vorliegenden Untersuchungen ist ComK generell zum AdR-katalysierten
Elektronentransfer von NADPH auf CytC in der Lage. Daher scheint es auch als Ersatz fiir PetF oder Adx
in enzymatischen Assays mit Coml oder ComJ geeignet zu sein. Bei erfolgreicher Durchfiihrung der
entsprechenden Reaktionen ware ComK damit das erste, an einer chemo-enzymatischen in vitro-
Biarylkupplung beteiligte Ferredoxin, welches im Gencluster des biarylhaltigen Naturstoffs selbst

kodiert ist.
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3.1.2 Die akzessorischen Proteine Sfp und Gdh

Fir die Durchflihrung enzymatischer in vitro-Assays mit heterolog exprimierten PCP-Doméanen missen
diese am konservierten Serinrest des aktiven Zentrums mit Coenzym A (17) oder einem CoA-
verkniipften Substrat beladen werden.®>188 Hierfiir sollte in unserem System (Schema 12) die Surfactin-
Phosphopantetheinyltransferase aus Bacillus subtilis genutzt werden, die in der Lage ist, eine Vielzahl
verschiedener PCP- und ACP-Domanen durch posttranslationale Modifikation in vivo und in vitro mit
CoA (17) oder CoA-Derivaten zu aktivieren (vgl. Schema 1).1%>'% Dije Glucose-Dehydrogenase
wiederum, ein Enzym das in einer Reihe unterschiedlicher Bakterienarten vorkommt, soll der
Regeneration des in den Assays verbrauchten NADPH dienen (Schema 12). Die dafir notwendigen
Elektronen werden durch Oxidation von B-D-Glucose zu B-D-Glucono-1,5-lacton generiert.'® Dies soll

in der Folge dazu dienen, die Menge des kostenintensiven Coenzyms NADPH zu reduzieren.

Ein Vektor fiir die heterologe Uberproduktion und Aufreinigung von Sfp (pET-29a(+)::sfp) befand sich
bereits in unserer Arbeitsgruppe. Daher wurde lediglich das Gen gdh-BM3 aus Bacillus megaterium
vom Vektor pACYCDuet-1::gdh-BM3 (zur Verfligung gestellt durch Prof. Frank Schulz der Ruhr-
Universitdt Bochum) amplifiziert und in den Expressionsvektor pHis8 kloniert. Das resultierende
Plasmid pHis8::gdh-BM3 wurde anschlieRend per Testverdau und Sequenzierung verifiziert. Die beiden
Expressionsvektoren wurden dann in E. coli BL21(DE3) transformiert. Die Uberproduktion der Proteine
erfolgte U. N. bei 17 °C (TB-Medium) fir Sfp und 18 °C (TB-Medium) fiir Gdh-BM3 (in der Folge nur
noch ,Gdh‘). AnschlieBend wurden sie unter Standardbedingungen mittels Nickel-
Affinitatschromatographie aufgereinigt, entsalzt und aufkonzentriert. Die Identitdt und Reinheit der
resultierenden, farblosen Proteinlosungen wurden mittels SDS-PAGE Uberprift. Das Gel (Abb. 23)
zeigte eine Bande der erwarteten GroRe (27,2 kDa; vgl. Tab. 52) fiir das rekombinante Sfp-Protein. Die
Losung von Gdh lieferte hingegen eine Bande bei ca. 38 kDa. Dies ist groRer als die erwarteten
30,57 kDa. Eine dhnliche Abweichung wurde fiir die Glucose-Dehydrogenase GlcDH-IV aus Bacillus
megaterium 1AM1030 beschrieben, die in ihrer Aminosduresequenz identisch zum hier
Uberproduzierten Gdh ist. Auch GIcDH-IV zeigte bei der Uberpriifung mittels SDS-PAGE ein
Molekulargewicht, das groRer als das erwartete war. Als Grund wurden hier konformative Eigenheiten
des Proteins vermutet.'® Die Konzentrationen der Proteinlésungen wurden mittels Nanophotometer

bestimmt.
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Abb. 23. SDS-PAGE (12%) von je 3,4 ug der aufgereinigten, entsalzten und aufkonzentrierten Proteine Sfp (27,2 kDa) und Gdh
(erwartete GroRe: 30,57 kDa). M = ,Unstained Protein MW Marker".

Um die Funktionalitat der neu klonierten Dehydrogenase zu testen, wurde Gdh (10 uM) in einem Assay
mit Fpr (2,5 uM), PetF (5 uM), NADPH (250 uM) und Glucose (250 uM) getestet (Kapitel 4.13.2). Die
Reaktionen wurden durch Zugabe von Fpr gestartet und der Verbrauch oder die Regeneration von
NADPH Uber das charakteristische Absorptionsmaximum bei 340 nm bestimmt. Mit HEPES (25 mM,
pH 7,0) und Tris-HCI (50 mM, pH 7,5) wurden zwei unterschiedliche Puffer verwendet, die auch bei
zuklnftigen Biarylkupplungsassays zum Einsatz kommen sollten. Die Ansatze in HEPES-Puffer (Abb.
24a) zeigten dabei ohne Zugabe von Gdh eine rasche Abnahme der Absorption, welche einen
Verbrauch von NADPH anzeigt. Diese war bei Anwesenheit von Gdh nicht zu beobachten. Ein dhnliches
Bild zeigte sich bei Verwendung des Tris-HCI-Puffers (Abb. 24b). Hier konnte die Abnahme der
Absorption durch Zugabe von Gdh jedoch nicht ganz gestoppt werden. Eine Komplettierung des
Reaktionsansatzes ohne Gdh nach 25 min fiihrte zu einem sprunghaften Anstieg der Absorption auf

ca. 88% des Ausgangswertes. Danach fiel die Absorption wieder ab.
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Abb. 24. Test der Regeneration von NADPH durch Gdh bei 340 nm. Gestrichelte Linie: Assays mit Glucose aber ohne Gdh;
Durchgezogene Linie: Assays mit Glucose und Gdh. Der erste Pfeil markiert die Zugaben von Fpr (a und b), der zweite Pfeil
eine nachtragliche Zugabe von Gdh (b). a) HEPES 25 mM, pH 7,0 b) Tris-HCI 50 mM, pH 7,5.
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Die Resultate der Assays zeigten, dass das von uns Uberproduzierte Gdh in der Lage war, in beiden
Puffersystemen NADPH zu regenerieren, was in einer konstanten (Abb. 24a) oder langsam abfallenden
Absorption (Abb. 24b) bei 340 nm resultierte. Fehlte Gdh, wurde NADPH schnell durch Fpr zu NADP*
oxidiert und die Absorption sank rasch ab. Die Elektronen wurden dabei vermutlich durch Fpr auf das
co-aufgereinigte Ferredoxin Gbertragen (vgl. Kapitel 3.1.1.3). Eine nachtragliche Zugabe von Gdh war
in der Lage, einen gewissen Teil des gebildeten NADP* wieder zu reduzieren (Abb. 24b).

Generell verlief die Regeneration von NADPH in Tris-HCI-Puffer langsamer als der Verbrauch. Somit
sank die gemessene Absorption trotz Anwesenheit von Gdh weiter ab. Dabei war es egal, ob die Gdh-
Zugabe zu Beginn oder wahrend der Assays erfolgte. Im Unterschied hierzu war die Absorption bei
Verwendung von HEPES konstant. Der NADPH-Verbrauch verlief somit gleich schnell oder langsamer
als die Regeneration. Dies lie} sich mit dem durchgefiihrten Assay nicht genau untersuchen. Die
Unterschiede zwischen beiden Puffersystemen lassen sich moglicherweise auf eine gesteigerte
Aktivitat von Fpr in Tris-HCI zurlickfiihren, da das pH-Optimum von Gdh bei 8,0 liegt und das Enzym
somit bei pH 7,5 (Tris-HCI) eigentlich eine héhere Aktivitat als bei pH 7,0 (HEPES) zeigen sollte.?!

3.1.3 Coml und ComJ, die Cytochrom P450-Enzyme der Complestatin-Biosynthese

Die beiden im biosynthetischen Gencluster von Complestatin (37) kodierten CYP450s Com! und ComJ
sind fiir das Einbringen der Biaryl- und Biaryletherbindung in 37 verantwortlich.1?’12 Beide Enzyme
sollten heterolog lberproduziert und in einem in vitro-Testsystem (Schema 12) genutzt werden, wie
es in ahnlicher Form bereits fir die Untersuchung der an der Biosynthese von Vancomycin (12), A47934
und Teicoplanin beteiligten CYP450s OxyB, StaH oder OxyE verwendet wurde,%%7176.79

Die Gene com/ und comJ wurden in Codon-optimierter Form fiir eine Expression in E. coli (coml-opt
und comlJ-opt) Uber die Firma GenScript bezogen. Diese wurden dann (ber vorhandene
Restriktionsschnittstellen (BamHl und Notl fiir coml-opt, EcoRl und Notl fir comJ-opt) aus den
erhaltenen Plasmiden pUC57::coml-opt und pUC57::comJ-opt ausgeschnitten und in den
Expressionsvektor pHis8 kloniert. Die resultierenden Vektoren pHis8::coml-opt und pHis8::comJ-opt
wurden dann in E. coli BL21(DE3) transformiert. Die Expression fand . N. bei 20 °C (TB-Medium) statt.
Nach Aufreinigung unter Standardbedingungen mit Rekonstitution durch Haminchlorid-Zugabe
(Kapitel 4.6.5) wurden die Proteine entsalzt und aufkonzentriert. Dies lieferte eine dunkelrote Lésung
fir ComJ und eine rot-braunliche Losung fir Coml (Abb. 25a). Die Konzentrationen der
Proteinlésungen wurde mittels Nanophotometer bestimmt und ihre Reinheit per SDS-PAGE analysiert
(Abb. 25b). Dies zeigte fiir beide Enzyme Banden im vorher bestimmten GroRenbereich (Tab. 52). Die

Bande von ComJ (erwartete GroBe: 50,1 kDa) lief dabei allerdings, anders als erwartet, bei einer
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niedrigeren GrofRe als Coml (47,2 kDa) was sich eventuell, wie bei Gdh (Kapitel 3.1.2), Gber einen
Unterschied in der Konformation erklaren l&sst.®

Zusatzlich sollten coml-opt und comJ-opt in den LICRED-Vektor kloniert werden. Dieser basiert auf dem
Cytochrom P450-Enzym P450RhF aus Rhodococcus sp. NCIMB 9784,'%° welches der Klasse VIl angehért
(Schema 7). CYP450s dieser Klasse sind an ihrem C-Terminus mit einer PFOR-Domane fusioniert, die
bei PA50RhF auch als Reduktase-Doméane (RED-Domaéne) bezeichnet wird. Die RED-Domane ist in der
Lage, Uber entsprechende Motive Flavinmononukleotid (FMN), NAD(P)H und ein [2Fe-2S]-Cluster zu
binden und den katalytisch aktiven CYP450-Teil des Proteins mit Elektronen zu versorgen.'®1% Durch
Austausch dieser Ham-haltigen CYP450-Domane gegen die anderer CYP450s kdnnen Fusionsproteine
erzeugt werden, die in der Lage sind, Reaktionen unabhangig von externen Redoxsystemen nur unter
Zugabe von NADPH zu katalysieren.'®® Dies ist vorteilhaft, da durch eine engere und somit schnellere
Interaktion der beteiligten Redoxpartner die Elektronenibertragung verbessert wird, was der
Entkopplung des katalytischen Cytochrom P450-Zyklus (Schema 8) durch das Fehlen bendtigter
Elektronen vorbeugt. Dies wiederrum resultiert in einer verbesserten Substratumsetzung.'%%**! Falls
die geplante Umsetzung eines linearen Complestatin-Vorldaufers mit den Einzelenzymen Coml und
Coml erfolgreich ware, sollten weitere Tests mit den Fusionsproteinen durchgefiihrt werden, um das
enzymatische System zu vereinfachen und eventuell die Effizienz zu erhéhen.

Daher wurden die com/-opt und comJ-opt mit den Plasmiden pUC57::coml-opt und pUC57::comJ-opt
als Templat und entsprechenden Uberhéngen fiir eine Ligase-unabhingige Klonierung (engl. ,Ligase
independent cloning”, LIC) amplifiziert und mittels LIC in den LICRED-Vektor eingebracht.9%192
Testverdau und Sequenzierung bestatigten die Identitdit der resultierenden Konstrukte
LICRED::coml-opt und LICRED::comJ-opt sowie eine mutationsfreie Klonierung. Die Vektoren wurden
dann zur Expression in E. coli BL21(DE3) und einige andere Stamme transformiert, die in unserem Labor
routineméaRig zur Uberproduktion von Proteinen eingesetzt werden. Testexpressionen der LICRED-
Fusionsproteine (ComI-RED, ComJ-RED) in kleinem MaRstab unter Standardbedingungen zeigten dabei
jedoch, dass diese schlecht I6slich waren (Daten nicht dargestellt). Daher wurden die kodierenden
Gene mit den LICRED-Vektoren als Templat amplifiziert und mittels klassischer Klonierung tiber die T4-
DNA-Ligase in pGS-21a (Fa. GenScript) eingebracht. Dieser Vektor wurde genutzt, da er durch das
kodierte Glutathion-S-Transferase-Tag (GST-Tag) geeignet ist, die Loslichkeit von Proteinen zu
verbessern.’®® Die resultierenden Konstrukte pGS-21a::coml-opt-RED und pGS-21a::comJ-opt-RED
wurden ebenfalls mittels Testverdau und DNA-Sequenzierung Uberprift und anschlieBend in E. coli
BL21(DE3) transformiert. Eine Testexpression in LB-Medium bei 16 °C i. N. (Abb. 25c) zeigte dabei,
dass sich ein guter Anteil der Proteine Coml-21aRED (109,8 kDa) und ComJ-21aRED (112,4 kDa) in
I6slicher Form im Uberstand der Zelllysate befand. Aus diesem Grund wurde ihnen in der Folge der

Vorzug vor den LICRED-Derivaten gegeben.
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Abb. 25. a) Aufgereinigte und aufkonzentrierte Proteinlosungen von ComJ (links) und Coml (rechts). b) SDS-Gel (12%) der
CYP450s Coml (47,2 kDa) und ComJ (50,1 kDa) nach vollstandiger Aufreinigung. c) SDS-Gel (12%) einer Testexpression der
Fusionsproteine Coml-21aRED (109,8 kDa) und ComJ-21aRED (112,4 kDa). M = ,Unstained Protein MW Marker’, Z =
Uninduzierte Zellen, P = Pellet des Zelllysats nach Induktion U = Uberstand des Zelllysats nach Induktion.

Zur nadheren Charakterisierung von Coml und ComJ und zum Test der Funktionalitdit wurden
UV/VIS-Spektren der konzentrierten Proteinldsungen aufgezeichnet. Dies erfolgte mit unbehandeltem
Enzym (Abb. 26a und b), nach Reduktion mit Natriumdithionit und durchgasen mit Kohlenmonoxid

(Abb. 26¢ und d) oder nach der Zugabe variabler Imidazol-Konzentrationen (Abb. 27).
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Abb. 26. UV-Spektren der aufgereinigten Cytochrom P450-Enzyme Coml (a) und ComlJ (b) in oxidierter Form und nach
Reduktion mit Natriumdithionit (red.) und durchgasen der reduzierten Losung mit CO (red. + CO), (c = Coml, d = ComlJ).
Charakteristische Maxima innerhalb der Spektren wurden markiert (Details siehe Text).

65



Ergebnisse und Diskussion

Die oxidierten Formen der Proteine zeigten typische UV-Absorptionsspektren fir ,Low spin“-
Cytochrom P450-Enzyme mit einer Soret-Bande bei 419 nm und B- und a-Peaks bei 535 nm bzw. 568
nm fiir Coml (Abb. 26a) sowie einer Soret-Bande bei 417 nm und B- und a-Peaks bei 537 nm bzw. 571
nm fir ComJ (Abb. 26b). Nach Reduktion mit Natriumdithionit verschob sich das Maximum der Soret-
Bande von Coml zu 409 nm und B- und a-Peak gingen in einem Peak bei 542 nm auf (Abb. 26¢) wahrend
sich die Soret-Bande von ComJ zu 422 nm und B- und a-Peak zu 529 bzw. 559 nm verschoben (Abb.
26d). Durchgasen der reduzierten Losungen von Coml und ComJ mit CO resultiert in beiden Fallen in
der charakteristischen Verschiebung der Soret-Banden zu 450 nm fiir CYP450s mit reduziertem Ham-
Eisen an das ein CO-Ligand gebunden ist (Abb. 26¢ und d).1%*1% Dies zeigte, dass beide Enzyme in
oxidierter Form mit aktivem Ham-Cofaktor aufgereinigt werden konnten.

Eine Zugabe von Imidazol (400 mM) zu beiden Proteinen bewirkte eine typische Verschiebung der
Soret-Banden (Coml = 423 nm, ComJ = 420 nm) in Richtung des roten Bereichs des UV/VIS-Spektrums
(Abb. 27a und b, linke Seite). Hierdurch wurde die Bindung von Imidazol als axialem Liganden des
oxidierten Hdm-Eisens angezeigt und so eine Zuganglichkeit des Hdms und damit des aktiven Zentrums
bestatigt.”>1941%% Im Falle von Coml scheint diese hoch zu sein, da ab einer Konzentration von 15 mM
Imidazol keine nennenswerte Verdnderung der Absorption im UV-Differenzspektrum mehr zu

beobachten war (Abb. 273, rechte Seite).
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Abb. 27. Verschiebung der Soret-Bande von Coml (100 uM) (a) und ComJ (100 uM) (b) durch Zugabe von 400 mM Imidazol
sowie Anderung im Bereich der Soret-Bande beider CYP450s (Spektrum mit ,X* mM Imidazol minus Spektrum ohne Imidazol)
nach Zugabe verschiedener Imidazol-Konzentrationen (Auswahl). AuBerdem graphische Darstellung der
Absorptionsanderung (AAbs) bei steigenden Imidazol-Konzentrationen (Coml: AAbs 433 nm zu 412 nm; ComJ: AAbs 434 nm
zu 410 nm).
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Dies stimmt mit den Werten von anderen CYP450s (berein, bei denen die Affinitat fur Imidazol
ebenfalls im unteren millimolaren Bereich lag (< 40 mM).”>*°%1%7 F{ir ComJ hingegen war auch bei
Zugabe von 400 mM eine ansteigende Veranderung zu beobachten (Abb. 27b, rechte Seite), was

darauf hinwies, dass Imidazol deutlich schlechter vom aktiven Zentrum aufgenommen wird.”®

Auch die Spektren der Fusionsproteine Coml-21aRED und ComJ-21aRED sollten aufgezeichnet werden.
Dafiir wurde eine Uberproduktion in E. coli BL21(DE3) (TB-Medium, 16 °C, ii. N.), gefolgt von einer
Aufreinigung mit Rekonstitution der CYP450s (iber Nacht, Entsalzung und Aufkonzentration,
durchgefiihrt. Dies lieferte in beiden Fillen Proteinlésungen, die leicht rétlich/braunlich gefarbt waren

und mittels UV/VIS-Spektroskopie untersucht wurden.
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Abb. 28. Spektren der Fusionsproteine Coml-21aRED (59,5 uM) (a) und ComJ-21aRED (47,9 uM) (b).

Die hierbei beobachteten Spektren (Abb. 28) zeigten Absorptionsmaxima bei 410 nm (Coml-21aRED)
oder 411 nm (ComJ-21aRED) sowie eine Schulter bei jeweils 350 - 385 nm. Diese deutet auf Reste von
Haminchlorid (Amax = 365 und 385 nm)! als Folge der Rekonstitution hin, wihrend die Peaks bei 410
bzw. 411 nm die Soret-Banden reprasentieren. Die Maxima, welche von denen der einzeln
vorliegenden CYP450s abweichen (vgl. Abb. 26a und b), lassen sich dabei eventuell tber die trotz
Rekonstitution schwache Auspragung der Banden erkldaren. Durch weitere Optimierung der
Expressionsbedingungen oder Zugabe hdherer Haminchlorid-Konzentrationen wahrend der
Rekonstitution kdnnte wahrscheinlich eine bessere Beladung beider CYP450s mit dem essentiellen
Hamin-Cofaktor erreicht werden. Aufgrund der Untersuchungen anderer Proteine kann aber generell
davon ausgegangen werden, dass eine Addition der RED-Doméane an CYP450s weder die spektralen
Eigenschaften (Reduzierbarkeit, CO-Bindung) wesentlich verandert, noch die Fahigkeit zur Bindung

und katalytischen Umsetzung des nativen Substrats verschlechtert.!®®
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3.1.4 Die PCP-Doméanen von ComC und ComD

Peptidyltrdgerdomanen sind essentielle Bestandteile der NRPS-Maschinerie.** Auch fiir die Aktivitit
NRPS-assoziierter Enzyme, wie biarylkuppelnder CYP450s, ist eine Bindung der Substrate an die PCPs
oft entscheidend. So zeigte sich, dass OxyB aus der Biosynthese von Vancomycin (12) zwar in der Lage
war, ein freies Hexapeptid in das entsprechende, monocyclische Produkt umzusetzen (5 - 10%
Ausbeute), sich die Produktmenge jedoch deutlich verbesserte, je dhnlicher das Substrat der nativen
Form wurde. Bei Bindung an die terminale PCP-Domane der Biosynthese von 12 konnten so bis zu 90%
monocyclisches Peptid erhalten werden.®® Fiir die geplanten Biarylkupplungsassays sollten daher auch
die zu verwendenden, linearen Vorlauferpeptide von Complestatin (37) auf die nativen PCP-Domanen
Ubertragen werden. Dies kann in Form von CoA-Derivaten, wie 39, mittels Sfp (Kapitel 3.1.2) geschehen

(Schema 12).147

Fir eine Klonierung und heterologe Expression wurden die Grenzen und AS-Sequenzen der PCP-
Domédnen von ComC (ComC-PCP1, ComC-PCP2, ComC-PCP3) und ComD (ComD-PCP) lber das
Programm ,PKS/NRPS Analysis‘ vorhergesagt. Da, wie im Falle von comK (Kapitel 3.1.1.2), keine gDNA
von S. filipinensis als PCR-Templat vorhanden war, wurden diese mittels OE-PCR generiert, in
pBluescript Il SK (Fa. Agilent Technologies) kloniert und die resultierenden Plasmide mittels Testverdau
und Sequenzierung Uberprift. An die DNA-Sequenzen der PCP-Domanen wurden dabei insgesamt
zwischen 60 und 96 bp stromauf- und abwarts angefligt. Dies diente dazu, verlangerte Varianten der
kodierenden Sequenzen (plus 36 bp stromaufwarts, plus 9 bp stromabwarts), dhnlich wie sie von Cryle
und seinen Mitarbeitern verwendet wurden,'*92% per PCR zu amplifizieren. Die kodierende DNA der
PCP-Konstrukte wurde anschliefend in pHis8 kloniert. Identitdt und Sequenz der so generierten
Vektoren (pHis8::comC-PCP1, pHis8::comC-PCP2, pHis8::comC-PCP3 und pHis8::comD-PCP) wurden
Uberprift und diese in E. coli BL21(DE3) oder E. coli BAP1 transformiert. Der Stamm E. coli BAP1 besitzt
eine in das Genom integrierte Kopie des fiir Sfp kodierenden Gens.?°! Bei erfolgreicher Expression in
beiden Stammen konnten somit Apo- (E. coli BL21(DE3)) oder Holoform (E. coli BAP1) der PCP-
Domaénen isoliert werden. Abhangig vom Substrat wiirde dies in zukiinftigen Assays die Beladung von
Apo-PCP-Dominen mit CoA-Derivaten (CoA plus Peptidkette) oder die Ubertragung von aktivierten
Peptiden auf den Ppant-Arm von Holo-PCP-Domanen ermoglichen.

Eine Expression von ComC-PCP1 und ComD-PCP erfolgte . N. bei 18 °C in LB-Medium. In der Folge
wurden die rekombinanten Proteine aufgereinigt, entsalzt und aufkonzentriert. Dies lieferte farblose
Proteinlésungen deren Konzentrationen iber die Methode nach Bradford mittels Roti®-Nanoquant-

Losung bestimmt wurde. Die Homogenitat der Losungen wurde mittels SDS-PAGE Uberprift (Abb. 29).
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Abb. 29. SDS-PAGE (12%) verschiedener Schritte der Aufreinigung von ComC-PCP1 (Apoform: 11,12 kDa; Holoform: 11,46
kDa) und ComD-PCP (Apoform: 11,03 kDa; Holoform: 11,37 kDa) aus E. coli BAP1 oder E. coli BL21(DE3). M = ,Unstained
Protein MW Marker’, Z = Uninduzierte Zellen, U = Uberstand des Zelllysats nach Induktion, E = Eluat vor Entsalzung und
Aufkonzentration.

Weiterhin wurden LC-MS-Messungen durchgefiihrt, um zu ermitteln, ob die aufgereinigten PCP-
Domaénen aus E. coli BL21(DE3) als Apoproteine und die aus E. coli BAP1 als Holoproteine vorliegen.
Hierbei wurden 50 pL der verdiinnten Proteinlésungen (Endkonzentration: 1,8 - 2,5 mM) analysiert
(Saule: ,Eurospher Il 100-3 C18A, 150 x 4,6 mm mit Vorsdule’, Programm: ,Complestatin‘). Die
resultierenden HPLC-Chromatogramme zeigten spezifische Peaks bei 14 min 20 s fir ComC-PCP1 (Abb.
30a) und bei 14 min 50 s fiir ComD-PCP (Abb. 31b). Die Retentionszeit der Proteine aus beiden

Stammen war dabei jeweils identisch.

a) b)

ComC-PCP1 - BL21(DE3)

ComC-PCP1 - BAP1 ComD-PCP - BAP1
IL 300 mV
L 150 mV

min min
12 13 14 15 16 17 18 12 13 14 15 16 17 18

Abb. 30. Ausschnitte der HPLC-Chromatogramme von ComC-PCP1 (a) und ComD-PCP (b), welche die Peaks der aus E. coli
BL21(DE3) oder E. coli BAP1 aufgereinigten PCP-Domanen zeigen.

Die Massenspektren dieser Peaks entsprachen den mehrfach positiv geladenen Proteinen (Abb. 31).
Im Falle der Produktion von ComC-PCP1 und ComD-PCP in E. coli BL21(DE3) stimmten die gemessenen

lonenpeaks (blaue Werte) im Rahmen der Abweichung, die aufgrund von Messungenauigkeiten bei
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solch groRen Molekilen mit multipler Ladung zu erwarten ist, mit den errechneten Massen der
Apoproteine (rote Werte) iberein (Abb. 31a und b). Die PCP-Domanen wurden also nicht durch E. coli-
eigene Enzyme modifiziert. Im Falle der Aufreinigung von ComC-PCP1 und ComD-PCP aus E. coli BAP1
waren lonenpeaks sichtbar, die sowohl der Apo- als auch der Holoform entsprachen. Die quantitative
Verteilung lag hierbei fir ComC-PCP1 geringfiigig auf Seiten der Holoform und fiir ComD-PCP deutlich
auf Seiten der Apoform (Abb. 31c und d). Dies zeigte, dass beide Proteine sich in vivo durch Sfp
aktivieren lielen, wenn auch unvollsténdig. Dass eine Umsetzung zum Holoprotein in beiden Fallen
nicht komplett ablief, kann eventuell mit der Expressionstemperatur von 16 °C erklart werden, welche
deutlich unter der normalerweise bei in vitro-Beladungen mit Sfp verwendeten Temperatur von 37 °C
liegt.5>1%¢ Dies verringert die Sfp-Aktivitit scheinbar zu sehr, so dass eine vollstindige Beladung der

Uberproduzierten PCP-Domanen nicht mehr moglich war.
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Abb. 31. Massenspektren der mit den PCP-Domaénen korrelierenden HPLC-Peaks aus Abb. 30. a) ComC-PCP1 aus E. coli
BL21(DE3). b) ComD-PCP aus E. coli BL21(DE3). ¢) ComC-PCP1 aus E. coli BAP1. d) ComD-PCP aus E. coli BAP1. z = X"
lonenpeaks mehrfach positiv geladener Molekile mit Ladung X; *: lonenpeaks phosphopantetheinylierter PCP-Doménen;
Rote Werte: Errechnete Massen, Blaue Werte: Gemessene Massen.

Um zu testen, ob eine vollstdndige Aktivierung der Apoformen von ComC-PCP1 und ComD-PCP aus E.

coli BL21(DE3) mdglich ist, wurden in vitro-Untersuchungen mit Sfp durchgefiihrt (Kapitel 3.1.2).

Hierfir wurde eine der PCP-Domanen (2 mM ComC-PCP1 oder 2,5 mM ComD-PCP) mit Sfp (17,5 uM)

und CoA (Trilithium-Salz, 500 uM) (17) in Tris-HCl-Puffer (50 mM, 50 mM MgCl,, pH 7,5,) auf Eis

gemischt und flr 1 h bei 37 °C inkubiert. Eine Negativkontrolle erfolgte ohne Zugabe von Sfp. Alle

Proben wurden anschlieend zentrifugiert (14.000 rpm, 5 min, 10 °C) und 50 pL (ComC-PCP1-Assay),
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25 L (Negativkontrollen) oder 12,5 pL (ComD-PCP-Assay) der Uberstinde mittels LC-MS (Saule:

,Eurospher 11 100-3 C18A, 150 x 4,6 mm mit Vorsaule‘, Programm: ,Complestatin‘) analysiert.
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Abb. 32. Massenspektren der mit den PCP-Domaénen (aufgereinigt aus E. coli BL21(DE3)) korrelierenden HPLC-Peaks nach
Beladungstests mit Sfp und CoA (17). a) ComC-PCP1. b) ComD-PCP. z =,X": lonenpeaks mehrfach positiv geladener Molekiile
mit Ladung X; *: lonenpeaks phosphopantetheinylierter PCP-Domanen; Rote Werte: Errechnete Massen, Blaue Werte:
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Dies zeigte, dass ComC-PCP1 komplett in Holoform vorlag und somit vollstandig beladen wurde (Abb.
32a). Auch ComD-PCP schien komplett aktiviert zu werden, da fast ausschlieflich Massensignale mit
signifikanter Intensitdt identifiziert werden konnten, welche den Massen der phospho-
pantetheinylierten PCP-Variante entsprachen (Abb. 32b). Die einzige Ausnahme bildete hier der Peak
mit 921,9 m/z, welche dem Apo-PCP entsprechen kénnte. Diese Masse wich jedoch vom vorher
gemessenen Wert (Abb. 31b; 921,0 m/z bei 12-facher Ladung) und deutlich vom errechneten Wert
(920,5 m/z bei 12-facher Ladung) von ComD-PCP mit Ppant-Arm ab. Aufgrund dessen und wegen des
Fehlens weiterer lonenpeaks der Apoform ist somit davon auszugehen, dass es sich bei dieser Masse
um ein Messartefakt handelte. Die Massenspektren der Negativkontrollen (Daten nicht dargestellt)
entsprachen denen der Apoproteine, welche aus E. coli BL21(DE) aufgereinigt wurden (Abb. 31a

und b).

Da ComC-PCP1 und ComD-PCP sich heterolog exprimieren lieBen, stehen diese fiir zukiinftige
enzymatische Umsetzungen mit Coml und ComJ, wie in Schema 12 dargestellt, zur Verfligung. Eine
Expression in E. coli BAP1 lieferte dabei lediglich eine Mischform aus Apo- und Holoprotein, wahrend
die Apoformen aus E. coli BL21(DE) komplett mit Sfp aktiviert werden konnten. Daher wurde
entschieden, in der Folge nur noch Aufreinigungen der Apo-PCP-Domaénen aus E. coli BL21(DE), gefolgt
von einer anschlieBenden in vitro-Aktivierung durchzufiihren.

ComC-PCP1 wurde bereits in ersten enzymatischen Biarylkupplungsassays von Frau Dr. Aldemir
genutzt. Hierbei wurde eine Peptidkette bestehend aus den ersten vier Aminosduren der

Complestatin-Biosynthese, welche an die PCP-Domane gebunden war, als natives Substrat verwendet.
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Die lineare Kette wurde in Form eines mit Thiophenol aktivierten Esters eingesetzt was die
Ubertragung auf die bereits mit CoA (17) und Sfp aktivierte PCP-Doméane ermoglichte.** Vergleichbare
Untersuchungen wurden von Frau Dr. Aldemir auch mit ComC-PCP1 und dem CoA-Derivat des
Tetrapeptids durchgefiihrt (unveroffentlichte Ergebnisse). In beiden Fallen blieb eine Umsetzung zum
monocyclischen Produkt jedoch aus. Diese Untersuchungen unterstiitzen somit die Annahme, dass
eine Biarylkupplung nur an einem PCP-gebundenen Peptid vollstandiger Lange (40) ablduft. Weiterhin
lieBen spatere Publikationen vermuten, dass die Installation der Biarylbindung von 37 in der zeitlichen
Abfolge nach der Kniipfung des Biarylethers erfolgt und von dessen Vorhandensein abhingt.?® Eine
enzymatische Installation der entsprechenden Bindung innerhalb des Tetrapeptids ware somit

benachteiligt.

3.1.5 Die potentielle X-Domane von ComD

Neuere Untersuchungen der Biosynthese von Glycopeptid-Antibiotika zeigen die Beteiligung einer
sogenannten X-Domane an der Ausbildung von Biaryl- und Biaryletherbindungen. Diese wurde bislang
als C- oder E-Domadne klassifiziert und befindet sich in der NRPS strukturell vor der terminalen
TE-Domane.*7>2% |hre genaue Funktion besteht in der sequentiellen Rekrutierung der notwendigen
CYP450s uber eine gemeinsam genutzte Bindestelle. Die Rekrutierung verlauft hierbei scheinbar tber
einen als ,Substratabtastung’ (engl. ,Substrate scanning”) bezeichneten Prozess, in dem die
unterschiedlichen CYP450s der Biosynthese um die Bindestelle konkurrieren. Abhdngig von Art und
Anzahl der bereits eingebrachten Biarylbindungen kénnen sie dann entsprechend ihrer Position im
Ablauf der Biosynthese binden und katalytisch aktiv werden.”?”

Auch ComD, die abschlieRende NRPS der Complestatin-Biosynthese, besitzt vermutlich eine solche
Domane,® fiir die falschlicherweise zuerst eine Funktion als E-Doméne angenommen wurde.'?” Ebenso
liefert eine Analyse der Primarstruktur von ComD mittels ,PKS/NRPS Analysis‘ oder ,InterPro’ (beide
Kapitel 4.1.5) mit der funktionellen Zuordnung als C-Domane eine abweichende Vorhersage. Dies war
jedoch nicht weiter verwunderlich, da X-Domanen eine strukturelle Verwandtschaft zu
Kondensationsdoméanen aufweisen.”

Wurden die tber ,PKS/NRPS Analysis‘ vorhergesagten X-Domanen von ComD (ComD-X; Complestatin;
GenBank-ID ComD: AAK81827), Tcpl2 (Tei-X; Teicoplanin; GenBank-ID Tcpl2: CAE53353) und
PCZA363.5 (Chl-X; Chloroerymomycin; GenBank-ID PCZA363.5: CAA11796) mittels Clustal Omega (Abb.
33) und blastp verglichen, so zeigte sich eine hohe Sequenziibereinstimmung von ComD-X zu den

anderen beiden Doméanen (ComD-X zu Chi-X: Cover = 100%, E-value = 1e-154, Identitat = 54%,
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Gemeinsamkeit = 66%; ComD-X zu Tei-X: Cover = 100%, E-value = 7e-138, ldentitdt = 53%,

Gemeinsamkeit = 66%).

ComD-X PDPLPLTAGQLRTWLLDRLDGDGTPAHHALALRVGGALDRDALTAALGDVADRHEILRTT
Tei-X PERVPLTARQLRAWLLARPSEETRGRHLSVALRLRGRLDVAALEAALRDVAARHEILRTT
Chl-X PDRVPLTARQLRAWLLARPGEDTADQHVSITLRLGGKLNVPALAAAIGDVAARHEILRTT
*: :**** ***:*** * . . * :::**: * *: * K **k: Kk khkKk Ak kKkkk kK
ComD-X FPGTGRSVHQRVLEPEAGRPELRLTEAGEEELPALLRQATAHTFDLTREVPWNHTLEFALS
Tei-X FPGDAQTVHQHIHDAAP--VRLTPVPATEEDLPARLAERGEQLFDLTRDMPWRCELFALS
Chl-X FPGDAQSVHQHVHDALA--IELTPVPATEEDLPGLLAERRESVEDLTQEVPWRCDLEQLS
Kk eakkkae. . KLk Rk akx k. KKK K oo kKk | kK kK
ComD-X DTDHVLHLLVHRIAADAQSTGVLMRDLAAAYGARRRGRAPERAPLPLOQFADYALWERELL
Tei-X EKEHVLSVTVHRIAADDDSMDVFFRDLAAAYGARRAGRAPERAPLALQFADYAIWEQRLL
Chl-X EKDHVLQVKIHRILADDDSMDVFFRDLAAAYGARREGRVPERAPLALQFADFAIWEHRLL
s RRk s sk kk Kk sk ks akkkkkkkokokkk Ak kkkkkk kkkkk k. kk. Kok
ComD-X NGEQDRETLAWDEIQYWRGALDNAPEGLELPTDRERPVLPTRRAGSVPVGLGAEAHARLT
Tei-X DGEREQDSLINDQITFWRNHLAGIDQETVLPFDRARPAIPSRRAGTVALRLDAGPHARLA
Chl-X EDEQELDSLINEQIVFWRDNLAGIDGETVLPFDRPRSAVPSRRAGTVALRLDADPHARLT
.*:: ::* ::* :**' * . *k kK KX .:*:****:* H *.* ****:
ComD-X AAAEPSGASAFTVVQTALALLLGRLGATDDVIVGTVLPRSDDEVELEGLIGAFERPLALR
Tei-X EAVESAGADMPQLVQAALAMLLTRYGAGTDLVIGTTLPRDEDLIDLEPMIGPFARPFPVR
Chl-X AVAEPVGADTLOMVHAALAMLLAKFGAGHDVVIGTTLPRDEELFDLEPMIGPFTRPLALR
RE sk akkkaokk 2 kK ke aokk kkK e akk kK Kk KKk ook
ComD-X TDLSGDPTFTELLGRAHDAGREARRRQDVPFARLLEALDLPPTPDRHPVFQVALDVHDEG
Tei-X TDLSADPTFLEVVARVQEAVREARQHLDVPFEKIPELLALPGSLSRHPVYQVGLQVREED
Chl-X TDVSGDPTFLEVVTRVQEAAQAAGEHLDVPFERIVELLDLPASLSRHPVFQVGLQVDEED
**:*.**** *:: *.::* H * . * Kk Kk Kk T * k k% H .****:**.*:* :*.
ComD-X EDPWDAWQLPGLNTSPVDLGTDAMEFDLSLHLDETEDLDGAPGGLAGELRYATDLEFDPTT
Tei-X NGAWDAAELPALRTSVEPTGVEAIELDLAFALTERRNDDDDEDGIEGALHYAADLFDHDT
Chl-X IDGWDAAELPALRTSVEPGGTEAMELDLAVKLTERFDDDDNSGGIEGALHYATDLFDEAT
KEK  okk ok kK K ekekekka ok X . Kk LKk kakkakkAx Kk
ComD-X AAAFAARLVRVLEQVADDPELRVGDV
Tei-X AASLARRLVRVLEQVAEDPGRRISDL
Chl-X AESVARRLVRVLEQVAEDPQRRISDL

* ok khkkkkkkkkhkk o okk koo K.

Abb. 33. Clustal Omega-Alignment der X-Domé&nen aus den Biosynthesewegen von Complestatin (ComD-X), Teicoplanin (Tei-
X) und Chloroerymomycin (Chl-X). Konservierte AS-Positionen des aktiven Zentrums von C-Domaénen sind grau hinterlegt.
Mutation im Vergleich zur kanonischen Sequenz sind fett markiert. (Asterisk ,*“: Konservierte Position; Doppelpunkt ,:“:
Position mit stark dhnlicher Eigenschaft; Punkt ,,.“: Position mit schwach dhnlicher Eigenschaft)

Auch zeigte sich, dass ComD-X Reste eines aktiven Zentrums von C-Domanen besitzt (Abb. 33). Dieses
scheint, wie im Falle von Tei-X, durch Mutationen der konservierten Aminosduresequenz HHxxxDG an
den Positionen zwei und sieben (ComD-X: HRxxxDA; Tei-X: HRxxxDD) inaktiv geworden zu sein.”

Neben der hohen Sequenziiberstimmung zu bekannten X-Domanen spricht das Vorhandensein der
Aminosauresequenz PRDD in Coml und Com)J (Kapitel 3.1.3), die entscheidend fiir eine Interaktion von
X-Doméne und CYP450s ist,”® fiir das Vorhandensein einer Doméne diesen Typs in der Complestatin-

Biosynthese.
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Bereits in friiheren Arbeiten unserer Gruppe wurden Assays zur Generierung quervernetzter
Complestatin-Derivate durchgefiihrt. Hierbei ging man aufgrund des damaligen Wissenstandes davon
aus, dass das in Schema 12 dargestellte enzymatische System bereits ohne X-Doméne vollstindig sei.}*
Da eine Didoméane aus PCP und X-Domdane aber entscheidend fiir den Erfolg der enzymatischen
Biarylkupplung zu sein scheint, sollten zukiinftige Assays um diese Komponente ergdnzt werden.
Aufgrund fehlender gDNA als Templat wurde der fiir die Didomane kodierende Bereich von comD
(comD-PCP+X-opt) in Codon-optimierter Form fiir eine Expression in E. coli (iber die Firma GenScript
bezogen. Vom erhaltenen Vektor pUC57::comD-PCP+X-opt wurde dann comD-PCP+X-opt plus 36 bp
stromaufwarts der PCP-Sequenz amplifiziert. Hierdurch wurden, wie bereits bei den einfachen PCP-
Domanen (Kapitel 3.1.4), zwolf Aminosduren an den N-Terminus der Gber ,PKS/NRPS Analysis’
vorhergesagten Aminosauresequenz des PCP angefiigt. AuBerdem wurde der Abschnitt amplifiziert,
welcher lediglich fur die X-Domane kodiert (comD-X-opt). Beide Sequenzen wurden in den
Expressionsvektor pHis8 kloniert und nach einer Uberpriifung mittels Testverdau und Sequenzierung
in E. coli BL21(DE3) transformiert. Die Expression erfolgte bei 20 °C U. N. in TB-Medium. Nach einer
Aufreinigung der Proteine liber Nickel-Affinitatschromatographie wurden diese bei Bedarf entsalzt und
aufkonzentriert. Die Reinheit der resultierenden, farblosen Losungen wurde per SDS-PAGE (iberprift.
Diese zeigte Banden der erwarteten GroRe (vgl. Tab. 52) fiir die aufgereinigte und entsalzte X-Domane
ComD-X (53,67 kDa; Abb. 35a) und das Eluat der aufgereinigten Didomane ComD-PCP+X (62,26 kDa;

Abb. 35b). Die Konzentrationen der Proteinlésungen wurden mittels Nanophotometer bestimmt.

Um eine Affinitat von Coml und ComlJ zur X-Domane zu testen, sollten Bindungstests der beiden
CYP450s mit der ComD-PCP+X Didomane durchgefiihrt werden. Diese basieren auf der Annahme, dass
sich Coml und ComJ (ohne Polyhistidin-Tag) bei einer Inkubation mit ComD-PCP+X (plus Polyhistidin-
Tag) an die Bindestelle der X-Domane anlagern. In einer nachfolgenden Nickel-
Affinitatschromatographie ware dann eine Co-Elution beider Proteine zu beobachten.

Fir eine heterologe Expression von Proteinen ohne Polyhistidin-Tag wurde der Vektor pHis8C(+)-TEV
auf Grundlage von pHis8 nach dem Protokoll von Chiu et al. (2008) konstruiert (Kapitel 4.4.4.5),203.204
pHis8C(+)-TEV (Abb. 34) zeichnet sich durch die Deletion der kodierenden Bereiche des N-terminalen
Octahistidin-Tags (His8-Tag) und der Thrombinschnittstelle aus. C-terminal wurde die Sequenz des
vorhandenen Hexahistidin-Tags (His6-Tag) zu der eines His8-Tags verlangert. Dabei wurde diese durch
das Einbringen von vier CAT-Codons geringfiigig flir eine Expression mittels E. coli optimiert. Weiterhin
wurde die Multiple Klonierungsstelle (engl. ,Multiple cloning site“, MCS) um die
Restriktionsschnittstellen von Kpnl und Nhel erweitert und eine Sequenz fiir die Schnittstelle der

Tabakatzvirus-Protease (engl. ,Tobacco etch virus“, TEV) zwischen MCS und neuem His8-Tag

eingebracht.
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pHis8  //— Hise-Tag Hrhrombinll  mes |l hise-Tag |/

Deletion

Insertion

pHis8C(+)-TEV //—| | MCs+ H TEV HHiss-Tag+ }—//

|
Kpnl Nhel

Abb. 34. Anderungen bei der Konstruktion von pHis8C(+)-TEV im Vergleich zum Ursprungsvektor pHis8. Thrombin / TEV:
Protease-Schnittstellen; MCS+: Multiple Klonierungsstelle von pHis8 erweitert um Erkennungssequenzen fir Kpnl und Nhel;
His8-Tag+: His6-Tag von pHis8 umgewandelt in teilweise (flr E. coli) Codon-optimierten His8-Tag.

Uber die Klonierung von Genen mit Stopcodon in die MCS des neuen Vektors war es nun méglich
Proteine ohne Histidin-Tag fir die oben erwadhnten Bindungsstudien zu produzieren. Werden Gene
ohne Stopcodon kloniert ist pHis8C(+)-TEV weiterhin fiir die Uberproduktion von Proteinen mit einem
C-terminalen Octahistidin-Tag geeignet. Hierfir wurde der Vektor bereits erfolgreich in unserer

Arbeitsgruppe verwendet.®®

Neben Coml und ComlJ sollten fir die Bindungsuntersuchungen die beiden CYP450s aus dem
Gencluster von Kistamicin (38), welches strukturell eng mit Complestatin (37) verwandt ist (Abb. 11),3¢
sowie Fpr (Kapitel 3.1.1.1) als Negativkontrolle verwendet werden. Hierfir wurden die fiinf
kodierenden Gene plus Stopcodon mit geeigneten Restriktionsenzymen aus bereits erzeugten
Vektoren ausgeschnitten und in pHis8C(+)-TEV kloniert. Als Ausgangsvektoren dienten hierbei
pHis8::fpr (BamHI und Xhol), pHis8::coml-opt (BamHI| und Notl) und pHis8::comJ-opt (EcoRl und Notl)
(siehe Kapitel 3.1.1.1 und 3.1.3) oder pHis8-TEV::kis-P450-1 und pHis8-TEV::kis-P450-2 (beide EcoRI
und BamHlI), welche durch Frau Kalina Kusserow aus unserer Arbeitsgruppe hergestellt wurden
(Konstruktion pHis8-TEV, siehe Kapitel 3.1.7). Die resultierenden Konstrukte wurden in E. coli
BL21(DE3) transformiert. Eine Uberproduktion der Proteine ohne Tag (in der Folge gekennzeichnet
durch ...-mT = minus Tag) erfolgte bei 22 °C . N. in LB-Medium. Als weitere Negativkontrolle wurde

eine Kultur von E. coli BL21(DE3) ohne Insert unter den gleichen Bedingungen inkubiert.

Fiir die ersten Bindungstests wurden die Zelllysat-Ubersténde der E. coli-Kulturen mit Fpr-mT, Coml-
mT und ComJ-mT sowie ohne Insert verwendet. Diese wurden mit bereits an Nickelharz gebundenem
ComD-PCP+X (62,26 kDa) inkubiert. AnschlieRend erfolgte eine Standardaufreinigung mit einem
Waschschritt (20 mM Imidazol) und Elution der Proteine. Die Lysat-Uberstinde und Aufreinigungen
wurden dann mittels SDS-PAGE Uberpriift (Abb. 35b und c). Dies zeigte, dass von den drei Proteinen
ohne Histidin-Tag nur ComJ-mT (48,17 kDa) gut exprimiert wurde und scheinbar in geringem Mal3e an
die Didomane band, da es im Wasch- und Elutionsschritt mit dieser co-eluierte. Dies wird von der

Beobachtung unterstiitzt, dass das Harz nach der Inkubation mit dem Lysat-Uberstand die fiir CYP450s

75



Ergebnisse und Diskussion

charakteristische rotliche Farbung aufwies. Auch der erste Teil der Elutionsfraktion war rétlich gefarbt.
Aufgrund fehlender Produktion von l6slichem Fpr-mT (28,26 kDa) und Coml-mT (45,25 kDa) konnten
hier keine Aussagen Uber die Bindeaffinitdt zu ComD-PCP+X getroffen werden. Die misslungene
Uberproduktion ging dabei vermutlich auf die Verwendung fehlerhafter Klone zuriick, da eine
Expression von fpr und coml-opt mittels pHis8 bereits erfolgreich war (Kapitel 3.1.1.1 und 3.1.3). Der
Verlust des Polyhistidin-Tags dirfte nicht zu einer Behinderung dieser fiihren. Eine erneute
Transformation der Plasmide und Uberpriifung der resultierenden Klone mittels PCR sollte hier Abhilfe
schaffen. Eine zusitzliche Inkubation des Nickel-gebundenen ComD-PCP+X mit Lysat-Uberstand der
Kultur ohne Insert hatte im Vergleich zur normalen Expression und Aufreinigung keine veranderten,

unspezifischen Bindungen von E. coli-Proteinen zur Folge (Abb. 35b).

a) b)  CombD-PCP+X Uberstand c) Uberstand Uberstand Uberstand
\ Aufreinigung E. coli BL21(DE3) Fpr-mT Coml-mT ComJ-mT
&Q' T 1T 1 T 1T 1T 1
S @ ZUDWEMU DWEM O DWEMUDWEMU DW E
- T S e > - e
116,0 kDa — —116,0kDa — === -
66,2 kDa — . - 66,2kDa - [
—
45,0 kDa — - 45,0kDa - -
35,0 kDa = — 35,0kDa - -
25,0kDa = = — 25,0kDa - . ! -
- ==
18,4 kDa — - 184kDa-— @& -!l

Abb. 35. SDS-PAGE (12%) zur Uberpriifung des a) aufgereinigten, entsalzten und aufkonzentrierten Proteins ComD-X (53,67
kDa; 1,6 pg Protein aufgetragen) und der b) (Linke Seite) Aufreinigung von ComD-PCP+X (62,26 kDa; Eluat mit 2,7 pg Protein
aufgetragen). AuBerdem Analyse der Bindungstests von ComD-PCP+X mit den Lysaten einer b) (Rechte Seite) E. coli
BL21(DE3)-Kultur ohne Insert oder ¢) mit Fpr-mT, Coml-mT oder ComJ-mT. M = ,Unstained Protein MW Marker’, Z =
Uninduzierte Zellen, U = Uberstand des Zelllysats nach Induktion, D = Durchfluss, W = Waschfraktion, E = Eluat vor Entsalzung
und Aufkonzentration.

Generell deuten diese ersten Ergebnisse darauf hin, dass eine starke Affinitat der X-Domane von ComD
zu Coml) der Complestatin-Biosynthese besteht. Aufgrund des Fehlens einer verlasslichen
Negativkontrolle in Form von Fpr-mT kénnte es sich bei der beobachteten Bindung von ComJ-mT an
ComD-PCP+X jedoch auch um ein Artefakt aufgrund einer zu groRen Menge des CYP450, oder um
mangelnde Reinigung des Harzes von unspezifisch gebundenen Proteinen handeln. Um dies
auszuschlielRen sollte der Bindungstest mit einer funktionellen Negativkontrolle wiederholt werden.
Weiterhin sollte das Nickel-Harz mit gebundenem ComD-PCP+X erst mit Imidazol-haltigem Puffer
gewaschen und dann mit den Lysat-Uberstanden inkubiert werden. Ein anschlieBender zweiter
Waschschritt sollte dann mit Puffer ohne Imidazol erfolgen. Dies kénnte den Verlust von gebundenem

Protein ohne Tag durch Ablésung der Didomane vom Nickel-Harz verhindern.
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Weiterhin wurde in anderen Untersuchungen eine hohere Affinitdt von CYP450s zu X-Domaénen
beobachtet, wenn die X-Domane alleine exprimiert wurde und nicht an eine PCP-Domane ohne
mogliches Peptidsubstrat gebunden ist.”” Daher kénnte eine Verwendung des ebenfalls heterolog
exprimierten ComD-X (Abb. 35) anstelle von ComD-PCP+X fiir Bindungstests von Vorteil sein.

Neben der oben beschriebenen Methode liber Co-Elution und SDS-PAGE kdnnte die Analyse dabei
auch, wie von Haslinger et al. (2015) erwahnt, mittels veranderter Retentionszeiten wahrend einer
GroRenausschluss-Chromatographie oder verringerter Mobilitdt der Proteine bei einer nativen
Polyacrylamidgelelektrophorese erfolgen.”

Aus zeitlichen Grinden war eine Wiederholung der Bindungstest mit den vorgeschlagenen
Anderungen nicht mehr méglich. Die Konstrukte der Kistamicin-CYP450s ohne Histidin-Tag konnten

aus demselben Grund nicht mehr getestet werden.

Als abschlieBende Untersuchung zu ComD-PCP+X sollte Gberpriift werden, ob sich der PCP-Teil der aus
E. coli BL21(DE3) aufgereinigten Didomane entsprechend der alleinstehenden Domanen ComC-PCP1
und ComD-PCP (Kapitel 3.1.4) mittels Sfp (Kapitel 3.1.2) und 17 aktivieren lasst. Hierfir wurde ComD-
PCP+X (120 uM) mit Sfp (5 uM) und CoA (Trilithium-Salz, 100 uM) (17) in Tris-HCI-Puffer (50 mM, pH
7,5, 50 mM MgCl,) auf Eis gemischt und fiir 1 h bei 30 °C inkubiert. Ein identischer Ansatz ohne Zugabe
von CoA diente als Negativkontrolle. Die Analyse der Proben erfolgte anschliefend nach Zentrifugation
(13.500 rpm, 10 min) bei Raumtemperatur (RT) indem 60 uL der Uberstinde mittels LC-MS (Saule:
,Eurosil Bioselect 300-3 C4, 250 x 4 mm mit Vorsaule’, Programm: ,Biarylkupplung’) analysiert wurden.
Dabei zeigte der mit ComD-PCP+X korrelierende HPLC-Peak (Abb. 36a) bei Zugabe von CoA (17) nur
Massen der mehrfach geladenen, phosphopantetheinylierten Didomane (Abb. 36b; rote Werte:
errechnete Massen, blaue Werte: gemessene Massen). Der entsprechende HPLC-Peak des Ansatzes
ohne 17 (Abb. 36a) wies hingegen nur lonenpeaks des mehrfach geladenen Proteins ohne Ppant-Arm
auf (Abb. 36b). Einzige Ausnahme war der lonenpeak mit einer Masse von 1522,9 m/z, welcher der
unbeladenen Didoméane entsprechen kénnte (errechnete Masse: 1519,7 m/z). Da sich jedoch keine
weiteren Peaks des Apoproteins finden, scheint dieser Messwert ein Artefakt zu sein. In beiden Fallen
wichen errechnete und gemessene Massen aufgrund der hohen Ladungen, die detektiert wurden,
geringfligig voneinander ab. Die Retentionszeit der HPLC-Peaks von Apo- und Holoform lag in beiden

Fallen bei 14 min 50 s.
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Abb. 36. a) HPLC-Peaks der Apo- (Ansatz ohne 17) und Holoform (Ansatz mit 17) von ComD-PCP+X aus den entsprechenden
Chromatogrammen. b) Massenspektren der beiden Peaks von ComD-PCP+X. Aus Griinden der Ubersichtlichkeit wurden die
lonen. z =,X’: lonenpeaks mehrfach positiv geladener Molekile mit Ladung X; *: lonenpeaks phosphopantetheinylierter PCP-
Domanen; Rote Werte: Errechnete Massen, Blaue Werte: Gemessene Massen.

Die vollstandige Umsetzung zum Holoprotein bestatigte dabei, dass eine Verwendung der Didoméane
keine Auswirkungen auf die Aktivierbarkeit der PCP-Domane (= ComD-PCP) hatte. Dies war auch nicht
zu erwarten, da das Protein durch Anfligen der X-Domaéne lediglich um einen nativen Teil der
urspringlichen NRPS erweitert wurde. ComD-PCP+X ist somit fiir kommende Assays verfugbar, da es

heterolog exprimiert werden kann und sich in vitro durch Sfp aktivieren lasst.

3.1.6 Die chemo-enzymatische Synthese von Complestatin (37) und entsprechender Derivate

Die Assays zur Biarylkupplung wurden wie in Schema 12 dargestellt durchgefiihrt. Dabei wurden das
bereits beschriebene Fpr/PetF-Elektronentransfersystem (Kapitel 3.1.1.1) sowie die akzessorischen
Proteine Sfp und Gdh (Kapitel 3.1.2), die Cytochrom P450-Enzyme Coml und ComJ (Kapitel 3.1.3) und
die Didomadne ComD-PCP+X (Kapitel 3.1.5) verwendet.

Zuerst wurde die Didoméane mit der CoA-gebundenen, linearen Complestatin-Kette (39), welche von
Frau Dr. Aldemir aus unserer Arbeitsgruppe synthetisiert und bereitgestellt wurde, analog zu Vitali et
al. (2003) beladen.* Hierfir inkubierte man 39 (100 uM; 1:1 geldst in H,0 und ACN) und ComD-PCP+X
(120 uM) 1 Stunde lang unter dreimaliger Zugabe von Sfp (5 uM alle 20 min) bei 30 °C in Tris-HCI
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(50 mM, pH 7,5). Fiir eine spatere Negativkontrolle der Assays wurde eine weitere Reaktion ohne
Zugabe von CoA-gebundenem Heptapeptid (39) hergestellt. Ansatz und Durchfiihrung waren dabei
identisch zu den reguldren Beladungen.

Da Voruntersuchungen zur Beladung von ComD-PCP mit 39 und Sfp durch Frau Dr. Aldemir bereits
erfolgreich verliefen (Daten nicht gezeigt) und auch ComD-PCP+X mit einem Ppant-Arm beladen
werden konnte (Kapitel 3.1.5), wurde davon ausgegangen, dass auch ComD-PCP+X Uber Sfp mit 39
aktiviert werden kann. Die dreimalige Zugabe von Sfp sollte dabei zusatzlich eine vollstandige Beladung
garantieren. Eine anschliefende Aufreinigung der aktivierten Didomane erfolgte nicht, da Versuche
dieser Art mit einer Substrat-gebundenen PCP-Doméane aus der Biosynthese von Arylomycin (19)
bereits erfolglos waren.?® Vielmehr wurden die Biarylkupplungsassay unter direkter Zugabe der
benétigten Komponenten zur 40-haltigen Lésung durchgefiihrt.}4%2% Mit einer Beeintrichtigung der
folgenden Reaktionen war dabei nicht zu rechnen, da die Funktionsweise von Sfp definiert ist (Kapitel
3.1.2) und auch eventuell noch vorhandenes, freies CoA-Substrat (39) durch die beteiligten CYP450s
umgesetzt werden kann, wenn auch mit geringerer Affinitat.*

Eine Zugabe der weiteren Assay-Komponenten (Tab. 2) erfolgte auf Grundlage der Untersuchungen

von Woithe et al. (2007) mit OxyB der Vancomycin-Biosynthese.®®

Tab. 2: Bestandteile des enzymatischen Biarylkupplungsassays, die der Losung des Substrats 40 zugesetzt wurden.

Funktion Biaryl- / Biaryletherkupplung Elektronendonorsystem NADPH-Regeneration
Komponente Coml Coml Fpr PetF NADPH Gdh Glucose
Endkonzentration 8 uM 8 uM 10 uM 20 uM 1mM 20 uM 1mM

Hierbei wurde einem Ansatz zuerst Coml, welches vermutlich die erste Kupplung in die lineare
Complestatin-Kette einbringt,?® zugegeben und bei 30 °C inkubiert. Nach 30 min erfolgte die Zugabe
des zweiten CYP450 Coml und eine weitere Inkubation fiir 30 min bei 30 °C. Analog zu den Ergebnissen
mit OxyB der Teicoplanin-Biosynthese wurde hierbei erwartet, dass eine sequentielle Zugabe der
CYP450s die Ausbeute des ersten Kupplungsschritts verbessert, da so der Wettbewerb der CYP450s
um die Bindestelle der X-Domane fiir eine gewisse Zeit vermieden wird.”” Zu Vergleichszwecken wurde
ein zweiter Ansatz hergestellt, bei dem die Zugabe von Coml und ComJ gleichzeitig stattfand. Die
Inkubation erfolgte fliir 60 min bei 30 °C. Die Herstellung der Negativkontrolle erfolgte ebenfalls mit
gleichzeitiger Zugabe der beiden CYP450s. Hierbei wurde jedoch die oben erwahnte Reaktion zur PCP-
Beladung ohne 39 mit den Assay-Komponenten komplettiert. Die Negativkontrolle wurde ebenfalls fir

60 min bei 30 °C inkubiert.
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Die drei Ansdtze wurden anschlieBend mit einer wassrigen Methylhydrazin (CHsN2H2) -Losung
(50% v/v) versetzt und bei 30 °C (30 min, 800 rpm) inkubiert, um den Thioester zwischen Ppant-Arm
und der gebundenen Peptidkette zu spalten.5®762%° Djes sollte die nachfolgende Analyse méglicher
Biarylverkniipfungen erleichtert werden, da die Unterschiede zwischen der linearen Complestatin-
Kette zur Complestatin-Kette mit Biaryletherbindung (Coml) lediglich m/z = 2 und zur Complestatin-
Kette mit Biaryl- und Biaryletherbindung (Coml und ComJ) nur m/z = 4 betragen. Der eindeutige
Nachweis dieser an ComD-PCP+X gebundenen Complestatin-Ketten allein Gber eine Veranderung des
Massenspektrums ware aufgrund der Messungenauigkeiten bei der Detektion eines mehrfach

geladenen Proteins dieser GréRe (62,26 kDa) nur schwer moglich (vgl. Kapitel 3.1.4 und 3.1.5).

Bei der Abspaltung der enzymatisch modifizierten Complestatinkette war mit zwei Produkten zu
rechnen. Zum einen konnte das durch Coml und ComlJ an beiden Positionen gekuppelte Peptid (41)
entstehen und als Methylhydrazinderivat (42) freigesetzt werden (Schema 12). Zum anderen war eine
unvollstandige Umsetzung von 40 moglich. Hierbei wiirde das lediglich durch Com)J an einer Position
gekoppelte Peptid (68) gebildet und mittels Methylhydrazin abgespalten werden (69) (Schema 17). Da
die Coml-katalysierte Installation des Biarylethers einer nachfolgende Biarylkupplung durch Coml

vorausgeht,*?® war nicht mit der Bildung der einfach gekuppelten Kette mit Biarylbindung zu rechnen.
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Schema 17. Syntheseweg der einfach durch ComJ quervernetzten Complestatin-Kette, als mogliches Nebenprodukts des
enzymatischen Assays (= Enzy. Assay), CHsN2H; = Methylhydrazin.

Nach der Spaltung mittels Methylhydrazin wurden die Proteine des Assays durch Zugabe von 2% (v/v)
TFA gefallt und mittels Zentrifugation (13.500 rpm, 10 min, RT) entfernt. Der 16sliche Uberstand wurde

anschlieRend per LC-MS mit einer ,Eurosil Bioselect 300-3 C4‘-S&ule (250 x 4 mm mit Vorsaule) und
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dem Programm ,Biarylkupplung’ analysiert. Die resultierenden Chromatogramme (Abb. 37) zeigten
fast ausschlieRlich Signale, die aufgrund der Messung von Referenzen zugeordnet werden konnten
(Methylhydrazin, Proteine, 40 bzw. ComD-PCP+X) oder die auch in der Negativkontrolle zu finden
waren (11 min 25 s oder 12 min 15 s) und daher nicht einem der gesuchten Produkte 42 oder 69
entsprechen kénnen. Die einzige Ausnahme bildete hierbei eine Schulter des Peaks von 40 bzw. ComD-
PCP+X bei aufeinanderfolgender Zugabe der CYP450s (14 min). Dieser war bei gleichzeitiger Zugabe
von Coml und ComJ zum Assay nicht sichtbar. Eine Umsetzung ware aber auch hier, trotz einer
Konkurrenzsituation der beiden CYP450s, zu erwarten. Die Ausbeute konnte dabei zwar leicht
vermindert sein,”” ausgehend von der Intensitit des Peaks sollte dies aber immer noch ausreichen, um
im Chromatogramm erkennbar zu sein. Aufgrund des geringen Molekulargewichts von 42 oder 69 ware
aufgrund der verwendeten Sadule auch eine deutlich verdanderte Retentionszeit der Hydrazin-
gebundenen Produkte im Vergleich zum Substrat 40 zu erwarten. Weiterhin zeigte der Peak nicht die
erwarteten Massen von 42 (m/z = 1354,15 [M+H"*]) oder 69 (m/z = 1356,17 [M+H*]). Zusammenfassend
|asst dies vermuten, dass es sich bei dem Peak bei Minute 14 um ein Messfragment oder ein Derivat
der Didomane handelt.

Die Massen von 42 und 68 fanden sich auch nicht an anderer Stelle der Chromatogramme. Jedoch war
auch die Masse des Hydrazinderivats der linearen Complestatinkette (m/z = 1358,18 [M+H*]) nicht

detektierbar.
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Abb. 37. Analyse der enzymatischen Biarylkupplung tiber Coml und ComJ nach Zugabe von Methylhydrazin (CH3N,H>) mittels
HPLC (Details siehe Text). Gestrichelte Linien zeigen identische Peaks an.

Mit dem hier verwendeten Assay war keine Umsetzung der linearen Complestatinkette zur einfach
oder zweifach gekuppelten Form nachzuweisen. Hierfiir kann es mehrere Erklarungen geben. Zum

einen kdnnte eine weitere Optimierung verschiedene Teilschritte des Assays und der nachfolgenden
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Analyse vorteilhaft sein. So konnte die mit dem linearen Heptapeptid beladenen Didoméane (40) mittels
Festphasenextraktion (engl. ,Solid phase extraction”, SPE) von anderen Bestandteilen der
Beladungslésung (39, Sfp) getrennt werden. Dies wiirde es auch ermoglichen, dem Puffer der
Beladungslésung Magnesium als Cofaktor fiir Sfp zuzusetzen und es spater iber SPE zu entfernen. Eine
mehrmalige Gabe von Sfp wéare somit nicht mehr notig. Der SPE-Ansatz wurde in unserer
Arbeitsgruppe bereits erfolgreich durch Frau Dr. Aldemir getestet. Auch eine verdanderte Vorbereitung
moglicher Produkte fiir eine Analyse mittels LC-MS koénnte der Detektion quervernetzter
Complestatinketten zutraglich sein. So kénnte eine veranderte Spaltung des Heptapeptids von ComD-
PCP+X unter basischen Bedingungen erfolgen.?% Dies wiirde die Retentionszeit des Heptapeptids im
Vergleich zum entsprechenden Methylhydrazinderivat verdndern, was eine bessere Trennung von
Peptid und eventuell noch vorhandenen Verunreinigungen mittels HPLC ermdglichen kénnte. Auch
ware es moglich die abgespaltene Complestatinketten nach Fallung der Proteine durch geeignete
Lésungsmittel aus dem wassrigen Uberstand des Assays extrahieren. Uber einen Vakuumkonzentrator
kénnen die Proben dann eingeengt und anschlieRend per LC-MS analysiert werden. Dies wiirde zum
einen helfen Verunreinigungen, wie sie in Abb. 37 noch sichtbar sind, zu entfernen, zum anderen lielen

sich konzentrierte Proben aufgrund intensiverer Signale besser analysieren.

Eine weitere Erkldrung dafiir, dass keine gekuppelten Formen der Complestatinkette detektiert
werden konnten, kénnte in der Storanfalligkeit des komplexen enzymatischen Systems liegen, welches
auf dem Wechselspiel einer Vielzahl von Enzymen und Proteinen aus unterschiedlichsten Organismen
beruht. So ist trotz der bereits durchgefiihrten Untersuchungen nicht vollkommen klar, ob und zu
welchem Grad die beiden CYP450s Coml und ComJ durch das verwendete Fpr/PetF-System reduziert
werden kénnen. Vor allem im Hinblick auf die mégliche Assoziation von Fpr mit einem unbekannten
Ferredoxin aus E. coli (Kapitel 3.1.1.3) ist die Verwendung des anderen etablierten Systems zum
Elektronentransfer bestehend aus AdR und Adx (Kapitel 3.1.1.1 und 3.1.1.3) erstrebenswert. %75
Ansonsten kdnnte das ganze System an einer zentralen Stelle entkoppelt werden, wenn Fpr Elektronen
auf das E. coli-Ferredoxin Ubertragt und dieses nicht in der Lage ist, die Elektronen an Coml oder Com)
weiterzuleiten. Dies kdnnte auch im vorliegenden Versuch ein Problem gewesen sein. Neben dem
klassischen AdR/Adx-System sollte in parallelen Versuchsansitzen auch ein System aus AdR und dem
Ferredoxin ComK verwendet werden. Dieses liel sich durch AdR reduzieren und war anschliefend in
der Lage die Elektronen fiir eine Reduktion von Cytochrom C bereitzustellen (Kapitel 3.1.1.3). Da ComK
der mutmallich native Elektronendonor von Coml und Coml ist, sollte dies eine Elektronen-
Ubertragung auf die beiden CYP450s ermoglichen oder verbessern. Generell kdonnte auch die
Reduzierbarkeit von Coml und ComlJ (ber die verwendeten Redoxsysteme durch CO-Bindung

nachgewiesen werden.!®1% Falls dies zeigt, dass alle hier vorgeschlagenen Méglichkeiten nicht in der
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Lage sind, eine effektive Ubertragung von Elektronen zu garantieren, kénnten auch weitere Systeme,
wie das aus Putidaredoxin-Reduktase und Putidaredoxin,?”2% getestet werden. Auch der zusitzliche
Test einer Interaktion von Coml oder ComJ mit der freien, linearen Complestatin-Kette, dem CoA-
gebundenen Derivat (39) oder dem mutmallich, an ComD-PCP+X gebundenen Substrat (40) tber
Differenzspektroskopie (vgl. Kapitel 3.1.3), wie in dhnlicher Form bereits fiir andere biarylkuppelnde
CYP450s durchgefiihrt,5%7477:19419 ksnnte dabei helfen, die Eigenschaften beider Enzyme besser zu
verstehen und die Bedingungen des Assays weiter zu verbessern.

Im Falle einer erfolgreichen enzymatischen Installation des Biarylethers oder von beiden
Biarylbindungen, kann dies natirlich als Ausgangspunkt fiir weitere Optimierungen der
Reaktionsbedingungen, wie der Test weiterer Puffersysteme, oder die Verwendung der
Fusionsproteine Coml-21aRED und ComJ-21aRED (Kapitel 3.1.7) dienen.

Weiterer Untersuchungen zur chemo-enzymatischen Synthese von Complestatin (37) waren aufgrund

der fehlenden Verfligbarkeit des Substrats 39 zum Ende dieser Arbeit jedoch nicht mehr moglich.

3.1.7 Kristallographie der CYP450s Coml und ComJ

In den letzten Jahren wurden umfangreiche Untersuchungen zu Enzymen durchgefiihrt, welche die
Ausbildung von Biaryl- oder Biaryletherbindungen wahrend der Produktion von Glycopeptiden
katalysieren.%®7° Uber die Enzyme aus den Biosynthesewegen anderer biarylhaltiger Naturstoffe, wie
Arylomycin (19) oder Complestatin (37), ist hingegen wenig bekannt.*¢'?”12 Daher wére eine
Kristallisation der entsprechenden Enzyme von Interesse, um sie mit Kristallstrukturen anderer
biarylkuppelnder CYP450s zu vergleichen.’87%:194195,209.210 Hiardurch kénnten bessere Vorhersagen liber
die Art der eingebrachten Biarylbindung (,C-C’- oder ,C-O-C'-Kupplung) oder Bindemotive fir
Interaktionspartner, wie im Fall der erwdhnten X-Domine,”® getroffen werden. Auch fir die
Identifizierung unbekannter CYP450s, die Biaryl- oder Biaryletherbindungen katalysieren, durch

vergleichende Datenbankanalysen kdnnte die Generierung neuer Kristallstrukturen ntzlich sein.

Aus diesen Griinden sollte der Versuch unternommen werden, die Kristallstrukturen der beiden an der
Complestatin-Biosynthese beteiligten CYP450s Coml und ComJ aufzuklaren. Da das Anfligen eines Tags

211213 wurde beschlossen, den

verschiedenste Eigenschaften eines Proteins negativ beeinflussen kann,
fir die Aufreinigung angefligten His8-Tag zu entfernen. Um dies einfach und spezifisch bewerkstelligen
zu konnen, sollte die Thrombinschnittstelle (LVPRGS) von pHis8 durch eine TEV-Schnittstelle
(ENLYFQG) ersetzt werden.?!* Die Konstruktion dieses pHis8-TEV-Expressionsvektors wurde, wie im

Falle von pHis8C(+)-TEV (Kapitel 3.1.5), nach dem Protokoll von Chiu et al. (2008) auf der Basis von
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pHis8 durchgefiihrt (Kapitel 4.4.4.5).20%2%% Dabei wurde die kodierende Sequenz der

Thrombinschnittstelle (vgl. Abb. 34) durch die Sequenz fiir die Schnittstelle der TEV-Protease ersetzt.

Fir die folgende Klonierung wurde comJ-opt mit pUC57::comJ-opt als Templat amplifiziert. Hierbei
wurde der kodierende DNA-Abschnitt fir die ersten 17 Aminosaduren hinter dem Startcodon (AS 2 - 18)
entfernt, um die verkiirzte Variante comJ-opt-m17AS (m17AS = minus 17 Aminosauren) zu generieren.
Dies war notig, da die entsprechende Aminosauresequenz reich an Prolin (P) und Glutamin (Q) ist (Abb.
38), was zur Bildung einer unstrukturierten Region fiihren kann,?®®> welche in der Lage ist,
Kristallisationsvorhaben negativ zu beeinflussen.?'® Das Gen coml-opt wurde tber Verdau des Vektors
pUC57::coml-opt mit den Endonukleasen BamHI und Notl gewonnen. Beide Gene wurden dann in den
neuen Vektor pHis8-TEV eingebracht und die Inserts der resultierenden Plasmide pHis8-TEV::coml-opt
und pHis8-TEV::comJ-opt-m17AS wurden per Testverdau auf ihre Identitat und durch Sequenzierung
auf eventuelle Mutationen untersucht. In beiden Fallen entsprachen die Inserts der erwarteten

Sequenz. Die Vektoren wurden anschlieRend in E. coli BL21(DE3) transformiert.
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Abb. 38. Vorhersage von unstrukturierten Regionen in der Aminosauresequenz der Oxidase ComJ mittels PrDOS (,,Prediction
false positive rate”: 2,0%). Rot = Unstrukturierte Region, Schwarz = Strukturierte Region. Zahlen geben die Position der
jeweiligen Aminosdurereste an.

Erste Kristallisationsversuche wurden lediglich mit ComJ-m17AS durchgefiihrt, da bei den
Uberproduktionen von ComJ (pHis8) im Durchschnitt 130% mehr Protein erhalten wurde als im Falle
von Coml (pHis8) (Ausbeute ComJ: 1,07 mM pro Liter TB-Medium; Ausbeute Coml: 0,46 mM pro Liter
TB-Medium). Hierdurch sollte der Aufwand fiir die Generierung von geniigend Ausgangsmaterial fir
Prozessoptimierungen und die eigentliche Kristallisation minimiert werden.

Die Uberproduktion von ComJ-m17AS erfolgte . N. bei 20 °C in TB-Medium. Eine anschlieBende
Aufreinigung des CYP450 lber Nickel-Affinitatschromatographie erfolgte unter Standardbedingungen
mit Rekonstitution durch Haminchlorid-Zugabe (Kapitel 4.6.5). Eine Entsalzung der resultierenden
Proteinlésung erfolgte mittels Dialyseschlauch (10 kDa AusschlussgroRe, engl. ,,Molecular weight

cut-off’, MWCO) fir zunachst drei Stunden bei 4 °C gegen Tris-HCl (20 mM, pH 7,5). Dieser Puffer
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wurde statt des tblichen Tris-HCI (50 mM, pH 7,5, 10% v/v Glycerol) verwendet. Hierdurch sollte eine
Beeintrachtigung der geplanten Kristallisationsversuche vermieden werden, da jegliches Additiv der
Proteinl6sung die zu testenden Kristallisationslésungen verdandern kann. Hohe Konzentrationen der
Puffersubstanz Tris wiirden dabei ihren pH-Wert verschieben, wahrend der Zusatz von Glycerol die
Proteinl6slichkeit beeinflusst. Beides kdnnte einer moglichen Kristallbildung entgegenwirken.

Im Anschluss an diesen Schritt wurde die Konzentration von ComJ-m17AS photometrisch bestimmt.
Der Losung wurde dann TEV-Protease (Expressionsvektor zur Verfligung gestellt durch Frau Dr. Sabine
Schneider, TU Miinchen; Expression durch verschiedene Mitglieder unserer Arbeitsgruppe) im
Konzentrationsverhaltnis (mg/mL) TEV-Protease zu ComJ-m17AS, 1:3 zugegeben, um den
N-terminalen Octahistidin-Tag des rekombinanten Proteins zu entfernen. Die proteolytische
Abspaltung des Tags erfolgte unter fortlaufender Dialyse tiber Nacht. Eine erfolgreiche Entfernung des
Tags konnte per SDS-PAGE (Abb. 39) bestéatigt werden, die eine Bande geringerer GroRe fiir Com)-
m17AS nach Entfernung des Tags (45,9 kDa) im Vergleich zu ComJ-m17AS mit Tag (48,16 kDa) zeigte.

Die Bande bei 26,85 kDa war auf die TEV-Protease zurickzufiihren.

X N\
& & £
116,0 kDa =
66,2 kDa =
- L =— ComJ-m17AS
45,0 kDa — N
ComJ-m17AS
ohne His8-Tag
35,0 kDa =
— TEV-Protease
25,0kDa - =

Abb. 39. SDS-PAGE (10%) zur Uberpriifung der proteolytischen Spaltung von ComJ-m17AS mittels TEV-Protease. Eluat = Eluat
der Aufreinigung von ComJ-m17AS (48,16 kDa; 1,6 ug Protein aufgetragen); xTEV = ComJ-m17AS proteolytisch verdaut (kein
His8-Tag: 45,9 kDa) mit TEV-Protease (26,85 kDa; 1,75 ug Protein aufgetragen); M = ,Unstained Protein MW Marker’.

Nach Entsalzung und Abspaltung des His8-Tags 0. N. wurde die Proteinldsung (iber einen ,Vivaspin®20'-
Membranfilter (30 kDa MWCO, PES) eingeengt. Das Konzentrat wurde auf einem ,AKTA pure 25 M1'-
FPLC-System (Fa. GE Healthcare) mit ,HiLoad 16/600 Superdex 200 pg’-Siule gegeben, welches vorher
mit Tris-HCI (20 mM, pH 7,5) aquilibriert wurde. Dies sollte dazu dienen, die TEV-Protease und den
abgespaltene Octahistidin-Tag von ComJ-m17AS zu trennen. Die Aufreinigung erfolgte bei einer
Flussrate von 0,5 mL/min und wurde bei den Wellenldngen 280 nm (charakteristisch fir Proteine) und
420 nm (charakteristisch ftir CYP450s) kontrolliert. Dies zeigte einen starken Anstieg der Intensitat bei
beiden Wellenlangen, nachdem ein Volumen von 70 mL lber die Saule geleitet wurde (Abb. 40a), was
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auf das CYP450 ComJ-m17AS zurlickzufihren war. Die Fraktionen 21 - 28, welche unter dem
resultierenden Detektionsmaximum lagen, wurden anschlieBend per SDS-PAGE auf ihre Reinheit

Gberprift (Abb. 40b).

a) Systemdruck FPLC — 580 mAU b)
Leitfahigkeit FPLC FPLC-Fraktionen
| 1
M 21 22 23 24 25 26 27 28
116,0 kDa —
uv420 —
—30'mAY 66,2 kDa —
uv280 —
45,0 kDa — — ———
35,0 kDa —
25,0 kDa — we
18,4 kDa —

LH!H‘HW‘H'HI‘IIlIH
lso leo | 70 | 80! mL
b 3 3 Q X Fraktionen

Abb. 40. a) Aufreinigung des entsalzten und aufkonzentrierten Ansatzes von ComJ-m17AS und TEV-Protease mittels FPLC.
Detektion bei 420 nm (UV420) in Rot, Detektion bei 280 nm (UV280) in Blau. Die maximale Intensitat (in mAU) beider
Wellenldngen wurde gekennzeichnet. b) Uberpriifung der FPLC-Fraktionen, welche dem CYP450 ComJ-m17AS zugeordnet
wurden, mittels SDS-PAGE (12%).

ComJ-m17AS war in allen Fraktionen zu finden. Die Fraktionen 21 - 23 zeigten jedoch noch Spuren von
TEV-Protease und wurden daher verworfen. Die restlichen Fraktionen (24 - 28) wurden vereinigt und
auf eine Konzentration von 9,65 mg/mL eingeengt (,Vivaspin® 2‘, 30 kDa MWCO, HY). Unlésliche
Bestandteile wurden durch Zentrifugation entfernt und die restliche Losung flir Ansdtze zur
Untersuchung der Kristallisationsbedingungen verwendet. Diese wurden von Frau Elke Duell aus
unserer Arbeitsgruppe mit den vorgefertigten Sammlungen von Kristallisationslésungen ,Classic Suite’,
,JCSG+ Suite’, ,PEGs Suite’ (alle Fa. Quiagen) und ,Wizard Classic 1 & 2‘ (Fa. Emerald BioSystems /
Rigaku) nach dem ,Sitting drop“-Verfahren (0,2 pL Proteinlosung. + 0,2 uL Kristallisationslésung,
Reservoir 40 pL) in Mikrotiterplatten mit 96 Vertiefungen (,96 well“-Platte) hergestellt. Die Platten
wurden fir einige Wochen bei 20 °C inkubiert und regelmaRig optisch liberprift. Hierdurch wurden

einige Losungen identifiziert, in denen sich Kristalle gebildet hatten (Tab. 3).
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Tab. 3. Anséatze der vorgefertigten Losungssammlungen, welche die Bildung von Kristallen zeigten.

Losungssammlung Losung Nr....  Erscheinungsbild Puffer

,Classics Suite’ 61 Zu Kugeln zusammengeballt, 0,2 M Magnesiumformiat
ohne klare Kanten / Form

,JCSG+ Suite’ 90 Spharolithe 0,1 M Ammoniumacetat;
0,1 Bis-Tris, pH 5,5; 17% w/v PEG 10000

41 Sphérolithe 0,1 M Natrium-HEPES, pH 7,5; 20% w/v PEG 10000
47 Spharolithe 0,1 M Tris-HCl, pH 8,5; 20% w/v PEG 10000
,PEGs Suite’
48 Spharolithe 0,1 M Tris-HCl, pH 8,5; 15% w/v PEG 20000
70 Langliche Kristallstruktur, rétlich, 0,2 M Kaliumformiat; 20% w/v PEG 3350
ohne klare Kanten / Form
76 Kleine rautenformige Kristalle, 0,2 M Calciumacetat; 20% w/v PEG 3350
rotlich
,Wizard Classic 1 & 2* 82 Spharolithe, rotlich 0,2 M MgClz; 0,1 M Imidazol, pH 8,0 mit HCI;

15% v/v EtOH

Von diesen erschienen die mit den ,PEGs Suite’-Lésungen 70 und 76 erhaltenen am
vielversprechendsten zu sein, da es sich mit hoher Wahrscheinlichkeit um Proteinkristalle handelte.
Die Strukturen in beiden Losungen waren auBerdem rotlich gefarbt, wie es fir CYP450s mit Ham-
Cofaktor zu erwarten ware. Die Spharolithe in ,Wizard Classic 1 & 2‘-Lésung 82 wiesen ebenfalls eine
rotliche Farbung auf. Auch dies konnte dafiir sprechen, dass sie aus ComJ-m17AS gebildet wurden und
nicht auf Salzen basieren. Die Entstehung von Spharolithen kann auf die Bestrebung von Proteinen
hindeuten, Kristalle zu formen, ohne dass dies unter den gegebenen Umstdanden gelingt. Sie ist damit
ein guter Ausgangspunkt fiir weitere Optimierungen.?'’ Daher sollten in diesem und in den anderen
Fallen, in denen Spharolithbildung zu beobachten war (Tab. 3), weitere Kristallisationsbedingungen
getestet werden. Hierfiir empfehlen sich kommerziell erhaltliche Sammlungen mit Lésungen dhnlicher
Zusammensetzung, wie sie bei den Spharolithen verwendet wurden.

Da die Qualitat der Kristalle aus den ,PEGs Suite’-Losungen 70 und 76 fiir weitere Untersuchungen
noch nicht ausreichte, sollten Feinscreenings mit geringfiigigen Anderungen der
Losungszusammensetzung durchgefiihrt werden, um die Kristallisationsbedingungen und damit die

Eignung der resultierenden Kristalle fiir Strukturanalysen zu optimieren.
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3.2 Die Biphenomycin-Familie (43 - 46)

Die Substanzen der Biphenomycin-Familie, die Biphenomycine A, B und C (43 - 45) sowie LL-AF283f3
(46), sind bereits seit einigen Jahrzehnten bekannt, dennoch wurden bisher keine Untersuchungen
beziglich ihrer Biosynthese veroffentlicht. Ein Ziel dieser Arbeit war es daher, das potentielle,

biosynthetische Gencluster dieser Substanzen zu identifizieren und naher zu charakterisieren.

3.2.1 Homologie-basierte Genomuntersuchung zur Detektion des Biphenomycin-Genclusters

Bei den Substanzen 43 - 46 handelt es sich um stark modifizierte Peptide mit jeweils einer
Biarylbindung.'*¢1>° Klassischerweise erfolgt die Biosynthese solcher Molekiile {iber NRPS, welche in
der Lage sind, eine Vielzahl stark modifizierter Aminosauren zu verknipfen, und Gber Cytochrom P450-
Enzyme, welche die intramolekulare Biarylkupplung katalysieren, weiter zu modifizieren,?063.66:68128
Ausgehend von dieser Uberlegung sollte der Ansatz von Banik und Brady (2008) genutzt werden, um
aufgrund von Homologien zu bekannten, biarylkuppelnden CYP450s ein entsprechendes Enzym aus
der Biosynthese von 43 - 46 zu detektieren.?®

Hierzu wurden die Primarstrukturen von CYP450s aus verschiedenen Genclustern, welche die
Biosynthese von nicht-ribosomalen Peptiden mit Biaryl- und Biaryletherbindung kodieren, identifiziert
(Tab. 4). Fur diese Enzyme wurde entweder nachgewiesen, dass sie den Einbau entsprechenden

Bindungen katalysieren, oder es ist aufgrund ihrer Lage innerhalb der jeweiligen biosynthetischen

Gencluster davon auszugehen.

Tab. 4. CYP450s aus den biosynthetischen Genclustern von nicht-ribosomalen Peptiden mit Biaryl- und Biaryletherbindungen,
deren Aminosduresequenz fiir die Konstruktion von degenerierten Primern verwendet wurde.

Stamm Substanz CYP450 GenBank-ID Quelle

Streptomyces roseosporus Arylomycin (19) AryC EFE78221 Liu etal., 2011.%6

NRRL 3217

Streptomyces lavendulae Complestatin (37) Coml AAK81831 Chiu et al., 2001.%27 /

Park et al., 2016.128

ComJ AAK81832

Amycolatopsis mediterranei Balhimycin OxyC_Bal CAA76549 Pelzer et al., 1999.21° /

DSM 5908 Bischoff et al., 2001.5¢

Nonomuraea species ATCC 39727 A40926 OxyC_A40926 CAD91206 Sosio et al., 2003.22°

Streptomyces toyocaensis A47934 StaJ KES08712 Pootoolal et al., 2002.2%* /

NRRL 15009 Hadatsch et al., 2007.%8

Actinoplanes teichomyceticus Teicoplanin OxyC_Tei CAG15021 Li et al., 2004.22
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Die entsprechenden Aminosauresequenzen wurden anschlieBend mittels Clustal Omega verglichen,
um konservierte Bereiche zu identifizieren, die sich zur Generierung degenerierter Primer eignen (Abb.
41). Um die Spezifitat der Primersequenzen zu priifen, wurde SalD (GenBank-ID: ABP73648) verwendet
(nicht dargestellt). Dieses Enzym diente als Gegenprobe, da es der CYP450-Famile angehdrt, aber nicht

an der Ausbildung von Biaryl- oder Biaryletherbindungen beteiligt ist.??3

Region 1
- — —_ —
AryC .. 63 VGIDPPDHTOLRGLVSQAFSPRVTAALEPRIGRLAEQLLDDIVAERGDKASCDLVGEFAG 122 ..
ComI .. 86 LHYDPPEHTRLRKMLNPEFTMRRLRRLOPRIDAVVEECLDAMEQ---AGAPADLMQHFAW 142 ..
ComJ .. 99 MDYDPPEHTRLROMLTPEFTVRRLRRLEPDITAIIEEHLDTVEA---TGPGADLMPLFAQ 155 ..
OxyC_Bal .. 98 STYDPPEHTRLRKMLTPEFTVRRIRRMEPAIQALVDDRLDRVAA---EGPPADLOALFAD 154 ..
OxyC _A40926 .. 112 SVYDPPEHTRLRGMLTPEFTARRIRRLEPAMODLIDDRIDELEA---AGPPADVQALFAD 168 ..
Stad .. 84 SIYDPPEHTRLRRMLTPEFTVRRIRRLEPAIEGIIEEHLDALEG---AGPPADLQVLFAD 140 ..
OxyC_Tei .. 106 STYDPPEHTRLRRMLTPEFTVRRVRRLEPAIQELIDDRIDAMEA---AGPPVDVQTVFAD 162 ..
KARKgxK Rk g, KX HERGE HEE R *: *x
Region 2
— - ) > >
AryC .. 183 HHITERRARPQDDLTSRLATTEVDGKRLDDEEIVGVIGMFLIAGYLPASVLTANTVMALD 242 ..
ComI .. 193 QLTARQRRDPGDDLLGMLMR--| EITDEELEGLAASLTSAGIENVASMLGLGTLVLL 250 ..
ComJ .. 206 SMVARQRKDPDDGFIGALMR-- DFTDEEMRGVCVLLILAGIDNIEGMIGLGVLAML 263 ..
OxyC_Bal .. 205 NLIARQRRDADDGFLGMIMR--| TVIDEELKGLCTALILGGVETVAGMIGFGVLALL 262 ..
OxyC_A40926 .. 219 GLIIRQRKDPDEGFIGMLMR-- DVTDEELKGVLTALILGGVETVAGSIGFGVLALL 276 ..
Stad .. 191 TLITRQRKDPDEGFLGMLMR-- RITDEELKGVCTALILGGVESVAGMIGFGVLALL 248 ..
OxyC Tei .. 213 SLITRQRKDPDEGFLGMLMR-- DITDEELKGVCTALLLGGVETVAGMLGFGVLALL 270 ..
a H HI HN *. KrRxy K : L . I
Region 3
“—

AryC ... 287 GRTVPAGSMVCVWLASAHRDPFRF-ENPDLFDIHRNAGRHLAFGKGIHYCLGAPLARLEA 345 Ende
ComI .. 296 GHVVPKGERVICSAFAANRIATPGDDLEDGFDITREPAPHMAFGHGVHHCLGAPLARMQL 355 Ende
ComJ .. 324 DQLIKAGETVICSLTMANRDPALTD-GPDRLDLAREPVAHVAFGHGVHHCLGAALARTEL 382 Ende
OxyciBal .. 308 GQLIKAGDYVLCSVLMANRDEALTP-NPNVFDANRAAVSDVGFGHGIHYCVGAALARSML 366 Ende
OxyC7A4O926 .. 322 GQLIKAGDYVLCSILMANRDEALTP-NANVLDVRRDCGSHVGFGHGIHYCIGAAIARTLL 380 Ende
Stad .. 294 GQLIKAGEYVLCSILMANRDEGLTS-DSHLLDANREPLPHVAFGHGIHHCIGAAVARAVL 352 Ende
OxyC_Tei .. 316 GQQIRAGEYVLCSILMANRDEALTP-HPNVLDAEREPAPHIGFGHGIHHCIGAAVARTVL 374 Ende

* * * . % . % * e kK ek ek ekoekk o kK

Abb. 41. Drei Regionen eines Alignments verschiedener CYP450s mittels Clustal Omega, die zur Generierung degenerierter
Primer fiir bestimmte Bereiche (farbig hinterlegt) verwendet wurden. Pfeile indizieren den DNA-Strang, an den die Primer
binden, Zahlen geben die jeweilige Position der Regionen innerhalb der vollstdndigen Aminosauresequenzen an. Asterisk
,*¥“ Konservierte Position; Doppelpunkt ,:“: Position mit stark ahnlicher Eigenschaft; Punkt ,.“: Position mit schwach
dhnlicher Eigenschaft.

Verschiedene Primervarianten mit unterschiedlichen Bindestellen, Langen und Orientierungen
wurden ausgewdhlt (Abb. 41), die genomische DNA des putativen Biphenomycin-Produzenten
Streptomyces griseorubiginosus DSMZ 40469 extrahiert und mittels dieser Primer untersucht.
Verschiedene Primerkombinationen lieferten dabei PCR-Produkte im Bereich der erwarteten GréRRen.
Diese Grofien basierten auf der Sequenzlange zwischen den Primer-Bindestellen der Referenzenzyme
(Tab. 4). Die PCR-Produkte wurden extrahiert und mittels TA-Klonierung in den entsprechend
praparierten Vektor pBluescript Il SK (Fa. Agilent Technologies) eingebracht. Nach einer Sequenzierung

der Inserts wurden die erhaltenen DNA-Sequenzen in Aminosauresequenzen Ubersetzt und mit der
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NCBI-Datenbank von nicht-redundanten Proteinsequenzen (in der Folge ,NCBI-Datenbank’)
abgeglichen. Dies zeigte, dass es sich bei den PCR-Produkten in der Tat um Fragmente von CYP450-
kodierenden Genen handelte. Es war jedoch keine signifikante Ubereinstimmung mit einem der
bekannten und potentiell an einer Biaryl- oder Biaryletherbindung beteiligten Enzyme erkennbar. Dies
warf die Frage auf, ob der untersuchte Stamm Uberhaupt ein entsprechendes Cluster tragt, da die
Fahigkeit zur Produktion bestimmter Sekunddrmetaboliten in verschiedenen Stammen durchaus
variieren kann.??»??> Um in der Folge sicherzugehen, dass der untersuchte Stamm die Fihigkeit zur
Biphenomycin-Biosynthese besitzt, wurde der Stamm Streptomyces griseorubiginosus No. 43708 aus
der Originalliteratur verwendet (bereitgestellt durch das ,International Patent Organism Depositary’
des ,National Institute of Advanced Industrial Science and Technology’ (AIST), Japan; Zugangs-ID: FERM
BP-669).1%%157 Zusatzlich wurde der Stamm Streptomyces filipinensis NRRL 3217 (bereitgestellt durch
den ,Agricultural Research Service’ des ,United States Department of Agriculture’, USA; Zugangs-ID:
NRRL 3217) in die Untersuchungen miteinbezogen, welcher in der Lage ist, neben LL-AF283a
(Biphenomycin A; 43) auch die verwandte Substanz LL-AF283p (46) zu produzieren.'*'8 Djes sollte die
Identifizierung eines potentiellen Genclusters erleichtern, da dieses in beiden Stammen eine dhnliche
Anzahl, Organisation und kodierte Funktion von Genen aufweisen sollte. Durch einen direkten
Vergleich kdnnten mogliche Funde somit umgehend verifiziert werden.

Im Rahmen der Bachelorarbeit von Frau Catharina Seel wurden beide Stamme weiteren
Untersuchungen unterzogen. So erfolgte die Herstellung einer Bibliothek der gDNA von S. filipinensis
NRRL 3217, um mogliche Amplikons einer PCR mit degenerierten Primer durch Reduzierung der
Gesamt-DNA-Menge besser identifizieren und isolieren zu kdnnen. Eine Durchmusterung der
Bibliothek mit Primern fir die oben dargestellten CYP450-Bereiche (Abb. 41) oder anderer
Zielsequenzen, wie A-Domadnen, gab dabei jedoch keinen weiteren Hinweis auf einen mdglichen

Biosyntheseweg von 43 oder 46 in diesem Bakterium.'’!

3.2.2 Vergleichende Genomanalyse von Streptomyces griseorubiginosus No. 43708 und

Streptomyces filipinensis NRRL 3217

Da die Untersuchungen der gDNA von S. griseorubiginosus No. 43708 und S. filipinensis NRRL 3217,
oder der gDNA-Bibliothek von S. filipinensis mit degenerierten Primern erfolglos verliefen, wurde
beschlossen, die Genome beider Stamme zu sequenzieren. Dies sollte es schnell ermdglichen, einen
NRPS- und CYP450-basierten Biosyntheseweg Uber bioinformatische Analysen zu identifizieren. Die
Sequenzierung beider Genome wurde von der Firma GATC Biotech AG durchgefiihrt. Hierzu wurde

gDNA beider Stamme isoliert und die Qualitdat mittels Photometrie bestimmt. Bei ausreichender
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Menge und Reinheit der DNA wurde diese an die GATC Biotech AG Ubergeben. Zur Sequenzierung der
Stamme wurden die SMRT (,,Single molecule real time“)-Methode (S. griseorubiginosus No. 43708) und
das Illumina-Sequenzierungsverfahren (S. filipinensis NRRL 3217) gewahlt.??62?” Sequenzierung und
anschlieRende Assemblierung der erhaltenen DNA-Abschnitte lieferten ein Genom mit einer GrolR3e
von 9.371.351 bp auf zwei Contigs flr S. griseorubiginosus No. 43708 und ein Genom von insgesamt
7.785.545 bp auf 345 Contigs (Tab. 5) fur S. filipinensis NRRL 3217. Der GC-Gehalt der gDNA lag in
beiden Fillen, wie fiir Grampositive Bakterien mit hohem GC-Gehalt charakteristisch, tiber 55%.%2822°
Im Falle von S. filipinensis betrug er im Durchschnitt 72,4%. Bei S. griseorubiginosus unterschieden sich
der GC-Gehalt des groReren der beiden Contigs (9.264.360 bp, 71%) und des kleineren Contigs
(106.991 bp, 67,8%). Der Durchschnittswert des Genoms lag somit bei 69,4%.

Die Unterschiede in GC-Gehalt und GroRe der beiden Contigs von S. griseorubiginosus legten dabei in
Anbetracht einer ansonsten vollstandigen Assemblierung nahe, dass es sich um ein Chromosom
(groReres Contig) und um ein Plasmid (kleineres Contig) handeln kdnnte. Eine Annotierung der
kodierenden DNA-Sequenzen mittels ,RAST’ zeigte weiterhin, dass sich die statistische Verteilung von
Codons in diesen CDS auf beiden Contigs stark unterscheidet. Wahrend auf dem potentiellen
Chromosom 52 der 64 Codons (= 81%) mit einer annahernden Haufigkeit (maximal 2% Abweichung),
wie von Wright und Bibb (1992) fiir Streptomyceten bestimmt, verwendet werden, sind es auf dem
Plasmid nur 14 von 64 (= 22%).%° Da eine unterschiedliche Codon-Nutzung h&ufig bei Chromosomen
und Plasmiden vorkommt,?3! unterstitzt dies die vorherige Annahme. Auch besitzen beide Contigs
Kopien der Gene parA und parB, die sich auf einer Vielzahl von bakteriellen Plasmiden mit geringer
Kopienzahl und Chromosomen finden. Die Gene kodieren dabei das ParA/ParB-System (Typ I-System
bei Plasmiden), welches fir eine Verteilung dieser genetischen Elemente auf eventuelle Tochterzellen
notwendig ist.?32233

Auch die CDS des Genoms von S. filipinensis NRRL 3217 wurden, soweit dies aufgrund der
Fragmentierung moglich war, mittels ,RAST’ vorhergesagt. Zusatzlich wurden die Genome beider
Streptomyceten-Stamme Uber die Online-Anwendung ,antiSMASH 3.0 zur Vorhersage potentieller
Naturstoff-Gencluster analysiert (mit folgenden Einstellungen; ,ClusterFinder algorithm“: Aus; ,Gene
finding options”: Prodigal, ,,Run secondary metabolite detection on all possible ORFs“: Ein; ,,BLAST
comparisons to other gene cluster”: Alle ein; ,,Additional annotations”: Alle ein; , Optional analyses”:
,Whole-genome PFAM analysis“; Homology based metabolic modeling pipeline against template
model“: Aus). Die Anzahl der vorhergesagten Gencluster war dabei in beiden Fallen (iberraschend
gering (Tab. 5). Vor allem konnten nur wenige Gencluster des NRPS-Typs detektiert werden. Dabei
zeigten die kodierten NRPS weder in der ,antiSMASH‘-Vorhersage noch bei Analyse iber das Programm
,PKS/NRPS Analysis’ die Anzahl und Anordnung von Doménen, welche man aufgrund der

Kollinearitatsregel fir Substanzen der Biphenomycin-Gruppe erwarten wiirde. Auch die so
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vorhergesagte Aminosdurespezifitdit der A-Doméanen deckte sich nicht oder nur teilweise mit den
Aminosauren Ornithin, Arginin, Serin und Phenylalanin oder Tyrosin, die das Grundgerist von
Substanzen der Biphenomycin-Familie (43 - 46) bilden. Zuséatzliche Analysen der stromauf- und
stromabwarts-liegenden DNA-Regionen der NRPS-Gencluster zeigten auBerdem keine CYP450s

kodierenden Gene in deren unmittelbarer Umgebung.

Tab. 5. Statistische Auswertung der Genomsequenzierungen von Streptomyces griseorubiginosus No. 43708 und
Streptomyces filipinensis NRRL 3217 sowie der weiteren Analysen mittels ,RAST’ und ,antiSMASH 3.0°.

Streptomyces griseorubiginosus Streptomyces filipinensis
No. 43708 NRRL 3217
Sequenzierung GATC Biotech AG GATC Biotech AG
Sequenzierungsmethode SMRT (,,Single molecule real time”) Illumina
Assemblierung der Sequenzdaten GATC Biotech AG BaseClear B. V.
Zahl der finalen Contigs 2 345
Anzahl der bp 9.371.351 (9.264.360; 106.991) 7.785.545
GC-Gehalt [%] 69,4 (71,0; 67,8) 72,4
Anzahl der CDS (vorhergesagt mittels RAST) 8460 6977
rRNA 18 2
tRNA 70 59
Potentielle Naturstoff-Gencluster 27* 29
der folgenden Typen ...
NRPS 2 2
NRPS-PKS - 3
PKS 5 5
Typ | 3 3
Typ Il 2 1
Typ Il - 1
Terpen 5 4
Siderophor 3 1
Ectoin 1 -
RiPPs 4 8
Lanthipeptid 1 3
Lassopeptid 1 1
Bacteriocin 2 4
Indol 1 -
Melanin 2 2
Andere 4 4

* Alle potentiellen Gencluster befinden sich auf dem vermuteten Chromosom.
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Diese Funde fihrten zur der Annahme, dass die Biphenomycine A, B und C (43 - 45) sowie das Molekal
LL-AF283B (46) moglicherweise nicht Uber einen NRPS-basierten Weg gebildet werden. Eine
alternative Biosynthese kdnnte dabei, wie bereits in der Bachelorarbeit von Frau Seel diskutiert, Gber

71 Diese Klasse von Naturstoffen hat in den letzten Jahren zunehmende

RiPPs verlaufen.
Aufmerksamkeit erfahren, da sie eine wachsende Zahl divers strukturierter Peptide enthilt, die aus
unterschiedlichsten Quellen isoliert wurden. Die Peptide bestehen dabei aus Aminosauren, welche
eine Vielzahl unterschiedlichster Modifikationen besitzen kénnen. 8423

Sollte es sich bei 43 - 46 tatsachlich um RiPPs handeln, war davon auszugehen, dass Biphenomycin C
(45), welches mit finf Aminosauren die langste Peptidkette innerhalb der Familie aufweist, den Aufbau
eines entsprechenden Kernpeptids wiederspiegelte. Basierend auf dessen Struktur und den
proteinogenen Aminosduren waren zwei Peptide denkbar, die durch enzymatische Modifikationen in

45 umgewandelt werden kénnten (Schema 18).

Hydroxylierung oder
Ri Rz Isomerisierung Biarylkupplung

E isch | / B-Hydroxylierung
nzymatische HO oH /
oH  Moadifikation OH
o] o]
H 2 H 4 D —
R3HN N N COOH —_— H,N COOH
1 H 3 HS5 _—
0 o yd 0 o
Abspaltung Leltpeptld
NH NH y- Hydroxyllerung Hz
HN NH; HN NH; Hydrolyse HN NH2

Vorlauferpeptid mit ...
Kernpeptid | (FRFRS) (70) R;=R,=H, R,= Leitpeptid Biphenomycin C (45)
Kernpeptid Il (YRYRS) (71) R, =R, =0OH, R, = Leitpeptid

Schema 18. Ubersicht der enzymatischen Modifikationen, die ein RiPP mit Kernpeptid | (FRFRS) (70) oder Il (YRYRS) (71) in
Biphenomycin C (45) umwandeln kénnten.

Diese Vorlauferpeptide besitzen die Kernpeptide Phe-Arg-Phe-Arg-Ser (FRFRS; Kernpeptid I) (70) oder
Tyr-Arg-Tyr-Arg-Ser (YRYRS; Kernpeptid Il) (71). Die weitreichendste und komplizierteste Modifikation
ware dabei mit Sicherheit das Einbringen der Biarylbindung zwischen den aromatischen Aminosduren
an Position 1 und 3 des Peptids (Nummerierung von Vorlauferpeptiden in der Folge wie von Arnison
et al. (2013) vorgeschlagen,®* siehe auch Abb. 42). Weiterhin miisste eine Hydrolyse des Argininrests
an Position 2 zu Ornithin und Harnstoff erfolgen, wie sie durch Arginasen katalysiert wird, sowie eine
Hydroxylierung dieser Aminosadure am y-C-Atom. Eine weitere Hydroxylierung ist am B-C-Atom der
Aminosadure an dritter Position des Peptids notwendig. Wahrend beide méglichen Kernpeptide alle
oben erwahnten Veranderungen durchlaufen missten, wiirden sie sich bezlglich der Installation der

OH-Gruppen an den Benzolringen unterscheiden. Im Fall von Kernpeptid | (FRFRS) waren zwei weitere
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Hydroxylierungsreaktionen vonnoten, wohingegen bei Kernpeptid Il (YRYRS), zum Beispiel durch eine
Isomerase, die intramolekulare Umlagerung der bestehenden Tyrosin-Hydroxygruppen von para- in
ortho-Position katalysiert werden miusste. Eine solche Reaktion ist allerdings noch nicht beschrieben

worden.

Fir die Suche nach DNA-Sequenzen, welche fiir Kernpeptid | oder Il kodieren, wurde das Genom von
S. griseorubiginosus No. 43708 ausgewahlt. Dieses erschien besser fiir die Identifikation kurzer DNA-
Abschnitte geeignet, da es lediglich auf zwei Contigs verteilt war. Im stark fragmentierten Genom von
S. filipinensis NRRL 3217 hingegen kdnnten entsprechende Bereiche fehlen, wenn sie in den nicht-
sequenzierten Abschnitten zwischen den Contigs oder an deren Rand lagen. Eine entsprechende
Analyse mittels einfacherer Suche Ulber ,Geneious’ zeigte, dass das Genom von S. griseorubiginosus
No. 43708 acht FRFRS und vier YRYRS-Sequenzen enthélt. Von diesen war nur eine (FRFRS) Bestandteil
einer CDS, welche mittels ,RAST‘-Annotierung vorhergesagt wurde und fiir ein 41 Aminosduren langes
hypothetisches Protein kodierte (Abb. 42). Die Sequenz des potentiellen Kernpeptids | lag dabei am
C-Terminus des Proteins und wurde von einem Stopcodon abgeschlossen. Die geringe GroRe des
Proteins sowie die Lage der FRFRS-Sequenz an dessen Ende entsprachen dabei dem erwarteten
Schema eines RiPP-Vorlauferpeptids mit kurzem, C-terminalem Kernpeptid und einem langeren,
N-terminalen Leitpeptid.®* Um zu Uberpriifen, ob ein entsprechendes Peptid in beiden Stdmmen
kodiert ist, wurde die Aminosauresequenz aus S. griseorubiginosus No. 43708 unter Verwendung von
,Geneious’ mit dem Genom von S. filipinensis NRRL 3217 abgeglichen. Dies lieferte einen Treffer mit

hoher Sequenziibereinstimmung fiir ein Peptid auf Contig 116 (E-Value = 2,08e-18) (Abb. 42).

-36 -30 -20 -10 1 5

I I | | (.

S. griseorubiginosus No. 43708 MRESNDEQKILEEIEDLDSLEVLEAEDLDDSVAFHAFRFRS
S. filipinensis NRRL 3217 MGESNTDQKILEEIEDLDSLEVLEAEDLDDSVAFHAFRFRS

Abb. 42. Mégliche ribosomale Vorlduferpeptide fir die Molekiile der Biphenomycin-Familie (43 - 46) aus S. griseorubiginosus
No. 43708 und S. filipinensis NRRL 3217. Das potentielle Kernpeptid ist fett markiert; Abweichung in der Aminosauresequenz
zwischen beiden Peptiden sind grau hinterlegt. Die Positionen des Vorlduferpeptids wurden in Ubereinstimmung mit Arnison
et al. (2013) nummeriert.84

Die Spezifitdat des Fundes sollte anschliefend lber einen weiteren Abgleich beider Peptidsequenzen
mit der NCBI-Datenbank fiir nicht-redundanten Proteinsequenzen (blastp) verifiziert werden. Dies
lieferte in beiden Fallen nur zwei Resultate, ein hypothetisches Protein aus Bacillus mycoides BHP
(GenBank-ID: KFN01084) und ein hypothetisches Protein aus Bacillus cereus ISP 3191 (GenBank-ID:

EJQ86903).2%>2%¢ Auch ein Abgleich der nicht-redundanten Proteinsequenz-Datenbank mit beiden
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Proteinen aus den entsprechenden Bacillus-Stammen liefert wiederrum nur zwei homologe
Sequenzen. Diese stammen aus den Stdmmen Thermoactinomyces daqus H-18 (NCBI-ID:
WP_033099486) und Pleurocapsa sp. PCC 7319 (NCBI-ID: WP_019503197).237-2% D3 es sich bei den vier
Stammen um drei Vertreter der Firmicuten (B. mycoides, B. cereus & T. daqus) und eine Art aus dem
Phyla der Cyanobacteria (Pleurocapsa sp.) handelte, konnte kein homologes Protein aus einem
Streptomyceten oder einem anderen Mitglied der Actinobakterien identifiziert werden. Der Fund der
in Abb. 42 dargestellten Aminosauresequenzen mit Kernpeptid | (FRFRS) in den beiden untersuchten
Streptomyceten-Stammen schien somit sehr spezifisch zu sein. Dies unterstiitzte die Annahme, dass
es sich tatsachlich um das potentielle Vorldauferpeptid einer RiPP-basierten Biphenomycin-Biosynthese
handelte. Da auch die Biosynthese von RiPPs hiufig in Clustern kodiert ist,®* sollten Analyse und
Vergleich der CDS, welche die kodierenden Sequenzen der Vorlduferpeptide umgeben, weitere

Anhaltspunkte zu GréRe und Aufbau eines potentiellen Biphenomycin-Genclusters liefern.

3.2.3 Struktur potentieller Biphenomycin-Gencluster und ein moglicher Biosyntheseweg

Fir eine Analyse der DNA-Regionen, welche ein Vorlauferpeptid-kodierendes Gen (bipA) beinhalteten,

sollte eine moglichst grofRe Anzahl an Vergleichssequenzen zur Verfligung stehen.

Leitpeptid-FRFRS* (bipA)

S. griseorubiginosus

No. 43708 L_bies >| bipC >| bipD >I bipE >I bipF >I bipG >I bipH >I bipl >
S. filipinensis

NRRL 3217 [ b8 DL biec D bipD [ bipe_ >[ bioF >[binG [ bieH _ [ bipl
B. cereus

ISP 3191 L | T [ bipe [ bk [ biec > bipr [ bipG >[ bips
B. mycoides

BHP | bipB [ bipD [ bipE [ bipF >| bipC | bipt [ bipG > bips
Pleurocapsa sp.

PCC 7319 | bipD >| bipE >I bipF >I bipC >I bipGH >I bip! >

T daqus

H-18 | bipJ | bipGH | bipD [ bipE > bipF >|  bipC | bipl

Abb. 43. Organisation und Zusammensetzung der sechs potentiellen Biphenomycin (bip)-Cluster. Identische Bezeichnungen
markieren homologe Gene (bipB entspricht in T. daqus H-18 den zwei homologe Genen bipB und bipB*). Potentielle
Vorlduferpeptide mit der Kernpeptid I-Sequenz FRFRS (bipA) sind mit * markiert. Das Gen bipD, welches ein Radikal-SAM-
Enzym kodiert, ist griin hinterlegt.
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Deshalb wurden auch die Genome der beiden Bacillus-Stamme (GenBank-ID Genom Bacillus mycoides
BHP: JMQCO00000000.1; GenBank-ID Genom Bacillus cereus ISP 3191: AHEKO0000000.1) und von
Thermoactinomyces daqus H-18 (NCBI-ID Genom: NZ_JPST00000000.1) und Pleurocapsa sp. PCC 7319
(NCBI-ID Genom: NZ_ALVLO0000000.1) miteinbezogen. Ein Vergleich von Lage und GréRRe der CDS im
Umkreis von 10 - 20 kb um bipA sowie eine Untersuchung der kodierten Proteine (blastp gegen die
NCBI- und SwissProt-Datenbanken) ermdoglichte es, in den sechs Stammen sechs bis neun konservierte
Gene zu identifizieren, die an einer Biphenomycin-Biosynthese beteiligt sein kénnten. Diese als bipB
bis bipJ bezeichneten Gene der potentiellen Cluster (bip-Gencluster) unterscheiden sich zwischen

Organsimen verschiedener Gattungen geringfiigig in Organisation und Aufbau (Abb. 43).

Uber Homologien der entsprechenden Proteine BipB bis BipJ zu in den NCBI- und SwissProt-
Datenbanken hinterlegten Proteinen konnten auch konservierte AS-Sequenzen und Motive
identifiziert werden. Dies ermoglichte es, in Abhangigkeit vom Stand der Forschung, Vorhersagen Uber

eine mogliche Funktion zu treffen (Tab. 6).

Tab. 6. Ubersicht iiber die Gene und die mégliche Funktion der kodierten Proteine der potentiellen Biphenomycin-Gencluster
aus den Stammen Streptomyces griseorubiginosus No. 43708, Streptomyces filipinensis NRRL 3217, Bacillus cereus ISP 3191,
Bacillus mycoides BHP, Pleurocapsa sp. PCC 7319 und Thermoactinomyces daqus H-18.

Protein Vermutete Funktion Vorhanden in Stamm ... / Linge (AS)
S. griseo- S. filipi- B. cereus B. mycoides Pleurocapsa  Thermo-
rubiginosus nensis ISP 3191 BHP sp. PCC7319  actinomyces
No. 43708 NRRL 3217 daqus H-18
BipA (70) RiPP-Vorlauferpeptid 41 41 42 42 98 63
BipB Membrantransporter 438 432 462 462 486 (AC) 2 Gene:
bipB / bipB*;
136/ 281
BipC Arginase (UPF0489 / 414 413 414 414 409 414
TPR-haltiges Protein)
BipD Radikal-SAM-Enzym 640 637 650 648 674 647
BipE DNA-bindendes Protein 312 312 321 321 322 220
(AP2Ec Superfamilie)
BipF DNA-bindendes Protein 255 263 263 263 292 273
BipG Arginin-Hydroxylase 271 288 237 237 Fusions- Fusions-
(Cupin-Superfamilie) protein; protein;
733 718
BipH Metalloprotease 349 351 X X
(HExxH-Motiv-Familie)
Bipl Zink-abhdngige Protease 346 347 336 336 375 392
BipJ M42-Peptidase X X 358 358 364 (AC) 359

X: Kein Homolog im Genom enthalten (Geneious; tblastn); AC: Homolog auBerhalb des Clusters gefunden.
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Da den Proteinen eine mogliche Rolle wahrend der Biosynthese von 43 - 46 ausgehend von der
Aminosauresequenz des Kernpeptids | zugedacht wird (vgl. Schema 18), sollte die postulierte Funktion
in diesem Kontext Sinn ergeben. Fir einige der Proteine wurde eine konkrete Vorhersage jedoch
erschwert, da wenig Uber entsprechende Proteinfamilien bekannt war. Auch sollten rein
bioinformatischen Analysen eines RiPP-Genclusters mit Vorsicht betrachtet werden. So missen
Enzyme, die durch Gene in der Ndhe der Vorldauferpeptid-CDS kodiert sind, nicht zwangslaufig an der
Reifung des Vorlauferpeptids beteiligt sein. Umgekehrt kdnnen Enzyme, welche fiir die Prozessierung

eines RiPP-Vorliufers notwendig sind, an weit entfernten Stellen im Genom kodiert sein.?

Im Folgenden soll eine erste Ubersicht (iber die in den Clustern kodierten Proteine und ihre méoglichen
Funktionen wahrend der Biphenomycin-Biosynthese gegeben werden. Auch aufgrund fehlender
experimenteller Daten konnte zum jetzigen Stand keine detailliertere Analyse bezlglich Struktur und

Funktion erfolgen.

3.2.3.1 BipA (70), das Vorlauferpeptid der Biphenomycin-Familie (43 - 46)?

Das zentrale Element des Genclusters ist bipA, welches fiir das potentielle Vorlauferpeptid einer RiPP-
Biosynthese der Biphenomycine kodiert. In allen sechs Genclustern findet man eine entsprechende,
homologe CDS (Abb. 43, Tab. 6). Ein Vergleich der kodierten AS-Sequenzen mittels ,Clustal Omega“
zeigte konservierte Abschnitte der Peptide auf (Abb. 44). Hierzu zahlten auch die ersten drei AS des
mutmallichen Kernpeptids (FRF). Die letzten beiden AS hingegen unterschieden sich teilweise (2-mal
RS, 2-mal SS, 1-mal KA, 1-mal SA). Auch die Sequenzen des Leitpeptids wiesen einige konservierte AS
auf, wobei die Sequenz FHA am augenscheinlichsten war, da sie direkt vor dem potentiellen Kernpeptid

lag. Die C-terminalen AS-Sequenzen, sofern vorhanden, wiesen keine konservierten Bereiche auf.

S. filipinensis NRRL 3217 --MGESNTDQKILEEIEDLDSLEVLEAEDLDDSVAFHAFRFRS—————————————————
S. griseorubiginosus No. 43708 --MRESNDEQKILEEIEDLDSLEVLEAEDLDDSVAFHAFRFRS—————————————————
Pleurocapsa sp. PCC 7319 --MSEGN------ DRLSELEELDVIEARELNVGNSFHAFRFKAVEPVDEVTRSLIDKAAA
T. daqus H-18 MSKETKK------ ELKNELEQLTVVEAKELQVGNAFHAFRFSSATEELDVVEAN----EL
B. cereus ISP 3191 -——-MEN------ KNEKLLEDLEVIEAKELEVGNAFHAFRFSAAPEAKEDEK-———————
B. mycoides Stamm BHP -——--MEN------ KNEKLLENLEVIEAKELEVGNAFHAFRFSSAPEAKEEEK-———————

ke ok KkekKk ok e KKk Kk kKK

S. filipinensis NRRL 3217 = oo
S. griseorubiginosus No. 43708 @ ————— oo
Pleurocapsa sp. PCC 7319 TLGMTYEQFSEMVDNEAVEDNPHANFARGVLSSVRTLAALQLKLRE
T. daqus H-18 KVGNAFHAFRENA -~ — === = === e
B. cereus ISP 3191 e
B. mycoides Stamm BHP = ——ommmmm e

Abb. 44. Alignment des potentiellen Biphenomycin-Vorlduferpeptids BipA (70) aus den sechs untersuchten Stimmen mittels
,Clustal Omega’“. Das vermutete Kernpeptid ist fett markiert. Asterisk ,,*“: Konservierte Position; Doppelpunkt ,:“: Position
mit stark dahnlicher Eigenschaft; Punkt ,,.“: Position mit schwach dhnlicher Eigenschaft.
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Die Sequenz des Kernpeptids innerhalb einer RiPP-Klasse kann sehr variabel sein, da bei der RiPP-
Biosynthese haufig das Leitpeptid fir die Rekrutierung einer Vielzahl modifizierender Enzyme
verantwortlich ist. Dies zeigt sich auch anhand der ausgepragten Substanztoleranz vieler Enzyme, die
an der Biosynthese von RiPPs beteiligt sind.®° Die Sequenz des potentiellen Kernpeptids von BipA (70)
war ebenfalls recht variabel (Abb. 44), wobei sie sich teilweise sogar innerhalb von Organismen
derselben Gattung unterschied (FRFSA in B. cereus, FRFSS in B. mycoides). Somit kénnte auch das BipA-
Kernpeptid keinen oder keinen grofRen Einfluss auf die Rekrutierung assoziierter Enzyme besitzen. Im
Umkehrschluss war jedoch davon auszugehen, dass konservierte Bereiche der Leitpeptide wichtig fiir
eine Biphenomycin-Biosynthese sind, wobei verschiedene Bereiche diverse Enzyme rekrutieren
konnten.82> Ohne weitere Untersuchungen, wie die Mutation bestimmter Aminosiurereste, kann
allerdings keine Vorhersage lber die Funktion spezifischer Sequenzen innerhalb des Leitpeptids
erfolgen.

Obwohl kirzlich ein konserviertes RiPP-Vorlauferpeptid-Erkennungselement (engl. ,RiPP precursor
peptide recognition element”, RRE) in Enzymen der RiPP-Biosynthese gefunden wurde, sind die
genauen Grundlagen einer Interaktion von Vorlauferpeptiden und modifizierenden Enzymen noch
groRtenteils unverstanden.®3%4° Auffillig ist jedoch, dass viele Leitpeptide die Neigung zeigen, in
Lésung oder gebunden an assoziierte Proteine a-Helices zu bilden.®* Auch im Falle der BipA-Homologe
aus S. griseorubiginosus und S. filipinensis wurde durch ,GOR IV Secondary Structure Prediction

Method’ eine a-Helixstruktur fir den Grof3teil der Leitpeptide vorhergesagt (Abb. 45).

36 -30 -20 -10 1 5
| I | | I

S. griseorubiginosus MRESNDEQKILEEIEDLDSLEVLEAEDLDDSVAFHAFRFRS
ccccccHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHcccHHHHHHeeeeec

S. filipinensis MGESNTDQKILEEIEDLDSLEVLEAEDLDDSVAFHAFRFRS
cccccccHHHHHHHHHHHHHHHHHHHcccHHHHHHeeeeec

Abb. 45. Vorhersage der Sekundarstruktur von BipA (70) aus S. griseorubiginosus No. 43708 und S. filipinensis NRRL 3217
mittels ,GOR IV Secondary Structure Prediction Method’. Vorhergesagte a-Helices sind unterstrichen; Das potentielle
Kernpeptid flr Biphenomycin ist fett markiert; Abweichungen in der Aminosauresequenz zwischen beiden Peptiden sind grau
hinterlegt. Die Positionen des Vorlduferpeptids wurden in Ubereinstimmung mit Arnison et al. (2013) nummeriert.84
c = Bereich ohne definierte Sekundarstruktur (,,Coil“), H = a-Helix, e = B-(Faltblatt-)Strang (,,Extended strand”).

Die Helixsequenzen endeten jeweils an Position -2 von BipA (70). Das Kernpeptid hingegen schien
hauptsachlich als B-(Faltblatt-)Strang vorzuliegen und ware somit ohne gréRere Veranderungen der
Struktur von BipA (70) frei zuganglich fiir eventuelle Modifikationen. Diese strukturelle Vorhersage

unterstitzte die Vermutung, dass es sich bei bipA um ein RiPP-kodierendes Gen handelt.
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Warf man einen genaueren Blick auf die Sequenzen der Vorlauferpeptide aus den sechs Stimmen, liel
sich feststellen, dass die zwischen allen BipA-Homologen konservierte Sequenz FHAFRF zweimal im
T. daqus H-18-Peptid auftrat (Abb. 44). Die beiden Aminosauren an Position 4 und 5 eines potentiellen
Kernpeptids waren dabei, wie in den meisten anderen BipA-Homologen, zueinander verschieden
(1-mal SS, 1-mal NA). Weiterhin war die Sequenz zwischen den beiden FHAFRF-Motiven zu groRen
Teilen identisch mit dem vermuteten Leitpeptid vor dem ersten Motiv. Eine multiple Anzahl des
Kernpeptids in Vorlauferpeptiden ist auch aus anderen RiPPs bekannt. So findet sich die Kernsequenz
YAIG gar 16-mal in UstA, dem Vorlauferpeptid von Ustiloxin B aus dem Pilz Aspergillus flavus. Die
Vervielfaltigung des Kernpeptids dient dabei wahrscheinlich dazu, die Anzahl an RiPPs, die mit einem
Schritt produziert werden, zu erhdhen.?** Auch Linum usitatissimum, Phomopsis leptostromiformis und
Prochloron spp., der cyanobakterielle Symbiont von Seescheiden, produzieren RiPPs deren
Vorlauferpeptide mehrere Kernpeptide besitzen. Interessanterweise variieren auch deren Sequenzen
leicht, so dass mithilfe eines Vorlauferpeptids unterschiedliche Varianten eines Naturstoffs gebildet
werden. So produziert L. usitatissimum (ber einen Vorlaufer mit drei unterschiedlichen
Kernpeptidvarianten die Cyclolinopeptide G (drei Kopien im Vorlauferpeptid), D (eine Kopie) und F
(eine Kopie). In P. leptostromiformis beinhaltet PhomA acht Kernpeptide von denen finf Kopien die
Vorlaufer fur Phomopsin A, B oder E und drei Kopien die Vorldufer fir Phomopsin P, Q oder R
bilden.?*2422%3 Dje beiden potentiellen Kernpeptide FRFSS und FRFNA von BipA (70) aus T. daqus H-18
kénnten somit ebenfalls auf bislang unbekannte, alternative Biphenomycin-Molekiile hindeuten, die

mittels eines Vorlduferpeptids gebildet werden.

3.2.3.2 BipC

Eine Untersuchung der BipC-Homologe aus B. cereus, B. mycoides, T. daqus und Pleurocapsa sp. lies
vermuten, dass diese eine mogliche UPF0489-Domane (UPF = engl. ,,Uncharacterized protein family“,
deutsch: uncharakterisierte Proteinfamilie) an ihrem N-Terminus aufweisen (NCBI-ID: pfam12640; B.
cereus: AS = 7 - 174, E-value = 2,39e-05; B. mycoides: AS =7 - 174, E-value = 2,99e-05; T. daqus: AS =
7 - 174, E-value = 7,02e-08; Pleurocapsa sp.: AS =4 - 171, E-value = 2,59e-04). Entsprechende Regionen
am N-Terminus von BipC aus S. griseorubiginosus und S. filipinensis konnten in der Folge lber einen
Abgleich mit den potentiellen UPF0489-Domédnen der anderen vier Homologe identifiziert werden
(,Clustal Omega‘). Alle BipC-Regionen wiesen dabei im Vergleich zur Konsensussequenz der UPF0489-
Domane (entnommen von der ,NCBI Conserved Domain Database”) ein &hnliches Muster
konservierter Aminosduren auf (Abb. 46).2** Die Vorhersage einer solchen Doméine war von

besonderem Interesse, da Proteinen dieser Familie eine Verwandtschaft zur Arginase-Familie
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zugesprochen wird.?** Das Enzym Arginase ist fiir die Spaltung von Arginin zu Ornithin und Harnstoff
wahrend des Harnstoffzyklus verantwortlich. Dies konnte BipC zu einem guten Kandidaten machen,
um die Hydrolyse des ersten Argininrests (Position 2 des potentiellen Kernpeptids) zu Ornithin zu
katalysieren, die flir die Umwandlung des Kernpeptids in Molekiile der Biphenomycin-Familie (43 - 46)

notig ware (vgl. Schema 18).

UPF0489 Konsensus VYIVDDHHEALPAWYRAIGRGKLPSPLTLVHFDAHPDLGI PRAMSADYVY——--———--—

S. filipinensis . 5 VDLFEEHGEVAALWSGRT----- YGGRTVVCFDRHLDLKPLAPGGAEALRAAAEEGGSPA 59

S. griseorubiginosus .. 5 VDLFEEHGEVAALWPHRP----- YHGRTVVCFDRHLDLKPLAPGGEEALRATADGNVSPA 59

B. cereus . 7 -—-FEEHGEVLPFWQGTI----- KEPATLLYFDRHLDLKLISETKIQKTHQSVKKNQSLS 58

B. mycoides . 7 ---FEEHGEVLPFWQSTI-—--- KEPATLLYFDRHLDLKLISKAKIQKIHQRVEKNQSLN 58

T. daqus . 7 IYTFEEHGEVLAHWHETG----- YDNETLIYFDRHLDLKKIEKAQMRRIREQGLNWKDLR 61

Pleurocapsa sp. . 4 IVVFQEHGEILAYWCERR----- YLKETVICFDRHLDLKKIPSQQVLRLLAVKNDPLATR 58
::* * * *:: Kk kK kK :

UPF0489 Konsensus TALLDIPLENNFDAVLELLSIDNWILPAVYAGHISRVVWIKHPWGIRVD-SPLGYFLADG

S. filipinensis 60 PLVRRLPVRGV----PGAFGLDDFWSAAATTAGLTDLVWVPSWRSSDGW----VRHALDA 111

S. griseorubiginosus 60 ELVRRLPVRGV----PGAFGLDDFWSAAAVVAGLTDLVWVPSWRSYDGW----QAHAVDS 111

B. cereus 59 ILNRDIPCRED---EQYAYGLDDFLYAAIDLNMFKKIIWVSPLVEHKGNVNDLGQVFWNL 115

B. mycoides 59 TLNRDIPCRED---EKYAYGLDDFLYAAIDLSMFKKIIWVSPVIKHONNINDLGKVEWTL 115

T. daqus 62 LLNRDIPFRDD---DLFAYGLDNFLYATTALNLVKRVIWVYPEPK-PVSVAALGHVLWDL 117

Pleurocapsa sp. 59 SLNRDIPFRDD---DMFAYGLDNFVYAAITLNYINRFIWVVPELH-SISTRDLATILWDQ 114
.k ok oo . o k.

UPF0489 Konsensus LY-APRERLEETIKSLELEVLEAE---AALLLEID-—---- DLCALEPAKPFILDIDLDYF

S. filipinensis 112 VSLIGAAGAPADPRAERCC--TLAVTLCGVRLAVVPPDLLLDHLDRHVRTDVVTDIDLDWL 169 ..

S. griseorubiginosus 112 VSLITTGGRPTRPSTRPCC--LTVTLCGVRLAVVPPDLLAGHLDRHVHTDVVTDIDLDWL 169 ..

B. cereus 116 LSLIPQHGTEIIDSFKKYSFGIETKIKNTTLIITTLN-NLKYMQLYKESNLITDIDLDFF 174 ..

B. mycoides 116 LSLIPHHGNEIIDSFKKYPFGTEVKIKNTTLMITTIN-NLKYMQLYKESNLITDIDLDFF 174 ..

T. daqus 118 LSLVPGHGEEVKNTFKVNPHSASAQVAGMQVEITTLR-RTHKLGLDP--DAKIDIDLDYF 174 ..

Pleurocapsa Sp. 115 LSLIPDHGNEIIETFCRSSFSAKANIKNVSIEITTLS-RLPYITNIS--NSHIDIDLDFF 171 ..

KKK K o o

Abb. 46. Alignment (,Clustal Omega‘) der N-terminalen Sequenzen von BipC (AS 5 -169) aus S. griseorubiginosus No. 43708
und S. filipinensis NRRL 3217 mit den vorhergesagten UPF0489-Doméanen (NCBI-Blast) der anderen vier BipC-Homologe und
der durch die ,Conserved Domain Database’ vorgegebene Konsensussequenz. Zahlen geben die jeweilige Position der
Regionen innerhalb der vollstindigen Aminosaduresequenzen an. Asterisk ,*“: Konservierte Position; Doppelpunkt ,:“:
Position mit stark dhnlicher Eigenschaft; Punkt ,,.“: Position mit schwach dhnlicher Eigenschaft.

Fir die C-terminalen Regionen von BipC aus S. griseorubiginosus und S. filipinensis fand man
Ubereinstimmungen mit einer Proteinfamilie, die Cyclasen eines Systems zur Peptidmodifizierung
beinhaltet (NCBI-ID: TIGR04510; S. griseorubiginosus: AS = 301 - 368, E-value = 1,39e-03; S. filipinensis:
AS = 299 - 396, E-value = 1,95e-03). Mitglieder dieser Familie zeigen Homologien zu
Mononukleotidcyclasen und Proteinen mit Tetratricopeptid-Wiederholung (engl. ,Tetratricopeptide
repeat”, TPR). Sie beinhalten aber auch Enzyme die an der Modifizierung cyclischer RiPPs der NHLP-
Familie (,,Nitrile hydratase-related leader peptides”) beteiligt sind.?*>?*® Fiir die homologen Proteine
der anderen Stamme auller BipC aus Pleurocapsa sp. wurden in den C-terminalen Bereichen TPR-
Motive vorhergesagt (B. cereus: ,TPR_12‘, NCBI-ID: pfam13424, AS = 278 - 334, E-value = 2,62e-03; B.
mycoides: ,TPR_12‘, NCBI-ID: pfam13424, AS = 287 - 335, E-value = 3,32e-03; T. daqus: ,TPR_16’, NCBI-
ID: pfam13432, AS = 291 - 339, E-value = 6,65e-03). Dieses Strukturmotiv kann in einer groRen Zahl
von Proteinen aus Prokaryoten und Eukaryoten gefunden werden und vermittelt Protein-Protein-

Interaktionen in einer Vielzahl verschiedener zelluldrer Prozesse.?*” Die oben erwdhnten Ahnlichkeit
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von TPR-Motiven und der Cyclase-Familie war auch im Fall der beiden BipC-Homologe aus
S. griseorubiginosus und S. filipinensis zu beobachten, da hier ebenfalls TPR-Motive fiir den C-Terminus
vorhergesagt wurden (S. griseorubiginosus: ,TPR_2’, NCBI-ID: pfam07719, AS = 302 - 331, E-value =
8,53e-03; S. filipinensis: ,TPR’, NCBI-ID: COG0457, AS = 260 - 398, E-value = 1,31e-03). Im
Umkehrschluss konnte allerdings auch angenommen werden, dass die TPR-Motive in den anderen
BipC-Homologen (exklusive BipC aus Pleurocapsa sp.) fir Bereiche stehen, die eine Cyclase-Aktivitat

aufweisen.

a) Arginin-Hydrolyse und Cyclisierung b) Serin-Abspaltung ¢) Enzymatische Spaltung
(z. B. durch BipH)

H* _OH
/‘ O  wnne [OIEVIVVY

0 e (0]
A L 2 T3, 12 T3 o
YW, NTgcoon HTYT TN E e
(0] R NH _OH R NH
- Harnstoff 4:’:/} - Serin 4;[
NH NH N COOQH u [e]
¢i:NH2 HN

N
PY H(? H S NF. 2
HN NH, H
D Nr 1 d) Freisetzung Nr. 1
o B / linearer & Nr. 2
z Intermediate
O H O e
NH, N2 3 o N2 3 o
R= - TN % N % N
H\H OH OH
NH NH,
4
Verzweigte Biosynthese HeN T/go Unverzweigte Biosynthese
(zu 46) R (zu 43 & 44)

Schema 19. Mégliche Modifizierung des BipA-Kernpeptids durch BipC. a) In einem ersten Schritt wird der zweiten Argininrest
zu Ornithin umgewandelt. Auf dessen freie Aminogruppe wird dann lber eine temporéare Cyclisierung der zweite Argininrest
Gbertragen. b) Eine Deprotonierung flihrt zur Wiederherstellung der Ketofunktion und Abspaltung des Serins. c) Eine mit dem
Biphenomycin-Gencluster assoziierte Protease, z. B. BipH, vermittelt die finale Spaltung des Zyklus an einer (Nr. 1) oder zwei
Positionen (Nr. 1 & Nr. 2). d) Dies fiihrt zu zwei linearen Grundgerusten, die in der Folge zu 43 und 44 oder 46 prozessiert
werden kdnnen.

Das Vorhandensein einer Cyclase-Funktion wiirde eine mogliche Rolle von BipC wahrend der
Biphenomycin-Biosynthese erweitern. So kdnnte in einer zweistufigen Reaktion zuerst die Hydrolyse
des Argininrests an Position 2 zu Ornithin erfolgen. Dies wiirde in der Folge zu einer durch BipC
unterstiitzen Cyclisierung mit dem Arginin an Position 4 filhren (Schema 19a). Uber eine
Deprotonierung und Wiederherstellung der Ketofunktion kénnte es dann zum Abgang des terminalen
Serins (Position 5) kommen (Schema 19b). In einer nachfolgenden Reaktion spaltet dann eine
Protease, wie z. B. BipH, den Lactamring an einer oder zwei Positionen (Schema 19c), wodurch es zur

Bildung einer unverzweigten Ornithin-Seitenkette, wie bei 43 und 44, oder einer mit Arginin
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verzweigten Ornithin-Seitenkette, wie bei 46, kime (Schema 19d). Eine detailliertere Betrachtung von

BipH erfolgt spater im Kontext von BipG bzw. der BipGH-Fusionsproteine.

3.2.3.3 BipG und BipH

BipG wurde der Cupin-Familie (,Cupin_4‘, NCBI-ID: pfam08007 oder ,Cupin_8‘, NCBI-ID: pfam13621)
zugeordnet. Proteine dieser Familie kobnnen eine enorme Bandbreite an Funktionen besitzen, von
Speicherproteinen (ber Decarboxylasen bis hin zu Dioxygenasen.?*® Sie finden sich auch in einigen
anderen RiPP-Clustern, in denen ihre Funktion aber noch nicht nidher untersucht wurde.?**%*° Ein
Vergleich der AS-Sequenzen von BipG aus S. griseorubiginosus und S. filipinensis mit der SwissProt-
Datenbank zeigte eine Ahnlichkeit zur Oxygenase YcfD aus E. coli, die ebenfalls eine Cupin-Doméne
besitzt (SwissProt-ID: P27431.2; S. griseorubiginosus: Cover = 63%, E-value = 1e-06, Identitat = 27%,
Gemeinsamkeit = 37%; S. filipinensis: Cover = 66%, E-value = 7e-09, ldentitdt = 27%, Gemeinsamkeit =
38%). Diese katalysiert die B-Hydroxylierung eines Argininrests (Arg81) des ribosomalen Proteins L-16
(RL-16) zu regulatorischen Zwecken.?*®>?°! Dies legt nahe, dass BipG an der y-Hydroxylierung des

Arginin- / Ornithinrests, die in 43 - 46 zu finden ist, beteiligt sein konnte.

Fir BipH aus S. griseorubiginosus und S. filipinensis wurde eine Domdne mit HExxH-Motiv
(,mod_HExxH’‘, NCBI-ID: TIGR04267) in der C-terminalen Halfte des Proteins vorhergesagt. Es wird
generell davon ausgegangen, dass Proteine mit diesem Motiv an der posttranslationalen Modifizierung
und Reifung von Peptiden beteiligt sind. Im speziellen wird dabei von einer Funktion als
Metalloprotease ausgegangen. In Abhangigkeit von Lage und eventuellen Variationen des HExxH-
Motivs sowie der generellen Proteinstruktur kann es sich dabei um Exo- oder Endoproteasen handeln,
die ihre Substrate entweder am N- oder C-Terminus oder in der Mitte spalten.?®>%>* Generell legten
dieses Informationen nahe, dass auch BipH eine proteolytische Reaktion katalysiert, wie sie unter
anderem fiir die Entfernung des Leitpeptids bei der Prozessierung von RiPPs stattfindet.®

Interessanterweise fanden sich in zwei der von uns untersuchten, potentiellen bip-Cluster kein bipH-
Homolog, genauer gesagt in den Clustern von B. cereus und B. mycoides (Tab. 6). In T. daqus und
Pleurocapsa sp. hingegen schien eine homologe Sequenz am C-Terminus eines Fusionsgens mit bipG
vorzuliegen (bipGH) (Tab. 6 und Abb. 43). Eine Uberpriifung des NCBI ,Conserved Domain Architecture
Retrieval Tool‘ zeigte nur fiinf vermutliche Proteine dieses Typs, im Vergleich zu 433 Radikal-SAM-
Hybriden. Von diesen handelte es sich in zwei Fallen um die bereits oben erwahnten BipGH-Proteine
aus T. daqus H-18 und Pleurocapsa sp. PCC 7319. Zwei weitere Homologe stammen wiederrum aus

dem Stamm Streptomyces sp. JHA19.2°>%°¢ Eine Uberpriifung dessen Genoms zeigte, dass beide bipGH-
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Homologe (BipGH-1 = 676 AS, BipGH-2 = 683 AS) in unmittelbarer Nachbarschaft zueinander und zu
einem bei den bisherigen Analysen unentdeckten bipA-Homolog (BipA = 42 AS) liegen. Neben diesem
finden sich auch Gene, welche fiir Homologe von BipB (427 AS), BipC (406 AS), BipD (620 AS), BipE (298
AS), Bipl (319 AS) und ein hypothetisches Protein (254 AS) kodieren. Die Existenz der BipGH-
Fusionsproteine aus T. daqus, Pleurocapsa sp. und Streptomyces sp. JHA19 lieR eine enge funktionelle
Beziehung zwischen beiden Proteinen vermuten.?’-%° Das fast ausschlieRliche Vorkommen von
Proteinen mit Cupin-Domane und HExxH-Motiv in potentiellen bip-Clustern deutet auf einen hdchst
spezialisierten katalytischen Mechanismus in Zusammenhang mit dem vermutlichen Vorlauferpeptid

BipA (70) hin.

Da nicht alle untersuchten Genome eine Kopie von bipH besaRen, spielt die kodierte Protease
hochstwahrscheinlich keine Rolle bei der Abspaltung des Leitpeptids. Diese Funktion konnte eher von
Bipl ibernommen werden, das in allen bip-Genclustern kodiert war und weiter unten besprochen wird.
Die in T. daqus und Pleurocapsa sp. beobachtete Fusion mit BipG, welches eventuell die
y-Hydroxylierung der Aminosdure an Position 2 des Kernpeptids katalysiert, deutet jedoch auf eine
mogliche Beteiligung an der Modifizierung des Kernpeptids hin. Dabei ware BipH ein guter Kandidat
fir die proteolytische Spaltung des Lactamrings, der in dem fiir BipC postulierten Mechanismus
(Schema 19) gebildet wiirde. Hierflur wiirde ebenfalls sprechen, dass Proteine mit HExxH-Motiv
Endoprotease-Aktivitdt besitzen kénnen, wie sie flir die Hydrolyse der Bindung zwischen den
Aminosauren an Position 3 und 4 notig ware. Auch war eine Kopie von bipH in S. filipinensis NRRL 3217,
dem Produzenten von 46, vorhanden. BipH kdnnte also bei der Biosynthese dieses Molekiils eine
Reaktion nach dem oben postulierten Mechanismus katalysieren, um die verzweigte Ornithin-Arginin-
Seitenkette zu generieren. Auch bei Ausbleiben einer Cyclisierung kdnnte BipH die Hydrolyse zwischen
den Aminosduren an Position 3 und 4 des Kernpeptids vermitteln. Hierbei wiirde das terminale

Dipeptid aus Arginin und Serin von 70 entfernt werden, wie es bei 43 oder 44 der Fall ist.

Das Vorkommen von BipGH-Fusionsproteinen legte weiterhin nahe, dass die y-Hydroxylierung an
Position 2 des Kernpeptids und die hydrolytische Spaltung in enger zeitlicher Abfolge stattfinden. Da
eine BipH-katalysierte Reaktion teilweise vom Einbringen eines Makrozyklus in das Kernpeptid Gber
BipC abhinge, kdnnte das Kernpeptid unter Beriicksichtigung der Strukturen von 43 - 46 in folgender
Reihenfolge modifiziert werden (vgl. Schema 21): 1. Hydrolyse des Argininrests (Position 2) zu Ornithin;
2. y-Hydroxylierung des Aminosaurerests an Position 2; 3. (Optional) Cyclisierung zum Lactam
(Positionen 2 bis 4) und Abgang des terminalen Serins (Position 5); 4. proteolytische Spaltung der
Bindung zwischen den Aminosduren an Position 3 und 4 (Spaltung des Lactamrings oder Abspaltung

des terminalen Dipeptids). Das Fehlen von BipH-Homologen in B. cereus und B. mycoides wiirde
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auBerdem bedeuten, dass hier keine Spaltung eines potentiellen Lactamrings erfolgen konnte.

Entsprechend waren makrocyclische Biphenomycin-Derivate zu erwarten.

3.2.3.4 Das Radikal-SAM-Enzym BipD

Das Fehlen einer Cytochrom P450-Oxygenase innerhalb des vermutlichen bip-Clusters oder seiner
ndaheren genomischen Umgebung war ungewoéhnlich, da Enzyme dieser Familie normalerweise fiir das
Einbringen von Biaryl- oder Biaryletherbindungen in Peptidnaturstoffe verantwortlich sind.6%8128 Djes
liel vermuten, dass ein entsprechendes CYP450 entweder an anderer Stelle im Genom kodiert wird
und durch weitere biochemische Studien identifiziert werden musste, oder die Reaktion durch eine
Enzymfamilie katalysiert wird, die bisher nicht mit Biarylkupplungen assoziiert wurde.

Die eigentliche Knlipfung von Biaryl- oder Biaryletherbindung verlduft in allen bekannten Fallen Gber
einen radikalischen Mechanismus.%® Daher war anzunehmen, dass dies auch bei 43 - 46 der Fall ist. Mit
BipD findet sich ein Enzym der Radikal-SAM-Familie innerhalb des bip-Clusters. Radikal-SAM-Enzyme
(Radikal-SAM) katalysieren eine Vielzahl von oft ungewdhnlichen Reaktionen in verschiedenen
biologischen Prozessen liber die Generierung eines reaktiven, radikalischen Intermediats.?%2%! Dies
entsteht durch Abstraktion eines Wasserstoff-Atoms vom jeweiligen Substrat mittels des aus
S-Adenosylmethionin gebildeten 5‘-Desoxyadenosin (dAdo)-Radikals. Hierfiir ist ein [FesS.]-Cluster
notig, welches mithilfe des konservierten Motivs CxxxCxxC, das drei der vier Eisenatome koordiniert,
gebunden wird. Uber das freie Eisenatom erfolgt dann die Bindung von SAM und die Spaltung in
Methionin und dAdo-Radikal bei gleichzeitiger Oxidation des [FesSs]-Clusters (Schema 20, Kasten).26™
263 Dies machte BipD zu einem guten Kandidaten fiir das Einbringen der Biarylbindung in 70. Unter
anderem auch, da bereits Radikal-SAM-vermittelte C-C-Quervernetzungen von Glutamat mit Tyrosin
oder Lysin mit Tryptophan (26) sowie der Thiolgruppe von Cystein mit verschiedensten Positionen (a-,
B- oder y-C-Atom, Tryptophan-Indolring) einer ganzen Reihe weiterer Aminosauren wahrend der
Biosynthese von RiPPs beschrieben wurden.26426°

Ein neu postulierter Mechanismus zur Generierung der Biarylbindung in 43 - 46 mittels Radikal-SAM
konnte liber zwei mogliche Routen verlaufen (Schema 20). In Route 1 (Schema 20a) erfolgt die
Abstraktion eines Wasserstoffatoms in meta-Position mittels eines dAdo-Radikals (1a). Dies kann an
beiden Phenylalaninresten (Position 1 oder 3) gleichermaRen erfolgen. Eine anschliefende
radikalische Kupplung (2a) zwischen den Aromaten und eine Rearomatisierung (3a - 4a) fihren zur
Installation der Biarylbindung. Das dAdo-Radikal wird hierbei verbraucht wahrend das [FeS4]-Cluster

durch Reduktion in seine urspringliche Oxidationsstufe zuriickgebracht wird. Weitere
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Hydroxylierungen der aromatischen Reste und des B-C-Atoms missten auf anderem Weg eingebracht

werden. Dabei bleibt offen, ob dies vor oder nach der Biarylkupplung erfolgt.

a) Routel b) Route 2

SAM + [Fe,S,]"* —> - dAdo +Methionin + [Fe,S,]*
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Schema 20. Postulierte Mechanismen zur Biarylkupplung innerhalb eines Biphenomycin-Vorldufers mittels BipD (Details siehe
Text). a) Biosynthese Uber Abstraktion eines Wasserstoffatoms in meta-Position von einem der beiden Phenylalaninreste
(Position 1 oder 3). Es wird nur die Ausbildung der Biarylbindung katalysiert. b) Biosynthese lber Abstraktion eines
Wasserstoffatoms in ortho-Position des zweiten Phenylalaninrests (Position 3). Folgende Umlagerungsreaktionen fiihren zur
Bildung des dreifach hydroxylierten Kernpeptids mit Biarylbindung.

Route 2 (Schema 20b) startet ebenfalls mit der Abstraktion eines Wasserstoffatoms mittels dAdo-
Radikal. Hierbei wird spezifisch der Phenylalaninrest an Position 3 des Kernpeptids in ortho-Position
angegriffen (1b). Das so gebildete C-Radikal aktiviert nun molekularen Sauerstoff (2b). Die folgenden
Umlagerungsreaktionen flhren zur Hydroxylierung des B-C-Atoms sowie der Bildung einer
Ketofunktion in ortho- und eines neuen C-Radikals in meta-Position (3b - 5b). Das neue Radikal greift
anschlieBend den zweiten Phenylalaninrest (Position 1) an. Dies generiert die Biarylbindung und leitet
den Angriff auf ein weiteres O,-Molekiil ein (5b - 6b). Unter direkter oder indirekter Regeneration des
urspriinglichen dAdo-Radikals, wie sie auch bei den Radikal-SAM-Enzymen LAM (Lysin-2,3-

261,270

Aminomutase) und SPL (Sporen-Photoprodukt-Lyase) beobachtet werden kann, wird damit auch

in ortho-Position des zweiten Phenylalanins eine Ketogruppe eingebracht (7b - 8b). Eine
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Rearomatisierung der beiden Benzolringe bildet abschlieRend das dreifach hydroxylierte Kernpeptid
mit Biarylbindung (9b). Das wiederhergestellte dAdo-Radikal kann nun einen neuen katalytischen
Zyklus einleiten oder zur Regeneration von SAM unter Reduktion des [FesS4]-Clusters verwendet
werden (Umkehr der Reaktion in Schema 20, Kasten).”! Die Uber diesen Weg installierte
Hydroxygruppe am B-C-Atom des Phenylalanins an Position 3 misste im Falle von Biphenomycin B (44)

mittels Dehydratase und Reduktase, welche nicht im bip-Cluster kodiert sind, wieder entfernt werden.

Beide Routen wiirden einen bislang unbekannten Reaktionsmechanismus reprdsentieren, da die
Ausbildung einer Radikal-SAM katalysierten Biarylbindung bislang nicht beschrieben wurde. Eine
Biosynthese unter Verwendung von Route 2 bietet lberdies eine Erklarung fiir die verschiedenen
Hydroxylierungen der Phenylalaninreste (Positionen 1 und 3). Sie entspricht damit der Beobachtung,
dass keine weiteren Hydroxylasen im potentiellen bip-Cluster kodiert sind.

Generell sind beide Biosyntheserouten allerdings hoch spekulativ. Auch muss die Anfalligkeit von
Radikal-SAM-Enzymen gegeniber Sauerstoff durch Oxidation der Eisen-Schwefel-Cluster in Betracht
gezogen werden. Zwar wurde erst kirzlich mit PqqE aus Methylobacterium extorquens AM1 ein
Radikal-SAM mit ungewdhnlicher Toleranz gegeniiber Sauerstoff beschrieben,?’! dieses Enzym stellt
bisher jedoch eine unerwartete Ausnahme dar. Erst weitere Untersuchungen durch
Gendeletionsstudien oder heterologe Expression kdnnen nahere Informationen zur eigentlichen

Funktion von BipD liefern.

3.2.3.5 Weitere Proteine, die im bip-Clustern kodiert sind

Neben BipA (70) und BipD fanden sich weitere Proteine in den Clustern, welche aufgrund von
Homologien gut untersuchten Familien zugeordnet werden konnten. So zeigte BipB starke Ahnlichkeit
zu Membrantransportern der ,Major Facilitator“-Superfamilie (MFS). Diese ermoglichen den
Transport einer Vielzahl kleiner Molekile Gber die Zellmembran mittels erleichterter Diffusion,
Symport oder Antiport. Sie sind dabei an Prozessen wie der Nahrstoffaufnahme, der Abgabe von
Metaboliten, oder der Vermittlung von Resistenzen beteiligt.?’? Vor allem in Grampositiven Bakterien
ist die Entfernung von toxischen oder antibiotischen Substanzen (iber Transport aus der Zelle ein
gangiger Mechanismus.?’”® Haufig wird dabei (ber den Transport eine Resistenz gegen selbst
hergestellte Antibiotika vermittelt.?’* Auch Biphenomycin A, B und C (43 - 45) sowie LL-AF283p (46)
besitzen antibiotische Aktivitdt.1°®5815° Daher kann angenommen werden, dass auch sie exportiert
und an das umgebende Medium abgegeben werden, um den Produzenten zu schiitzen. Ein MFS-

Transporter, wie er auch im Gencluster des RiPP Bottromycin D und von anderen Antibiotika zu finden
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ist, kdnnte diese Funktion Gibernehmen.??’* Dies machte BipB zu einem guten Kandidaten fiir Export
und Resistenzvermittlung gegeniiber den durch die potentiellen bip-Cluster gebildeten Substanzen.
Alle homologen Cluster enthielten neben dem RiPP-Vorlauferpeptid (BipA, 70) eine Zink-abhangige
Protease (Bipl). Proteasen sind, wie bereits erwahnt, fiir die Reifung vieler RiPPs notwendig, da sie das
modifizierte Kernpeptid freisetzen.® Auch im Cluster des RiPPs Pyrrolochinolinchinon (23) findet sich
mit PqqF eine Zink-abhangige Protease. Zwar ist diese fir die PQQ-Biosynthese nicht essentiell,
dennoch wird davon ausgegangen, dass sie an der proteolytischen Prozessierung beteiligt sein
kénnte.®

BipJ, die Protease der M42-Familie, war nur in den Clustern bzw. Genomen von Stammen mit BipA-
Homologen zu finden, welche liber eine C-terminal zum Kernpeptid gelegene Aminosauresequenz
verfiigen (Tab. 6 und Abb. 44). S. griseorubiginosus und S. filipinensis, bei den denen dies nicht der Fall
ist, besitzen keine Kopie des entsprechenden Gens. Dies legte die Vermutung nahe, dass BipJ an der
Entfernung des C-Terminus der Vorlauferpeptide, wie es bereits fiir andere RiPPs beschrieben wurde,
beteiligt sein kénnte. 834

Eine Untersuchung der BipF-Homologe ergab keine konservierten Bereiche oder Domaénen, die
Rickschliisse auf eine mogliche Funktion zulassen wiirden. Es fanden sich jedoch einige schwache
Ubereinstimmungen mit verschiedenen DNA-assoziierte Proteinen aus der NCBI-Datenbank. Eventuell
koénnte es sich daher auch bei BipF um ein DNA-bindendes Protein handeln. Moglicherweise ist BipF
mit BipE assoziiert, da flir dessen Homologe eine konservierte Region der AP2Ec (,,AP endonuclease
family 2“)-Superfamilie (NCBI-ID: cl23721) vorhergesagt wurde. Zu den Mitgliedern dieser Familie
gehdren unter anderem an der DNA-Reparatur beteiligte Endonukleasen.?’®> Somit kénnte auch BipE
DNA-bindenden Eigenschaften besitzen. Im Zusammenspiel kénnten BipF und BipE etwa eine Art

regulatorische Funktion der Biphenomycin-Biosynthese libernehmen.

3.2.3.6 Ein moglicher Biosyntheseweg der Biphenomycin-Familie (43 - 46)

Zusammenfassend kann man sagen, dass ein potentielles Gencluster fiir die Biosynthese der
Biphenomycin-Familie (43 - 46) Gber ein ribosomal synthetisiertes und posttranslational modifiziertes
Peptid (BipA, 70) in S. griseorubiginosus No. 43708 und S. filipinensis NRRL 3217 identifiziert werden
konnte. BipA (70) ist in beiden Stammen gekennzeichnet durch das Vorhandensein des vermuteten
Kernpeptids FRFRS, einer von zwei moglichen Sequenzen zur Synthese der Biphenomycine A, B und C
(43 - 45) sowie LL-AF283p (46) aus proteinogenen Aminosduren. Neben den Produzenten von 43 - 46
waren BipA-Homologe in den Genomen von nur fiinf anderen Bakterienstimmen, welche in der NCBI-

Datenbank hinterlegt sind, zu identifizieren. Dies veranschaulicht die Spezifitdt dieses Fundes. Neben
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70 fanden sich in den potentiellen bip-Clustern aller Organsimen sechs bis neun weitere konservierte
Gene (bipB - bipJ). Die entsprechenden kodierten Proteine wurden mittels verschiedener Web-
basierter Programme analysiert, um konservierte Motive und Homologe mit bekannter Funktion zu
identifizieren. Auf Grundlage dieser bioinformatischen Methoden konnten verschiedene potentielle
Funktionen fir BipB bis BipJ postuliert werden. Neben einem Membrantransporter (BipB) fanden sich
zwei DNA-bindende Proteine (BipE, BipF) und drei Proteasen / Peptidasen (BipH, Bipl, BipJ). Am
interessantesten waren jedoch ein Radikal-SAM-Enzym (BipD), welches ein potentieller Kandidat fir
die Installation der Biarylbindung ware, sowie zwei Enzyme, die an der Hydroxylierung von Arginin

(BipG) und seiner Spaltung zu Ornithin und Harnstoff (BipC) beteiligt sein konnten.
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Schema 21. Méglicher Biosyntheseweg von Molekilen der Biphenomycin-Familie (43 - 46) aus S. griseorubiginosus No. 43708
und S. filipinensis NRRL 3217 ausgehend von BipA (70). Die postulierte Funktion der im Cluster kodierten Proteine beruht auf
bioinformatischen Analysen (Details siehe Text). Die Positionen des Kernpeptids von 70 sind entsprechend nummeriert.
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Gerade die moglichen Funktionen der Proteine BipD, BipG und BipC unterstreichen die
Wahrscheinlichkeit, dass das beschriebene Cluster tatsachlich die Biosynthese von 43 - 46 kodiert. Eine
potentielle Biosyntheseroute, welche ebenfalls auf Basis der in silico-Resultate erstellt wurde und diese

zusammenfasst, ist in Schema 21 dargestellt.

Der Aufbau des potentiellen Biphenomycin-Genclusters und die postulierte Biosynthese waren dabei
vollkommen verschieden zu den Annahmen zu Beginn des Projekts. Weder beinhalteten sie einen
NRPS-Multienzymkomplex, noch ein Cytochrom P450-Enzym. Weitere Untersuchungen der hier
beschriebenen Gencluster sollten die Expression in heterologen Wirten und die damit verbundene
Identifikation und Isolierung neu gebildeter Substanzen beinhalten. Wenn diese eine Beteiligung der
Cluster an der Biosynthese von 43 - 46 zeigen, konnten Gendeletionsstudien der weiteren
Charakterisierung der involvierten Enzyme dienen. Interessante Ziele waren hierbei vor allem BipC,

BipG bzw. BipGH und BipD, welches eine neuartige Art der Biarylkupplung katalysieren wiirde.

3.2.4 Untersuchungen zur Biosynthese der Biphenomycin-Familie (43 - 46)

Zur Uberpriifung des postulierten Biosynthesewegs der Biphenomycin-Familie (43 - 46) durch die im
bip-Cluster kodierten Proteine (Schema 21) sollten die Cluster aus S. griseorubiginosus und
S. filipinensis heterolog exprimiert werden. Hierfir wurden die Cluster mittels Q5-Polymerase
amplifiziert und unter Verwendung entsprechender Uberhinge (iber Gibson-Assemblierung in den
Vektor pET-28b-SUMO kloniert. Die klonierten DNA-Abschnitte wurden dabei so erweitert, dass sie
neben den Genen bipA bis bipl auch die CDS eines jeweils stromaufwarts liegenden, potentiellen
Transkriptionsregulators enthielten (S. griseorubiginosus: LysR-Familie, S. filipinensis: TetR-Familie).
Dies geschah fur den Fall, dass diese an der Regulation der Expression der bip-Cluster beteiligt sind.
Die ldentitdt der resultierenden Konstrukte (pET-28b-SUMO::S.fil-bip-Cluster, pET-28b-SUMO::S.gri-
bip-Cluster) wurde per Testverdau und Endsequenzierung der Inserts verifiziert. Die Vektoren wurden
dann in den Expressionsstamm E. coli BL21(DE3) eingebracht. Als Negativkontrolle wurde pET-28b-
SUMO ohne Insert transformiert. Kulturen der drei Stdamme wurden anschlielend angezogen (ODgoo =
0,8 bis 1,2), mittels IPTG (0,1 mM) induziert und fiir 2 % Tage bei 16 °C inkubiert. Die Zellpellets und
Uberstinde dieser Kulturen wurden in der Folge mittels Ethylacetat (EtOAc) (Uberstidnde) oder einer
Mischung (50 % v/v) aus Methanol (MeOH) und Aceton (Pellets) extrahiert. Lésungen der Extrakte
(1 mg/mL in MeOH) wurden dann per LC-MS analysiert (Saule: ,Hypersil GOLD™ aQ C18, 150 x 2,1 mm,
3 um’, Programm: ,Biphenomycin‘). Dies lieferte im Falle der Kultur mit dem S. filipinensis bip-Cluster

einen UV-Signal im Extrakt des Uberstands bei 7 min 40 s, welches in der Negativkontrolle nicht
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sichtbar war (Abb. 47a). Dieser Peak enthielt die spezifische Masse 671,21 m/z (positiver Modus),
welche sich in der Negativkontrolle ebenfalls nicht detektieren lieS. Weiterhin zeigten sich im Vergleich
zur Negativkontrolle die spezifischen Massen 576,66 m/z und 598,77 m/z bei 8 min 18 s (negativer
Modus) (Abb. 47 b), die jedoch nicht von einem UV-Signal begleitet wurden. Im Extrakt des Uberstands
der Kultur mit den S. griseorubiginosus bip-Cluster war der UV-Peak bei 7 min 40 s zwar nicht zu sehen,
jedoch zeigte sich auch hier die Masse von 671,2 m/z (positiver Modus), wenn auch mit weitaus
geringerer Intensitdt (Abb. 48a). Auch die Masse von 576,67 m/z (negativer Modus) bei 8 min 18 s war
auffindbar, ebenfalls mit geringerer Intensitat (Abb. 48 b). Eine Masse von 598,42 m/z hingegen war

zwar detektierbar, fand sich jedoch nicht spezifisch bei der entsprechenden Retentionszeit.
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Abb. 47. LC-MS-Chromatogramm des Uberstandextrakts von E. coli BL21(DE3) mit dem bip-Cluster aus S. filipinensis NRRL
3217. Neben dem UV/VIS-Spektrum und der Gesamtheit der gemessenen Massen (TIC = ,Total ion current”, deutch: Total-
lonenstrom) sind die Bereiche der neu entdeckten, spezifischen Massen dargestellt. a) Detektion der Massen im positiven
Modus. b) Detektion der Massen im negativen Modus.

Das Pelletextrakt der Kultur mit dem S. filipinensis bip-Cluster zeigte ebenfalls ein minimales UV-Signal
bei 7 min 40 s, das eine spezifische Masse von 671,21 m/z beinhaltete (positiver Modus). Die Intensitat
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dieser Masse betrug jedoch nur 40% der Intensitat im Extrakt des entsprechenden Uberstands (Daten
nicht gezeigt). Das Extrakt des Pellets der Kultur mit den S. griseorubiginosus bip-Cluster zeigte
hingegen kein UV-Signal bei 7 min 40 s. Jedoch fand sich auch hier eine spezifische Masse von 671,12
m/z. Die Intensitat lag auch hier unter der Intensitat im Extrakt des entsprechenden Uberstandes (ca.
50%). Ein Vergleich der Massen, welche durch die Integration der beiden potentiellen Biphenomycin-
Cluster in E. coli BL21(DE3) gebildet wurden, mit der postulierten Biosynthese zeigte, dass es sich um
das bereits erwadhnte, durch BipC gebildete cyclische Intermediat (74) (Exakte Masse: 669,36 Da) und
einen lineares, aber mit Arginin verzweigtes Tripeptid (75) (Exakte Masse: 598,32 Da) handeln kdnnte,

dessen Ornithinrest am y-C-Atom hydroxyliert wurde (Abb. 49).
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Abb. 48. LC-MS-Chromatogramm des Uberstandextrakts von E. coli BL21(DE3) mit dem bip-Cluster aus S. griseorubiginosus
No. 43708. Neben dem UV/VIS-Spektrum und der Gesamtheit der gemessenen Massen (TIC) sind die Bereiche der neu

entdeckten, spezifischen Massen dargestellt. a) Detektion der Massen im positiven Modus. b) Detektion der Massen im
negativen Modus.

Dies unterstiitzt sowohl die Annahme, dass die Biosynthese der Biphenomycin-Familie (43 - 46) durch

die beschriebenen Gencluster kodiert wird als auch, dass dies liber die Bildung eines cyclischen
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Intermediats (74) verlauft. Interessanterweise findet sich das potentielle Intermediat 75 bisher nur bei
heterologer Expression des Genclusters aus S. filipinensis. Dieser Fund stimmt mit der Tatsache
Uberein, dass nur S. filipinensis das verzweigtkettige 46 produziert, dessen Vorlaufer 75 darstellen
wirde. Bei heterologer Expression des Genclusters aus S. griseorubiginosus, der 46 nicht produziert,
war dieser mutmaliliche Vorlaufer hingegen nicht nachweisebar. Die vermutliche Hydroxylierung an
y-Position wiirde dabei, wie in Kapitel 3.2.3.3 besprochen, durch BipG eingebracht werden. Da sie sich
dabei nach Auflosung eines potentiellen Zyklus (bei 75) aber nicht vorher (bei 74) zeigt, bekraftigt dies
die Theorie einer Interaktion von BipG und der Protease BipH, die ein Kandidat fiir die Spaltung des

cyclischen Intermediats 75 an einer oder zwei Positionen wiare (vgl. Schema 19).

Die geringfiigige Abweichung der detektierten Massen beider Molekile (ca. plus eins) zu den
errechneten Massen, konnte auf Messungenauigkeiten zurickzufihren sein. Hierfir spricht, dass die
beobachtete Differenz in allen Fallen eine anndhrend gleiche GroéRe besitzt. Auf die Identitat der
Substanz mit der Masse 576,6 m/z konnten in Bezug auf die Biphenomycin-Biosynthese keine

Rickschliisse gezogen werden.
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(Zyklus) (Verzweigtes Tripeptid)

Abb. 49. Mogliche Intermediate der Biphenomycin-Biosynthese, welche tiber die heterologe Expression der bip-Cluster aus
S. griseorubiginosus No. 43708 und/oder S. filipinensis NRRL 3217 in E. coli BL21(DE3) gebildet wurden.

Da liber die verwendeten bip-Cluster keines der erwarteten Endprodukte (43 - 46) gebildet wurde,
kénnte ein Teil der Proteine unter den gewahlten Bedingungen unl6slich oder inaktiv sein. Die
Klonierung der entsprechenden Cluster in weitere heterologe Wirte, wie S. coelicolor, S. lividans und
S. albus, welche die Ursprungsorganismen besser reprasentieren, kdnnte helfen ein solches Problem
zu umgehen. Falls dies zur Bildung derselben oder anderer, unvollstandig prozessierter Intermediate
fihrt, ist die Beteiligung weiterer Proteine zu vermuten, die nicht im bip-Cluster selbst kodiert sind.
Diese miissten Uber weitere bioinformatische und molekularbiologische Methoden identifiziert und

auf ihre Beteiligung an der Biosynthese getestet werden.
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3.3 Cittilin A (47)

Parallel zur chemo-enzymatischen Synthese von Complestatin (37) sollte die Biosynthese von Cittilin A
(47) aus Myxococcus xanthus DK1622 (GenBank-ID des vollstdndigen Genoms: CP000113) naher
untersucht werden. Um dabei die Rolle des Cyotchrom-P450-Enzyms Cit-P450 mittels eines
entsprechenden Assays zu testen (Schema 13), war eine Uberproduktion dieses Proteins notwendig.
Hierfiir wurde das Gen cit-P450 mit dem Vektor pJET1.2::cit-P450+met als Template amplifiziert (zur
Verfligung gestellt durch Prof. Rolf Miller, Helmholtz-Institut fiir Pharmazeutische Forschung
Saarland, Saarbriicken), der zuséatzlich das fir die Methyltransferase kodierende Gen tragt. Das
resultierende PCR-Produkt wurde in die Expressionsvektoren pHis8 und pGS-21a kloniert und die
resultierenden Vektoren pHis8::cit-P450 und pGS-21a::cit-P450 Uber Testverdau und Sequenzierung
Uberprift. Zur Generierung eines Fusionsproteins aus Cit-P450 und RED-Domane, welche bereits im
Zusammenhang mit Coml und ComJ angesprochenen wurde (vgl. Kapitel 3.1.3), sollte ein separat
amplifiziertes PCR-Produkt mittels LIC in den LICRED-Vektor kloniert werden.'%'%2 Auch das Plasmid
LICRED::cit-P450 wurde durch Testverdau und Sequenzierung verifiziert.

Alle drei Vektoren wurden dann in den Expressionsstamm E. coli BL21(DE3) und im Falle von
LICRED::cit-P450 in einige andere Stamme, welche routinemaRig Verwendung bei Expressionen finden,
transformiert. Folgende Testexpressionen zeigten hier, dass die Konstrukte aus den Stammen mit
LICRED::cit-P450 schlecht 16slich waren (Daten nicht dargestellt). Im Falle von pHis8::cit-P450 und
pGS-21a::cit-P450 waren beide rekombinanten Proteine I8slich. Erste Aufreinigungen zeigten jedoch,
dass die Ausbeute bei Verwendung von pHis8::cit-P450 im Durchschnitt geringerer war (115,8 uM pro
Liter TB-Medium) als bei Verwendung von pGS-21a::cit-P450 (179 uM pro Liter TB-Medium = plus
54,5%). Daher wurde entschieden, weitere Expressionen nur mit dem Vektor pGS-21la::cit-P450
durchzufiihren. AuBerdem wurde das Fusionsgen aus LICRED::cit-P450 amplifiziert, in pGS-21a kloniert
und in E. coli BL21(DE3) transformiert. Durch das Anfligen eines N-terminalen GST-Tags konnte dabei,
wie schon im Falle von ComI-RED und ComlJ-RED (vgl. Kapitel 3.1.3), die Loslichkeit des kodierten
Proteins verbessert werden (Daten nicht dargestellt). Die Proteine Cit-P450 und Cit-P450-21aRED
wurden anschlieBend in groBerem Malistab bei 20 °C (TB-Medium, U. N.) Uberproduziert, unter
Rekonstitution aufgereinigt, entsalzt und aufkonzentriert. Dies lieferte rot-braunlich gefarbte
Losungen (Abb. 50a), die mittels SDS-PAGE und UV/VIS-Spektroskopie untersucht wurden. Die Gele
(Abb. 50b) zeigten dabei in beiden Fallen Banden der erwarteten GréRe (vgl. Tab. 52). Es zeigten sich
auch andere Banden, bei denen es wahrscheinlich um Fragmente der Proteine vollstandiger Lange
handelt. Diese kdnnten durch Spaltung wahrend Aufreinigung und Probenvorbereitung fiir die SDS-
Page entstanden sein. So entsprachen Banden bei ca. 25 kDa dem freien GST-Tag (25,7 kDa) und bei

ca. 35 kDa der freien RED-Domane (34,95 kDa). Andere Banden waren damit folglich auf CYP450s ohne
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GST-Tag (Cit-P450: 50,4 kDa; Cit-P450 plus RED-Domane: 85,9 kDa), ohne RED-Domaéne (Cit-P450 plus
GST-Tag: 79,8 kDa) oder ohne GST-Tag und RED-Domane (Cit-P450: 50,4 kDa) zurlickzufiihren (Abb.
50b). Da die Bandenmuster beider Proteinlosungen allerdings nahezu identisch sind und einige
Proteine zeigen, die nicht den oben beschriebenen Bruchstiicken entsprechen, scheint es
wahrscheinlicher, dass zusatzliche Banden durch Abbruch der Translation gebildet wurden. So
entstandene Fragmente mit N-terminalem Polyhistidin-Tag waren (ber Nickel-Affinitats-
chromatographie nicht entfernbar. Um die Aufreinigung unvollstandiger Cit-P450-Derivate in Zukunft
zu vermeiden, ware es sinnvoll, die Gene in die Vektoren pED1 oder pED2 einzubringen (hergestellt
durch Frau Elke Duell aus unserer Arbeitsgruppe), die sich durch einen GST-Tag und einen C-terminalen
Polyhistidin-Tag auszeichnen.

Die Spektren beider Proteine (Abb. 50c) entsprachen denen von ,, Low spin“-Cytochrom P450-Enzymen
in oxidiertem Zustand und zeigten eine Soret-Bande bei 415 nm und B- und a-Peaks bei 537 nm bzw.
568 nm.***1% Dje bei 350 - 385 nm sichtbare Schulter deutet, wie schon bei Coml-21aRED und ComJ-
21aRED (vgl. Kapitel 3.1.3), auf Reste von Haminchlorid (Amax = 365 und 385 nm)®® aufgrund der
Rekonstitution hin. Generell zeigten SDS-PAGE und UV/VIS-Spektroskopie, dass beide Enzyme mit

Ham-Cofaktor in potentiell aktiver Form aufgereinigt werden konnten.
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Abb. 50. a) Aufgereinigte und aufkonzentrierte Proteinldsungen von Cit-P450-21aRED (links) und Cit-P450 (pGS-21a; rechts).
b) SDS-Gel (12%) von Cit-P450 (pGS21a; 79,8 kDa) und Cit-P450-21aRED (115,5 kDa). M = ,Unstained Protein MW Marker’,
GST = GST-Tag, RED = RED-Doméne. c) Spektren von Cit-P450 (pGS-21a; 180 pM) und Cit-P450-21RED (130 uM).
Charakteristische Maxima innerhalb der Spektren wurden markiert (Details siehe Text).

Cit-P450 (aus pGS-21a) und Cit-P450-21aRED wurden dann mit den beiden potentiellen Substraten 48
und 49 (ebenfalls durch Prof. Rolf Miiller zur Verfligung gestellt) in einem enzymatischen Assay nach
Schema 13 verwendet. Fiir die Bereitstellung von Elektronen an Cit-P450 und die Regeneration des
Donors NADPH wurden Fpr und PetF (Kapitel 3.1.1.1) sowie Gdh (Kapitel 3.1.2) genutzt. Die

Konzentrationen der verwendeten Assay-Komponenten (Tab. 7) in HEPES-Puffer (25 mM, pH 7,0,
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50 mM Nacl) richteten sich dabei nach den Untersuchungen von Woithe et al. (2007) mit OxyB der

Vancomycin-Biosynthese.®°

Tab. 7: Bestandteile der enzymatischen Biarylkupplungsassays mit Cit-P450 (pGS-21a) oder Cit-P450-21aRED.

Funktion Biaryl- / Biaryletherkupplung Substrat Elektronendonorsystem NADPH-Regeneration
Komponente Cit-P450 oder Cit-P450-21aRED 48 oder 49 Fpr PetF NADPH Gdh Glucose
Endkonzentration 8 uM 80 uM 10 uM 20 uM 1mM 20 uM 1mM

Alle Bestandteile wurden auf Eis pipettiert und die Reaktionen durch Zugabe des CYP450 gestartet.
Eine Negativkontrolle erfolgte jeweils ohne Zugabe eines CYP450. Nach Inkubation fiir 2,5 Stunden bei
30 °C (300 rpm) wurden die Reaktionen durch Inkubation fiir 10 min auf Eis gestoppt. Die Ansatze
wurden dann zentrifugiert (14.000 rpm, 5 min bei 10 °C) und 25 pL der Uberstinde mittels LC-MS
(Saule: ,Eurospher Il 100-3 C18A, 150 x 4,6 mm mit Vorsaule’, Programm: ,Complestatin‘) analysiert.
Die einzelnen Assay-Bestandteile in den verwendeten Konzentrationen wurden auf dieselbe Art
untersucht. Hierbei wurden Retentionszeit und Massenspektren als Referenz fiir die Auswertung der
Reaktionen bestimmt. Dies zeigte im Falle der linearen Peptide 48 und 49 eine Retentionszeit von 14
min 30 s bzw. 11 min 48 s (Abb. 51a). Die Masse von 48 (620,5 Da) betrug, wie erwartet, 621,7 m/z
[M+H*] wahrend 49 (3183,8 Da) ein abweichendes Massenspektrum zeigte (Abb. 51b). Die gemessen
Werte (blau) des mehrfach positiv geladenen Peptids waren dabei durchweg niedriger als die
errechneten Werte (rot). Eine Uberpriifung zeigte, dass die detektierten Massen scheinbar einer
kiirzeren Variante von 49 ohne N-terminales Methionin (3052,7 Da) entsprachen, welche vom
Arbeitskreis Miiller anstelle von 49 zur Verfligung gestellt wurde. Das Molekulargewicht dieses

kiirzeren Vorlauferpeptids wurde somit fir alle zuklinftigen Analysen verwendet.

Die HPLC-Chromatogramme der vier Reaktionsansatze zeigten verschiedene Peaks. Diese wurden,
wenn moglich, auf Basis der gemessenen Referenzen identifiziert (Abb. 52). Dabei waren in allen vier
Ansatzen Signale der Substrate 48 bzw. 49 sichtbar. Es konnten jedoch keine Peaks mit den Massen
der erwarteten Produkte 50 (617,3 m/z [M+H"]) oder 51 (3049,7 m/z [M+H*]) identifiziert werden.
Auch die Massen der einfach gekuppelten Peptide (619,3 m/z [M+H*] bzw. 3051,7 m/z [M+H*]) waren
nicht auffindbar. Die Analyse der Ansadtze mit 48 gestaltete sich hierbei schwierig, da die Massen trotz
sichtbarem HPLC-Peak schlecht detektierbar waren. Auch ist die Analyse einer geringen Anderung des
Molekulargewichts (minus 2 oder 4 m/z) bei Molekilen kompliziert, die aufgrund ihrer GroRe in

mehrfach geladener Form detektiert werden.
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Abb. 51. a) HPLC-Chromatogramme des Cittilin A-Kernpeptids (48) und des Cittilin A-Vorldauferpeptids (49). b)
Massenspektren der mit 48 und 49 korrelierenden HPLC-Peaks. z = ,X’: lonenpeaks mehrfach positiv geladener Molekile mit
Ladung X; Rote Werte: Errechnete Massen; Blaue Werte: Gemessene Massen.

Flr das Ausbleiben einer Kupplung von 48 oder 49 durch Cit-P450 kann es verschiedene Griinde geben.
So kénnte, wie bereits im Falle von Complestatin (37) diskutiert (Kapitel 3.1.6), eine Optimierung des
enzymatischen Systems und der Reaktionsbedingungen notwendig sein. Beispiele hierflir waren ein
Austausch des Fpr/PetF-Systems zur Bereitstellung von Elektronen durch das etablierte AdR/Adx-
System (Kapitel 3.1.1.1) oder die Verwendung weiterer Reaktionspuffer. Weiterhin besteht die
Moglichkeit, dass Cit-P450 nicht an der Biosynthese von Cittilin A (47) beteiligt ist, oder nur eine der
Biarylbindungen installiert. Hierbei kénnte es sich in der zeitlichen Abfolge sowohl um die erste als
auch die zweite Kupplung handeln. In diesem Zusammenhang wurde bereits fir diverse
biarylkuppelnde CYP450s aus NRPS-basierten Biosynthesewegen gezeigt, dass ihre Aktivitdt von
vorangegangenen Cyclisierungen abhidngt.6®%877128 \Wenn auch Cit-P450 die chronologisch zweite
Biarylkupplung katalysiert, konnte das Ausbleiben der ersten Ringbildung das Enzym unwirksam
machen. In diesem Fall ware auch lber das verwendete Assay keine Biarylverkniipfung zu beobachten.
Um die Substratpraferenz von Cit-P450 naher zu untersuchen, kdnnte die Affinitat zu 48 und 49 Uber
Differenzspektren mit verschiedenen Konzentrationen der Peptide bestimmt werden.%>1%41% So|lte
dies die Beteiligung eines zweiten CYP450 nahelegen, miisste dieses Uber zusatzliche bioinformatische
Analysen des Genoms von M. xanthus DK1622 und molekularbiologische Untersuchungen, wie
Gendeletionen, identifiziert werden.
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Abb. 52. HPLC-Chromatogramme (Ausschnitt) der enzymatischen Assays von Cit-P450 mit den Substraten 49 oder 48 sowie
von Cit-P450-21aRED mit 49 oder 48. Peaks wurden entsprechend von Retentionszeit und Massenspektrum zugeordnet.

Auch eine weitere Charakterisierung von Cit-P450 und Cit-P450-21aRED in anderen Bereichen kénnte
fir eine erfolgreiche Durchfiihrung der enzymatischen Assays von Vorteil sein. So sollte die
Reduzierbarkeit mittels Natriumdithionit gefolgt von einer Durchgasung mit CO getestet werden oder
die Messung von Differenzspektren nach Zugabe von Imidazol (vgl. Kapitel 3.1.3) erfolgen. Im Falle von
Cit-P450-21aRED konnte ebenfalls untersucht werden, ob die RED-Domane in der Lage ist, den Ham-
Cofaktor des Cit-P450-Teils zu reduzieren. Unter geeigneten Messbedingungen kann dies durch

NADPH-Zugabe zum gereinigten Enzym mit anschlieRender CO-Durchgasung getestet werden, 83194
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3.4 Nicht-ribosomale Peptide mit 4-Methyloxazolinring

Im Folgenden sind die Resultate der bioinformatischen Untersuchung eines Genclusters (Sf-JBIR) aus
S. filipinensis NRRL 3217, welches groRe Ahnlichkeit zum biosynthetischen Cluster von JBIR-34 und -35
(52 - 53) auweist,'®* zusammengefasst. Ebenso werden die Versuche zur Identifizierung potentieller
Produkte dieses Clusters Uber Fermentation von S. filipinensis NRRL 3217 und heterologen Expression
besprochen. AbschlieBend sind die Ergebnisse der Untersuchungen zur Biosynthese von
6-Chlorotryptophan (55) und B,4-Dihydroxy-6-Chlorotryptophan (56) dargestellt. Hierzu zdhlen die
heterologe Expression von FmoA1BCDE und ihre Charakterisierung durch molekularbiologische

Methoden, sowie die enzymatischen Assays, welche mit diesen Proteinen durchgefiihrt wurden.

3.4.1 Aufbau und Merkmale des JBIR-Genclusters aus S. filipinensis NRRL 3217

Fiir Contig 11 des S. filipinensis-Genoms wurde durch das Programm ,antiSMASH 3.0 ein Gencluster
vorhersagt, welches potentiell zum JBIR-Cluster verwandt ist.!* Um die entsprechende DNA-Region
ndher zu untersuchen, wurden die vorhergesagten CDS (,Glimmer Plug-in‘ von ,Geneious’) in die
entsprechenden Aminosduresequenzen Ubersetzt (,EXPASy Translate tool) und mittels blastp
analysiert. Uber Homologien zu den an der Biosynthese von JBIR-34 und -35 (52 - 53) beteiligten
Proteinen sollten dabei Zusammensetzung, Aufbau und die vermutlichen Grenzen dieses Clusters
identifiziert werden. Es zeigte sich, dass das S. filipinensis-Cluster fast alle Proteine kodiert, denen eine
Rolle bei der Biosynthese von 52 und 53 zugeschrieben wird (Tab. 8). GrofRe und Organisation der Gene
innerhalb des Clusters entsprachen dabei weitestgehend denen von Streptomyces sp. Sp080513GE-23
(Tab. 8 und Abb. 53).1¢4

Es zeigten sich jedoch an vier Stellen Unterschiede zwischen den beiden Clustern. Diese betrafen unter
anderem fmoM und fmoR3, welche fiir eine L-Threonin-Aldolase bzw. einen Regulator der LysR-Familie
kodieren. In Streptomyces sp. Sp080513GE-23 liegen beide Gene stromabwarts von fmoA5. Im Sf-JBIR-
Cluster hingegen liegt das zu fmoM homologe Gen stromaufwarts von fmoR1 und damit am
gegeniiberliegenden Ende des Clusters (vgl. Abb. 53). Ein fmoR3-Homolog wiederum fand sich in
S. filipinensis weder innerhalb des Clusters noch in dessen naherer Umgebung (150 kb stromauf- oder
stromabwarts). Die Neuanordnung oder Deletion von Genen innerhalb biosynthetischer Gencluster ist
generell nicht selten und reprasentiert einen schnell ablaufenden, evolutiondren Prozess der zur

Bildung neuer Naturstoffderivate oder -familien fiihrt.276:277
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Tab. 8. Ubersicht liber GréRe und vermutete Funktion der durch das JBIR-Cluster aus Streptomyces sp. Sp080513GE-23
kodierten Proteine. Im Vergleich dazu sind Vorkommen, GroBe und die Gber blastp ermittelte Sequenzibereinstimmung von
homologen Proteinen aus Streptomyces filipinensis NRRL 3217 dargestellt.

Streptomyces sp. Sp080513GE-23

Streptomyces filipinensis NRRL 3217

Protein Vorhergesagte Funktion Anzahl AS GenBank / NCBI-ID | Anzahl AS AS-ldentitat (%)
(NRPS-Doménen) [blastp]
FmoA1l NRPS (A-T) 588 BAP16684 595 468/586 (80%)
FmoA2 NRPS (A-T-CYC-MT) 1496 BAP16689 1499 1284/1498 (86%)
FmoA3 NRPS (CYC-A-T) 1127 BAP16693 1610 * 925/1116 (83%)
FmoA4 NRPS (C-A-T-MT) 1459 BAP16697 1456 1239/1461 (85%)
FmoA5 NRPS (C-T-TE-TE-A-T) 1868 BAP16699 1838 1500/1867 (80%)
FmoB Thioesterase 246 BAP16685 246 192/246 (78%)
FmoC Cytochrom P450- 398 BAP16686 398 361/398 (91%)
Monooxygenase
FmoD Tryptophan 6-Halogenase 550 BAP16687 544 484/542 (89%)
FmoE Flavinreduktase 177 BAP16688 184 150/177 (84%)
FmoF Hypothetisches Protein 218 BAP16690 216 175/213 (82%)
FmoG Integraler 423 BAP16691 423 332/423 (78%)
Membran-lonen-Antiporter
FmoH Alanin- / a-Methylserin- 407 BAP16692 Genfusion mit fmoA3 (s.0.) *
Hydroxymethyltransferase
Fmol Aldehyd-Dehydrogenase 490 BAP16694 500 423/489(87%)
Fmol Esterase 246 BAP16695 246 206/246 (84%)
FmoK Transmembran-Transporter 487 BAP16698 487 418/489 (85%)
FmolL Hypothetisches Protein 390 BAP16700 381 295/389 (76%)
FmoM L-Threonin-Aldolase 364 BAP16701 344 278/343 (81%)
FmoR1 Transkriptionsregulator, 289 BAP16683 278 223/271 (82%)
SARP-Familie
FmoR2 Transkriptionsregulator 323 BAP16696 322 247/322 (77%)
FmoR3 Transkriptionsregulator, 306 BAP16702 X

LysR-Familie

Zusatzliche CDS im Sf-JBIR-Cluster ohne Entsprechung im JBIR-Cluster von Strept:

omyces sp. Sp080513GE-23

FmoN

FmoO

Zwei-Komponenten
Antwort-Regulator

Zwei-Komponenten
Sensor-Histidinkinase

219

339

WP_014739809
(M. marinus)

WP_014739808
(M. marinus)

221

342

113/202 (56%)

110/270 (41%)

X: Kein Homolog im Sf-JBIR-Cluster oder der ndheren genomischen Umgebung enthalten (Geneious; tblastn);

*. fmoA3 aus S. filipinensis kodiert eine NRPS mit der vermuteten Doméanenorganisation CYC-A-T-HMT.

Eine erweiterte Erklarung fiir die Abwesenheit eines FmoR3-Regulators kénnte in einem anderen

Unterschied zwischen den Clustern zu finden sein. So enthalt das Sf-JBIR-Cluster zwei zusatzliche, als
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fmoN und fmoO bezeichnete Gene. Diese kodieren Proteine, welche Homologien zu einem Antwort-
Regulator (FmoN) und einer Sensor-Histidinkinase (FmoQO) aus Modestobacter marinus zeigen. Beide
Proteintypen sind gut untersucht und bilden sogenannte Zwei-Komponenten-Systeme, welche vor
allem in Prokaryoten einen wichtigen Bestandteil der Signaltransduktion bilden.?’827° Sje regulieren
unterschiedlichste zelluldre Vorgdnge als spezifische Antwort auf eine groRe Bandbreite von
Umuweltsignalen, wie die Verinderung der verfligbaren Nihrstoffe.?2%28 Dje Stimuli werden in diesem
Fall Gber die membrangebundene Histidinkinase wahrgenommen, was zu einer Aktivierung des
zugehorigen Antwort-Regulators fiihrt, der eine zelluldre Antwort auslost, die in der Mehrzahl der Falle
auf einer Regulation der Genexpression beruht.?’#%7° Auch im Zusammenhang mit der Produktion von
Sekundirmetaboliten wurden diese Systeme bereits beschrieben.??28 Die Proteine FmoN und FmoO
waren somit Kandidaten, um eventuell die Funktion des fehlenden Regulator FmoR3 in S. filipinensis

zu kompensieren.

1kb
200435 e ) 3 425 = e (1

o R ) - | 4 ) 1) o <

_______ Ed

rd
Resequenzierter
DNA-Bereich

Zwei- fmoA3
Komponenten- mit
System  fmoH-Doméne

Abb. 53. Vergleich des Aufbaus der Gencluster aus Streptomyces sp. Sp080513GE-23 (JBIR) und Streptomyces filipinensis NRRL
3217 (Sf-JBIR). Die zur Verifizierung der Abweichungen im S. filipinensis-Cluster erneut sequenzierte Region ist entsprechend
markiert. Griin: NRPS; Rot: CYP450; Gelb: Modifizierende Enzyme oder Proteine unbekannter Funktion; Lila: (Potentielle)
Regulatoren.

Die interessanteste Abweichung zwischen dem von Muliandi et al. (2014) beschriebenen Gencluster
und dem Sf-JBIR-Cluster lag allerdings in einer Genfusion zwischen fmoA3 und dem stromabwarts
gelegenen fmoH (Abb. 53).1%* Dies wiirde die Hydroxymethyltransferase (HMT) FmoH von einem
eigenstandigen Enzym in Streptomyces sp. Sp080513GE-23 zu einem Teil der NRPS FmoA3 in
S. filipinensis NRRL 3217 machen. Eine weiterfiihrende Analyse (blastp) von FmoH aus Streptomyces
sp. Sp080513GE-23 mittels der NCBI-Datenbank zeigte, dass diese Form der Fusion zwischen einer
NRPS und einem zu FmoH homologen Protein kein Einzelfall ist. So fand sich die grofte
Ubereinstimmung zu FmoH {iberraschenderweise nicht bei anderen, eigenstindigen Proteinen, die
potentielle Serin-Hydroxymethyltransferasen reprasentieren, sondern bei zwei NRPS. Diese sind in den
Genomen von Streptomyces sp. MUSC136T (auch Streptomyces malaysiense; Cover = 99%, E-value =
0.0, Identitat = 89%, Gemeinsamkeit = 93%, NCBI-ID: WP_053055449) und Streptomyces puniciscabiei
NRRL B-24456 (Cover = 99%, E-value = 0.0, ldentitdt = 88%, Gemeinsamkeit = 92%, NCBI-ID:
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WP_055705528) kodiert. Auch hier bildet das FmoH-Homolog als Folge einer Genfusion den
C-terminalen Teil der NRPS. Abgesehen davon sind sie in Anzahl, Funktion und Organisation der
restlichen Doméanen identisch zu FmoA3 aus S. filipinensis oder Streptomyces sp. Sp080513GE-23
(,PKS/NRPS Analysis‘). Interessanterweise sind auch sie Bestandteil von Genclustern, welche homolog
zum JBIR-Cluster zu sein scheinen.?>287

Wie bereits im Zusammenhang mit den Proteinen BipG und BipH (Kapitel 3.2.3.3) der potentiellen
Biphenomycin-Biosynthese besprochen, ist die Fusion von Genen, welche an der gleichen Biosynthese
beteiligt sind, nichts Ungewdhnliches. Vielmehr deutet sie auf eine enge funktionelle Beziehung der
kodierten Proteine wihrend der jeweiligen Synthese hin.?*’-2>° Aus diesem Grund ist auch nicht davon
auszugehen, dass die Bildung eines Fusionsproteins zu einem Aktivitatsverlust von FmoH fihrt.
Vielmehr scheint die NRPS FmoA3 hierdurch um eine potentiell neuartige HMT-Domane erweitert zu
werden. Unterstitzt wird diese Annahme durch die Tatsache, dass FmoH mit der Umwandlung von
D-Alanin (58) zu a-Methyl-L-Serin (57) eine Schlisselreaktion bei der Bildung des strukturgebenden
4-Methyloxazolinrings und somit bei der Biosynthese von JBIR-34 und -35 (52 - 53) katalysiert.!6*

Die Bildung eines Fusionsproteins hat allerdings durchaus Implikationen auf die zeitliche Abfolge der
einzelnen Reaktionen wahrend einer NRPS-basierten Biosynthese. So scheint es naheliegend, dass es
sich bei dem Substrat einer HMT-Domaéane, wie im Falle anderer modifizierender NRPS-Domanen
(Methylierung, Epimerisierung, etc.), um eine PCP-gebundene Aminosaure handelt.*® Die A-Domane
von FmoA3 aus S. filipinensis konnte dabei, anders als fir die entsprechende A-Doméne aus
Streptomyces sp. Sp080513GE-23 postuliert, nicht a-Methyl-L-Serin (57), sondern D-Alanin (58)
aktivieren. Eine Umwandlung zu 57 durch die HMT-Domane wiirde erst nachfolgend stattfinden. Bei
der Vorhersage der Substratspezifitdt wurde im Falle der FmoA3 A-Domane des urspriinglichen JBIR-
Clusters auf eine Untersuchung der Aktivitait gegeniliber 58 verzichtet. Unter den getesteten
Substraten befand sich lediglich L-Alanin, welches nicht aktiviert wurde.’® Im Hinblick auf das
Fusionsprotein muss daher die Moglichkeit in Betracht gezogen werden, dass diese A-Domane in der
Lage sein kdnnte, neben 58 auch 57 zu aktivieren. Eine Umsetzung von 58 wiirde dann in PCP-
gebundener Form erfolgen. Die Substratprdaferenz von FmoH gibt hierbei keine weiteren
Anhaltspunkte, da die durch FmoH katalysierte Reaktion lediglich Uber die Untersuchung der
Rickreaktion verifiziert wurde.*®*

Der Umsetzung von PCP-gebundenem 58 stiinde ein Model gegenliber in dem die HMT-Doméne freies
D-Alanin (58) zu a-Methyl-L-Serin (57) umwandelt. Dieses wiirde erst in der Folge durch die A-Domane

von FmoA3 aktiviert und auf die entsprechende PCP-Domane geladen werden.

Die Fusion von fmoH und fmoA3 und das Vorhandensein eines Zwei-Komponenten-Regulatorsystems

sind wichtige Anderungen im Aufbau des Sf-JBIR-Clusters. Fiir weitere Untersuchungen der
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Biosynthese sowie fir die heterologe Expression des Sf-JBIR-Clusters kdnnte dies von Bedeutung sein.
Daher wurde das Resultat der Illumina-Sequenzierung durch einen zweiten Sequenzierungsschritt der
entsprechenden DNA-Region verifiziert. Hierdurch sollten Ereignisse, wie die Insertionen oder
Deletionen einzelner Basen wahrend der ersten Sequenzierung, ausgeschlossen werden. So kénnten
zusatzliche oder fehlende Basen eine Verschiebung des Leserahmens zur Folge gehabt haben, die in
einer Pseudofusion von fmoH und fmoA3 resultiert. Fir die erneute Sequenzierung wurde ein 6,3 kb
groRer DNA-Bereich (Abb. 53) mit den Genen fmoN, fmoO und der DNA-Region von fmoA3, welche fir
die potentiellen HMT-Domane kodiert, in finf Abschnitte (1,4 bis 1,6 kb) unterteilt. Diese wurden
mittels PCR (Q5-Polymerase) amplifiziert, aufgereinigt und sequenziert. Fiir eine vollstandige
Abdeckung der Region wurden die Abschnitte so gewahlt, dass sie sich an ihren Enden tberlappen (170
- 660 bp). Ein Alignment der resultierenden Sequenzen mit der (iber die Genomsequenzierung
erhaltenen Sequenz zeigte dabei keinerlei Abweichungen innerhalb der untersuchten Region. Es kann
somit davon ausgegangen werden, dass die GroRe von fmoN und fmoO und die Funktion der kodierten
Proteine korrekt vorhergesagt wurden. Auch das Fusionsereignis zwischen fmoH und fmoA3 wurde
bestatigt. Die NRPS FmoA3 enthalt somit einen bislang unbekannten Typ von Domé&ne mit neuartiger
Funktion. Diese leitet sich von der Alanin- / a-Methylserin-Hydroxymethyltransferase FmoH ab. Unter
der Annahme, dass sie dieselbe Reaktion katalysiert, sollte sie daher als HMT-Domane bezeichnet
werden.

Abschliefend kann also davon ausgegangen werden, dass auch das Sf-JBIR-Cluster in der Lage ist, die
Substanzen 52 und 53 oder eng verwandte Substanzen zu synthetisieren. Die spezifischen
Unterschiede wahrend der Biosynthese aufgrund des alternativen Clusteraufbaus verlangen dabei
ndhere Untersuchungen durch in vivo (Erzeugung von Deletionsmutanten) oder in vitro (heterologe

Proteinproduktion und enzymatische Assays) Experimente.

3.4.2 Fermentationen zur Extraktion von JBIR-34 und -35 (52 - 53) oder entsprechender Derivate

3.4.2.1 Fermentation von Streptomyces filipinensis NRRL 3217

Zur Uberpriifung, ob das Sf-JBIR-Gencluster ebenfalls die Biosynthese der NRPs JBIR-34 und -35 (52 -
53) kodiert, oder ob S. filipinensis NRRL 3217 Variationen beider Molekiile produziert, die z. B.
Modifikationen durch nicht im Cluster kodierte Enzyme erfahren haben, sollten die Substanzen durch
Fermentation und Extraktion von S. filipinensis isoliert werden.

Dies geschah auf zwei Arten. Zum einen sollten potentielle JBIR-Molekiile (iber ein lonenaustauschharz
(Diaion® HP-20), wie es auch bereits wahrend der Untersuchungen zur Biosynthese von JBIR-34 und -35

(52 - 53) verwendet wurde,'®* aus einer finf Tage alten S. filipinensis-Kultur in ISP-2-Medium (2 L)
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isoliert werden. Gebundene Substanzen wurden in MeOH gel6st und getrocknet. AnschlieRend
erfolgte eine weitere Extraktion der erhaltenen Substanzen mit EtOAc. Eine alternative Aufreinigung
sollte mittels einer Standardextraktion des Uberstands einer Kultur, die sieben Tage in ISP-2 (250 mL)
inkubiert wurde, durch EtOAc erfolgen. In beiden Fallen wurden die Losungen (MeOH-Extrakt oder
Kulturiiberstand) neutral (pH 6,5 - 7,3) oder angesauert (pH 1,0) mit EtOAc extrahiert. Eine
nachfolgende Analyse von 50 pL der in MeOH resuspendierten Extrakte (1 mg/mL) mittels LC-MS
(Saule: ,Eurospher 1l 100-3 C18A, 150 x 4,6 mm mit Vorsaule‘, Programm: ,Complestatin’, Detektion
bei 300 nm) lieferte verschiedene Signale (Abb. 54a). Diese besalRen im HP-20-Extrakt (pH 6,5) generell

die grofSte Intensitat. Der distinkte Peak zeigte sich in allen Extrakten bei 14 min 50 s.

a) Erste Halfte: 671,4 m/z
Zweite Hélfte: 641,3 m/z 655,4 m/z HP-20 (pH 6,5)  HP-20 (pH 1,0) EtOAc(pH7,3) EtOAc(pH 1,0)

183,1 m/z

169,1 m/z ‘ 197,1 m/z

| I i i 100 mv
R AN CllS 300 nm
PNACN NE
1 1 1 1 1] 1 I
1 1 1 1 I
1 1 1 1 1 |
1 | 1 1 ]
1 1 1 1 I
1 1 1 1 I
POV NE P
: ‘ ‘ . ‘ R ' o ‘ ‘ , , : : , —— Ff RT [minl
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38
b) c/s 183,1 c/s 655,4
8min-11min30s | 14 min - 16 min
671,4

197,1

169,1

Abb. 54. a) Vergleich der Extraktionen von S. filipinensis-Kulturen Uber ein lonenaustauschharz (HP-20) oder mittels EtOAc
bei 300 nm. b) Spezifische Massen (positiver Modus) im HP-20-Extrakt (pH 6,5) bei den entsprechenden Retentionszeiten.

Dieser zeigte in den HP-20-Extrakten spezifisch die Massen 641,3 m/z und 671,4 m/z (positiver Modus).

Die Masse 671,4 m/z fand sich dabei in der vorderen Schulter des Peaks, wihrend die Masse 641,3 m/z
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in der zweiten Halfte zu finden war (Abb. 54b). Die entsprechenden Peaks der EtOAc-Extrakte zeigten
nur die Masse von 641,3 m/z. Im HP-20-Extrakt mit pH 6,5 zeigte sich auRerdem ein Ausldufer der
Masse 655,4 m/z (positiver Modus), die sich spezifisch im Peak bei 15 min 35 s fand (Abb. 54a und b).
Weitere intensive Peaks mit spezifischen Massen (positiver Modus) fanden sich im HP-20-Exktrakt (pH
6,5) bei 8 min 305 (169,1 m/z), 9 min 45 s (183,1 m/z) und 10 min 50 s (197,1 m/z) (Abb. 54a und b).
Auch in den anderen drei Extrakten waren diese spezifisch bei den entsprechenden Retentionszeiten
zu identifizieren. Die erwarteten Massen von 52 (m/z = 481,1 [M+H"]) oder 53 (m/z = 467,1 [M+H*])

waren jedoch in keinem der vier hergestellten Extrakte enthalten.

Weitere Extraktionen von in ISP-2-Medium angezogenen Kulturen und nicht induziertem Medium
zeigten, dass die beobachteten Peaks (300 nm) nur bei Inkubation mit S. filipinensis sichtbar waren.
Auch schien eine Ansduerung des Kulturliberstandes entgegen den in Abb. 54 dargestellten
Chromatogrammen bei einer Extraktion mit EtOAc notwendig zu sein, um die unbekannte Substanz
mit einer Masse von ca. 641,3 m/z isolieren zu kénnen. So waren in folgenden Extraktionen weder ein
Peak im UV/VIS-Spektrum (300 nm) sichtbar, noch konnte die Masse bei der entsprechenden

Retentionszeit identifiziert werden (Abb. 55), wenn der pH-Wert nicht angeglichen wurde (pH 4,0).

641,7 m/z ISP2 (pH4,0) ISP2 (pH 6,7) -Kontr. (pH 6,7)

RT [min]
I I N R T 18 200 220 T 24 " T26 280 a0 32’ Tad T 3 38

Abb. 55. Vergleich der Extraktion von unbeimpftem ISP-2-Medium (= -Kontrolle; 250 mL, pH 6,7 oder pH 4,0) sowie den
EtOAc-Extrakten des Uberstandes einer S. filipinensis-Kultur (1 L, sieben Tage inkubiert) mit pH 6,7 und pH 4,0 bei 300 nm.

Das Vorhandensein von homologen Genclustern bedeutet nicht automatisch, dass auch das selbe
Molekiil als Endprodukt der Biosynthese gebildet wird. Eine Vielzahl von neuen, wirtsspezifischen
Modifikationen, wie die verdanderte Aktivitat bestimmter NRPS-Domaéanen, das Verschmelzen kleinerer
Subcluster, Rekombinationen sowie das Hinzugewinnen, der Verlust oder die Duplikation beteiligter
Gene kdnnen zur strukturellen Diversifizierung der gebildeten Naturstoffe beitragen.1>3276.277

Die Substanzen mit den Massen 641,3 m/z, 655,4 m/z und 671, 4 m/z zeigten, wie die JBIR-Molekiile
52 und 53, intensive Peaks im UV/VIS-Spektrum bei 300 nm. AuRerdem wurden sie Uber einen

Aufreinigungsprozess gewonnen, wie er auch von Muliandi et al. (2014) verwendet wurde.'®* Dies legt
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nahe, dass es sich bei den entsprechenden Molekilen um modifizierte Varianten von 52 oder 53
handeln kénnte. Einen Hinweis darauf, um welcher Art von Modifikationen es sich handelt, kann dabei
der Massenunterschied zwischen dem bekannten Molekiil und der gefundenen Masse liefern. Von den
drei neuen Massen war 655,4 m/z die dominierende (Abb. 54b). Geht man von der Annahme aus, dass
es sich hierbei um das einfach protonierte Molekil handelt [M+H*] und subtrahiert von dieser die
Massen von JBIR-34 (52; m/z = 481,1 [M+H*]) und -35 (53; m/z = 466,1 [M+H*]) erhalt man mit 174,3
Da und 188,3 Da recht hohe Differenzen. Diese lassen sich durch die Addition grofSerer Bausteine, wie
z. B. zusatzliche Aminosduren, erklaren. Die GrofRenordnung der Massenunterschiede und die NRP-
Natur von 52 und 53 unterstiitzen diese Vermutung. Da die Ausbildung einer neuen Peptidbindung mit
dem Verlust einer Hydroxygruppe und eines Wasserstoffatoms einhergeht, wiirde sich zu den
errechneten Differenzen noch eine Masse von 18,0 Da addieren. Dies liefert Werte von 192,3 Da (fur
52) und 206,3 Da (fur 53). Ein Vergleich mit dem Molekulargewicht der proteinogenen Aminosauren
zeigt, dass lediglich die aromatischen Aminosauren Tyrosin (181,2 Da) und Tryptophan (26; 204,2 Da)
eine dhnliche GroRRe aufweisen. Tryptophan (26) ist dabei von besonderem Interesse. Zum einen
weicht seine Masse lediglich um zwei Dalton von der Differenz zwischen 53 und der unbekannten
Substanz mit einer Masse von 655,4 m/z ab, ein Unterschied der zum Beispiel durch den Verlust einer
Doppelbindung im finalen Molekil erklart werden kann. Zum anderen findet sich mit FmoA1 eine NRPS
in der Biosynthese, welche in der Lage ist, neben 6-Chlorotryptophan (55) auch Tryptophan (26)
spezifisch zu erkennen und zu aktivieren.'®*

Dies kdnnte bedeuten, dass das Grundgerist der Sf-JBIR-Derivate um einen liber FmoA1 eingebrachten
Tryptophanbaustein (26) erweitert wurde. Ein Einbau dieser zusatzlichen Aminosdure macht mit
Hinblick auf die Gesamtstruktur der NRPS-Maschinerie (vgl. Schema 14a) nur an zweiter Position des
Molekiils Sinn, da sowohl die Starter-NRPS FmoA2 als auch die folgende NRPS FmoA3 eine
Cyclisierungsdomane besitzen. Im Falle der postulierten Biosynthese ware aber lediglich eine dieser
Domaénen fir die Verkniipfung der Bausteine 54 und 57 und die folgende Cyclisierung zum 4-
Methyloxazolinring notig. Dies bedeutet, dass die Cyc-Domane von FmoA2 bei einer Positionierung
von FmoA1l an zweiter Stelle der Biosynthesemaschinerie (Schema 22a) die Kondensation der
Startereinheit 54 und 26 katalysieren kdnnte (Route A, Teilschritt 1a).

In Anbetracht der strukturellen Verwandtschaft von Kondensations- und Cyclisierungsdomanen, die
ebenfalls in der Lage sind die Kondensation zwischen aufeinanderfolgenden Aminosduren zu
katalysieren, erscheint dies denkbar.*** Aufgrund struktureller Verdnderungen der Cyc-Doméne von
FmoA2 konnte dabei die Fahigkeit zur Cyclisierung verloren gegangen sein. Dennoch kdénnen die
beiden Domadnen aus FmoA2 und FmoA3 aus S. filipinensis aufgrund des konservierten Motivs

t,44

DxxxxDxxS, welches das katalytische HHxxxDG-Motiv aus C-Domédnen ersetz eindeutig als

Cyclisierungsdomane identifiziert werden (FmoA2: DFLVADAWS, FmoA3: DLQLMDASS).
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Das so gebildete Dipeptid kdonnte dann von der FmoA3-Cyc-Domane auf das PCP-gebundene
gebundene a-Methyl-L-Serin (57) Ubertragen werden (Route A, Teilschritt 2a). Die Ausbildung des

4-Methyloxazolinrings wirde in diesem Fall analog zu 52 und 53 zwischen dem Dipeptid und 57

erfolgen.
a)
FmoA2 FmoAl FmoA3
ﬁ)\ /\H, \)L o
1b?
() @o —
® O =, "
Biosynthese HO N-g,

HO
Route A o :g\ nach Muliandi
et al. (2014) R
Cl

Sf-JBIR-1(76) Ry=Me, R,=H, Ry=H

| Route B NH Lo SF-IBIR-2 (77) R,=H, R,=Me,R;=H

| o Demethyl-Sf-JBIR (78) R;=H, R,=H, R;=H
I b ———> Vi Hydroxy-SF-JBIR-1(79) R,=Me,R,=H, R;=OH
. s > o Hydroxy-Sf-JBIR-2 (80) R,=H, R,=Me,R;=0H

Schema 22. a) Variante der Biosynthese von JBIR-34 und -35 (52 - 53) unter multipler Verwendung der NRPS FmoAl des
Sf-JBIR-Clusters. b) Mogliche Produkte einer Biosynthese bei multipler Verwendung von FmoAl in S. filipinensis NRRL 3217:
Sf-JBIR-1 und -2 (76 - 77), Demethyl-Sf-JBIR (78) und Hydroxy-Sf-JBIR-1 und -2 (79 - 80). Zusatzliche Modifikationen an der
wachsenden Peptidkette durch entsprechende Domanen, wie Methylierungen oder Cyclisierungen, sind nicht dargestellt.

Eine weitere Biosynthese wiirde entsprechend zu JBIR-34 und -35 (52 - 53) verlaufen und abhangig
vom Ort der Methylierung in Sf-JBIR-1 (76) oder -2 (77) resultieren (Schema 22b). Diese besalRen beide
eine exakte Masse von 654,22 Da. Zusatzliche Modifikation der ersten beiden Bausteine des neuen
Sf-JBIR-Grundgerists oder ihr Ausbleiben kdnnten auBerdem zu weiteren Derivaten fiihren. So
entspricht eine exakte Masse von 640,2 Da Demethyl-Sf-JBIR (78; Schema 22b), welches durch das
Fehlen jeglicher Methylierung entstdnde. Weiterhin kdnnte eine zusatzliche Hydroxylierung am
Indolring des zusatzlichen Tryptophanrests erfolgen, die wie bei der postulierten Synthese von 56 tber
FmoC verlaufen konnte. Die so gebildeten Molekiile Hydroxy-Sf-JBIR-1 (79) und -2 (80) (Schema 22b)
besdRen eine exakte Masse von 670,22 Da. Somit waren auf diesem Weg alle beobachteten
Massensignale erkldrbar. Uber den Zeitpunkt der Modifikationen und die Art der entsprechenden
Substrate kann dabei keine Vermutung getroffen werden. Auch im Falle von 52 und 53 ist teils noch

nicht genauer geklart, wann diese eingebracht werden.

Eine weitere Moglichkeit ware, dass die beiden Cyc-Domanen nacheinander Tryptophan (26) und

6-Chloro-4-Hydroxyindol-3-Carboxysaure (54) auf FmoA3 libertragen (Schema 22a, Route B). Hierbei

wirde die Cyc-Domane von FmoA3 zuerst 26 oder ein entsprechend modifiziertes Derivat, welches an

FmoA1 gebunden ist, auf das FmoA3-gebundene a-Methyl-L-Serin (57) libertragen (Route B, Teilschritt
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1b). Die Cyc-Domane von FmoA2 kdnnte dann 54, das an die vorangehende PCP-Doméane gebunden
ist, auf das so gebildete Dipeptid Gibertragen (Route B, Teilschritt 2b). Dies wiirde ebenfalls zur Bildung
des in Schema 22b dargestellten Tripeptids flhren.

Beide Synthesewege fiir 76 - 80 setzen eine multiple Verwendung von FmoA1l voraus. Zum einen wére
die NRPS an der Biosynthese der 6-Chloro-4-Hydroxyindol-3-Carboxysdure-Startereinheit (54)
beteiligt. Zum anderen integriert sie einen zusatzlichen Tryptophanbaustein in der eigentlichen Sf-JBIR-
Biosynthese. Bisher sind einige Biosynthesen von nicht-ribosomalen Peptiden bekannt, die vom
linearen Syntheseweg (Typ A), wie er bereits beschrieben wurde (Kapitel 1.1.1), abweichen. Sie
zeichnen sich dadurch aus, dass Domanen oder Module mehrfach verwendet werden (iterative NRPS,
Typ B) oder die Organisation der Domanen innerhalb eines oder mehrerer Module von klassischen
C-A-T-Aufbau abweicht (nicht-lineare NRPS, Typ C), wobei bestimmte Domanen mehrfach wahrend
der Biosynthese aktiv sein kénnen.?®28 So findet sich in der Biosynthese des NRP Fungisporin aus dem
Pilz Penicillium chrysogenum eine trans-agierende A-Domadne. Zusatzlich zeigen alle beteiligten
A-Domaénen eine Akzeptanz fiir mehrere Aminosauren, deren Einbau zur Bildung von Derivaten des
cyclischen Fungisporins fiihrt.2*° Weitere Beispiele fir Domanen mit ungewdhnlicher Aktivitat sind die
trans-agierende A-Doméane von Modul zwei der Yersiniabactin-Biosynthese, welche Cystein aktiviert
und in der Lage ist, drei nachfolgende PCP-Doméanen damit zu beladen, oder die C-Domane der NRPS
MxcG, die an der Bildung von Myxochelin beteiligt ist. Letztere katalysiert mutmaRlich die zweifache
Acylierung des Lysinrests, der an die PCP-Doméane von MxcG gebunden ist, an a- und e-Position mit je
einer Dihydroxybenzoylgruppe.?®

Die alternative Aktivitat von FmoA1l kdnnte durch das Zusammenspiel mit anderen NRPS der Sf-JBIR-
Biosynthese reguliert werden. Eine Interaktion mit FmoA2 und FmoA3 kdnnte in der Aktivierung und
Einbau von Tryptophan bzw. Hydroxytryptophan in die wachsende Peptidkette resultieren. Eine
freistehende FmoA1-NRPS hingegen kdnnte an der Biosynthese von 54 beteiligt sein.

Ein vergleichbarer Effekt, bei dem die Bindung eines Proteins Einfluss auf die Aktivitat von A-Doméanen
zeigt, ist von MbtH-dhnlichen Proteinen bekannt. Diese sind fiir die Loslichkeit oder Aktivitat
bestimmter A-Domdnen notwendig. Erst bei Anwesenheit des entsprechenden MbtH-dhnlichen
Proteins sind sie in der Lage, Aminosauren zu aktivieren, wodurch die jeweilige NRP-Biosynthese
ungehindert ablaufen kann. Dabei interagieren die MbtH-dhnliche Proteine mit einer Bindestelle der
A-Domiénen, die abseits vom aktiven Zentrum liegt. Aufgrund dessen wird vermutet, dass sie die
Aktivitat der Dominen (iber einen allosterischen Effekt regulieren.??

Eine mehrfache Verwendung einer einzelnen NRPS, wie sie hier fir FmoAl vermutet wird, ist dabei
bisher noch nicht bekannt. Generell kbnnen aber nur weitere in vitro und in vivo-Experimente klaren,
welche Funktion FmoA2 genau wahrend der Biosynthese der JBIR-Molekiile aus S. filipinensis

einnimmt.
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Um die Hypothese der Sf-JBIR-Biosynthese zu verifizieren, wurde versucht, den Peak bei 14 min 50 s
mittels praparativer HPLC zu isolieren und die Struktur der enthaltenen Substanz basierend auf unserer
Hypothese mittels Kernspinresonanz (engl. ,,Nuclear magnetic resonance”, NMR) -Spektroskopie zu
analysieren. Aufgrund von wenig Ausgangsextrakt und der daraus resultierenden geringen Menge an
aufgereinigter Substanz (< 1 mg) konnte jedoch trotz Langzeitmessung kein *H-Spektrum mit
ausreichender Signalintensitat erhalten werden (Daten nicht gezeigt). Die Anwesenheit minimaler
Signale im aromatischen Bereich des NMR-Spektrums legte dabei jedoch nahe, dass die Substanz
hochstwahrscheinlich mehrere aromatische Systeme beinhaltet.

Flr weitere Strukturanalysen waren somit eine erneute Fermentation von S. filipinensis NRRL 3217
und Aufreinigung des Peaks bei 14 min 50 s notwendig. Ergdnzt werden konnte dies durch die
heterologe Expression des Sf-JBIR-Clusters (siehe Kapitel 3.4.2.2) und damit einhergehende
Deletionsexperimente. Die Kombination beider Ansatze sollte zeigen, ob die beobachteten,
spezifischen Massen den Molekilen 76 - 80 zugeordnet werden kdnnen und welche Rolle FmoA1 ggf.
bei deren Biosynthese spielt. Auch Uber die genaue Funktion der neuartigen HMT-Domane bei einer
Bildung von 76 - 80 kann ohne weitere Untersuchungen keine detaillierte Aussage getroffen werden.
So ware es denkbar, dass die nheue Domane an weiteren Reaktionen, wie die Reduktion des neu

gebildeten Oxazolinrings, beteiligt ist. Solch eine Funktion wiirde zu den beobachteten Massen passen.

3.4.2.2 Heterologe Expression des JBIR-Genclusters aus Streptomyces filipinensis NRRL 3217

Zur besseren Identifizierung der durch S. filipinensis produzierten JBIR-Molekile sollte das
entsprechende Gencluster (iber geeignete Shuttle-Vektoren in andere Wirte, wie E. coli oder die
Streptomyceten-Arten S. coelicolor, S. lividans und S. albus, die schon bei der Expression diverser

Naturstoffe Verwendung fanden,??

eingebracht und heterolog exprimiert werden. Um das 38 kb
groRRe Sf-JBIR-Cluster moglichst intakt aus der gDNA zu bergen, sollte die von Frau Catharina Seel
hergestellte gDNA-Bibliothek von S. filipinensis NRRL 3217, die bereits bei der Identifizierung des
Biphenomycin-Genclusters Verwendung fand (Kapitel 3.2.1), durchmustert werden.”* Hierbei wurden
spezifische Primer fiir die Gene fmoB, fmoD, fmol oder das 3-Ende von fmoA4 mit PCR-Amplifikation
durch die Polymerasen Q5 und Taq genutzt. Positive Einzelklone wurden dann fiir eine
Plasmidaufreinigung verwendet. Die Endsequenzierung der Inserts und ein Vergleich der
resultierenden DNA-Sequenzen mit dem Teilgenom von S. filipinensis NRRL 3217 (Kapitel 3.2.2)

dienten anschliefend dazu, die Identitadt der beinhalteten gDNA-Fragmente zu bestimmen. Auf diese

Weise konnten sieben Klone der Bibliothek identifiziert werden, die ein Teilstlick des Sf-JBIR-Clusters
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trugen (Abb. 56). Die Klone sowie die entsprechenden Vektoren (pCC1Fos::Sf-JBIR) wurden dabei in

der Reihenfolge ihrer Entdeckung nummeriert.
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Abb. 56. Ubersicht und Vergleich des vollstindigen JBIR-Genclusters aus S. filipinensis NRRL 3217 (a) mit den sieben Klonen
der S. filipinensis gDNA-Bibliothek, die Teile des JBIR-Genclusters als Insert der pCC1Fos-Vektoren enthalten (b).

Die GesamtgroRe der unterschiedlichen Inserts reichte von 31 kb bis 41,5 kb. Hiervon entfielen je nach
Fosmid zwischen 1,2 kb (Klon 2) bis 33,1 kb (Klon 3 und 4) auf Teile des Sf-JBIR-Clusters. Fiinf der Klone
(1, 3, 4, 5 und 7) enthielten den stromaufwarts liegenden Teil des Clusters, zwei der Klone (2 und 6)
enthielten den stromabwarts liegenden Bereich. Hierbei trug Klon 2 lediglich 75 bp des 5‘-Endes von
fmoA5 und fmol, das letzte Gen des Clusters. Die Klone 3 und 4 enthielten ein identisches Teilstlick
der gDNA und damit des Sf-JBIR-Clusters. Auf keinem der sieben Fosmide war jedoch das Sf-JBIR-
Cluster in vollstandiger Lange enthalten. Daher sollte der Versuch unternommen werden, das Cluster
tiber homologe Rekombination zu komplettieren.?®® Diese gut etablierte Methode wurde bereits in
einer Vielzahl von Fallen verwendet, um die biosynthetischen Gencluster diverser Naturstoffe zu

vervollstindigen oder in andere Vektoren einzubringen.?42%7

Flr eine Komplettierung des Sf-JBIR-Clusters mittels homologer Rekombination wurden die Konstrukte
pCC1Fos::Sf-JBIR-3, pCC1Fos::Sf-JBIR-5 und pCC1Fos::Sf-JBIR-6 ausgewahlt (Abb. 56). Als erstes sollte
der auf pCC1Fos::Sf-JBIR-6 befindliche, stromabwarts liegende Teil des Sf-JBIR-Clusters mittels Q5-PCR
amplifiziert werden (Schema 23a). Dies wiirde zwei unterschiedliche Konstrukte generieren: Ein langes

Fragment, welches ein Teilstiick von fmoK sowie fmoA5 und fmolL beinhaltet, und ein kurzes Fragment,
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welches nur ein Teilstiick von fmoA5 und fmol besitzt. Beide Fragmente sollten aulRerdem die vier
Gene tragen, welche stromabwarts des Sf-JBIR-Clusters liegen und die laut Vorhersage fiir eine
Thymidinkinase (TK), zwei Phosphodiesterasen (PE) und eine Acyl-CoA-Synthetase (AcS) kodieren.
Diese Gene fanden sich ebenfalls auf dem Sf-JBIR-6-Insert und sollten Ubertragen werden, falls sie
unerwarteter Weise an einer erweiterten Biosynthese beteiligt sind. Das kurze Fragment hatte somit
eine Linge von 8,7 kb, das lange Fragment eine Linge von 11,7 kb. Zusatzliche Uberhiange, die bei der
PCR angefiigt werden, ermoglichen dann das Einbringen der beiden Fragmente mittels Gibson-
Assemblierung in einen entsprechend praparierten pET-28b-SUMO-Vektor (Schema 23b).?*® Hierdurch
wirde die vektoreigene Kanamycin-Resistenzkassette (R) in unmittelbare Nachbarschaft der beiden
Fragmente gelangen. In einer zweiten Amplifikation kdnnte die Resistenzkassette dann an die beiden
PCR-Produkte angefiigt werden (Schema 23c). Im stromabwarts liegenden Teil der Resistenzkassette
sollte dabei Uber einen der verwendeten Primer eine 50 bp lange DNA-Sequenz des pCC1Fos-
Vektorrickgrats eingebracht werden. Diese und die stromaufwarts-liegenden Teilstlicke von fmoK
(200 bp; langes Fragment) oder fmoA5 (223 bp; kurzes Fragment) konnten im letzten Schritt fur eine
lineare-zirkuldre homologe Rekombination (engl. ,Linear-circular homologous recombination”, LCHR)
zwischen dem kurzen Fragment und pCC1Fos::Sf-JBIR-3 oder dem langen Fragment und pCC1Fos::Sf-

JBIR-5 verwendet werden (Schema 23d). Dabei sollte das vollstandige Sf-JIBIR-Gencluster entstehen.

In ersten Versuchen konnte das kiirzere der beiden Fragmente (8,7 kb) mittels Q5-Polymerase
amplifiziert werden. Die Ausbeute des gewlinschten PCR-Produkts war jedoch gering und wurde von
einigen unspezifischen Banden begleitet. Nach einer Gelaufreinigung des DNA-Fragments konnte es
fiir eine Gibson-Assemblierung mit linearisiertem pET-28b-SUMO (verdaut mit BamHI) verwendet
werden. Diese verlief allerdings erfolglos.

Aufgrund der Tatsache, dass sich das lange Fragment nicht amplifizieren lies und das kurze Fragment
nur in geringen Ausbeuten erhalten wurde, sollte parallel zum im Schema 23 dargestellten Vorgehen
ein zweiter Ansatz zur Komplettierung des Sf-JBIR-Clusters verfolgt werden. Dieser basierte darauf ein
8,2 kb groRes Fragment bestehend aus einem Teilstlick von fmoK (761 bp), fmoA5, fmol und einem
Teilstlick des TK-Gens (593 bp) durch Restriktionsverdau aus pCC1Fos::Sf-JBIR-6 zu entfernen und tber
Gibson-Assemblierung in den Vektor pBluescript Il SK einzubringen.

Dieses Konstrukt kdnnte dann zusammen mit pCC1Fos::Sf-JBIR-3, welches den restlichen Teil des Sf-
JBIR-Clusters tragt, fur eine heterologe Expression in einem geeigneten Wirt, wie E. coli BAP1, genutzt
werden. Das entsprechende Fragment des Sf-JBIR-Clusters wurde durch Verdau des Vektors
pCC1Fos::Sf-JBIR-6 mit dem Restriktionsenzym Pstl und einer anschliefenden Gelaufreinigung
erhalten. pBluescript Il SK wurde dann mittels Q5-PCR amplifiziert und dabei mit geeigneten

Uberhingen fiir eine Gibson-Assemblierung versehen.
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Schema 23. Schema der geplanten Komplettierung des Sf-JBIR-Clusters mittels homologer Rekombination. (Details siehe
Text). Sf-JBIR und Varianten (-3, -5 und -6) in pCC1Fos; Gestrichelte Linien markieren Genfragmente; X: Rekombination
zwischen homologen DNA-Sequenzen des Sf-JBIR-Clusters (1.) und des pCC1Fos-Riickgrats (2.).

Eine nachfolgende Integration des 8,2 kb groBen Fragments in pBluescript Il SK verlief erfolgreich und
resultierte in dem Vektor pBluescript::Sf-JBIR-6_8kb-Frag. Die Identitdt des Inserts wurde mittels
Testverdau und Endsequenzierung bestatigt. Eine Co-Transformation und Expression waren jedoch

aufgrund fehlender Zeit im Rahmen dieser Arbeit nicht mehr moglich.

3.4.3 Untersuchung der Biosynthese von B,4-Dihydroxy-6-Chlorotryptophan (56)

Die postulierte Biosynthese von 56 (Schema 14) sollte ndher untersucht und die katalysierten
Reaktionen der beteiligten Enzyme sowie deren zeitliche Abfolge nach Mdoglichkeit bestimmt
werden.'® Hierfiir war es nétig FmoA1BCDE heterolog zu exprimieren und aufzureinigen. Die Proteine
sollten dann in enzymatische Assays mit den vermuteten Substraten (26 fiir die Halogenase FmoD, 26

oder 55 fiir das CYP450 FmoC) Verwendung finden.

Die einzelnen Gene fmoA1BCDE wurden mittels PCR aus der gDNA von S. filipinensis NRRL 3217
amplifiziert. AnschlieRend erfolgte eine Klonierung in die Standardexpressionsvektoren pHis8 bzw.
pHis8-TEV (Kapitel 3.1.7) sowie pGS-21a. Die ldentitdt der so generierten Vektoren und eine
mutationsfreie Klonierung wurden durch Testverdaue und eine abschlieBende Sequenzierung

garantiert. Fir die heterologe Expression wurden sie in E. coli SoluBL21™ transformiert.

131



Ergebnisse und Diskussion

Eine Testexpression der verschiedenen Konstrukte zeigte eine ausreichende Loslichkeit der Proteine
unter Verwendung der Vektoren pHis8-TEV (fmoA1, fmoC, fmoE) bzw. pHis8 (fmoB). Lediglich die
Loslichkeit von FmoD konnte durch das mittels pGS-21a angefligte GST-Tag verbessert werden (Daten
nicht gezeigt). In der Folge wurde daher nur noch pGS-21a::fmoD fir alle Expressionen verwendet. Die
Produktion der funf Proteine in groRerem Malstab erfolgte bei 16 °C liber Nacht in TB-Medium. Im
Falle von FmoE wurde wahrend der logarithmischen Wachstumsphase vor Induktion mit IPTG 5 pg/L
Riboflavin steril zugegeben. Eine Aufreinigung von FmoA1BCDE fand anschliefend unter
Standardbedingungen Uber Nickel-Affinitatschromatographie statt. FmoC wurde dabei zusatzlich
mittels Haminchlorid rekonstituiert. Die resultierenden Proteinldsungen wurden mittels PD-10-Saulen
entsalzt und Uber einen Konzentrator geeigneter PorengrofRe eingeengt. Dies lieferte in der Folge
farblose Konzentrate fiir FmoA1, FmoB und FmoD. Die Lésung von FmoC erschien, wie fiir ein Mitglied
der CYP450-Familie erwartet, rot-braunlich, die von FmoE war schwach gelblich gefarbt. Identitat und
Reinheit der rekombinanten Proteine wurden mittels SDS-PAGE Uberprift (Abb. 57). Dies zeigte in
allen Fallen Banden der erwarteten GroRe (vgl. Tab. 52). FmoA1l und FmoC wiesen dabei noch einige
Verunreinigungen auf, die eventuell durch weitere Optimierungen des Aufreinigungsprotokolls oder
die Verwendung eines C-terminalen Affinitats-Tags entfernt werden kdnnten. Die Konzentrationen der

Proteinlésungen wurden mittels Nanophotometer bestimmt.
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Abb. 57. SDS-PAGE (12%) der aufgereinigten, entsalzten und aufkonzentrierten Proteine FmoA1 (63,8 kDa), FmoB (28,6 kDa),
FmoC (46,4 kDa), FmoD (90,2 kDa) und FmoE (21,8 kDa). M = ,Unstained Protein MW Marker’.

Weiterhin wurden FmoC und FmoE durch Aufzeichnung der UV/VIS-Spektren ndher charakterisiert.
Dies erfolgte mit unbehandelten Proteinen oder im Falle von FmoC nach chemischer Reduktion mit
Natriumdithionit (Abb. 58). Das Spektrum der oxidierten Form von FmoC wies dabei eine Soret-Bande
bei 417 nm und B- und a-Peaks bei 539 nm bzw. 571 nm auf (Abb. 58a). Eine Reduktion verschob das

Maximum der Soret-Bande zu 425 nm und die Maxima von - und a-Peak zu 529 bzw. 558 nm. Diese

132



Ergebnisse und Diskussion

charakteristische Veranderung zeigte, dass es sich bei FmoC um ein ,Low spin“-Cytochrom P450-
Enzym handelt.?®*1% Das Spektrum von FmoE hingegen besaR drei Maxima bei 275 nm, 382 nm und
462 nm (Abb. 58b), welche charakteristisch fiir Flavoproteine sind.?*3% Dies entsprach der
vorhergesagten Funktion als Flavinreduktase. Die geringe Intensitat der beiden Peaks bei 382 nm und
462 nm zusammen mit der schwachen Farbung der aufkonzentrierten Proteinlsung lieR jedoch

vermuten, dass ein gewisser Anteil von FmoE in Apoform vorlag.

425 nm 275 nm

s - 417 nm 1 a) FmoC 1 b) FmoE

——FmoC

——FmoC red.

539 nm 558 nm (red.) 0,8 382 nm
529 nm (red.) I l 571 nm 05 1 462 nm
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Abb. 58. UV-Spektren des aufgereinigten Cytochrom P450-Enzyms FmoC (a) (70,6 uM) in oxidierter Form und nach Reduktion
mit Natriumdithionit (red.) sowie der Flavinreduktase FmoE (b) (50 uM). Charakteristische Maxima innerhalb der Spektren
wurden markiert (Details siehe Text).

Generell zeigten diese Untersuchungen, dass FmoC und FmoE zumindest anteilig mit aktivem Cofaktor

in oxidierter Form aufgereinigt werden konnten.

3.4.3.1 Halogenierung von Tryptophan (26) mittels FmoD und FmoE

Die Fahigkeit der Halogenase FmoD Tryptophan (26) zu 6-Chlorotryptophan (55) umzusetzen sollte,
wie in Schema 15 dargestellt, untersucht werden. Neben FmoD fanden hierbei die Flavinreduktase
FmoE aus dem JBIR-Gencluster von S. filipinensis NRRL 3217 und das Helferprotein Gdh (Kapitel 3.1.2)

Verwendung.

Fir die enzymatischen Assays wurden hierbei, wie bei Zehner et al. (2005),*°! zwei geringfiigig
unterschiedliche Assay-Ansatze gewahlt. Wahrend einer sich der Gberproduzierten und mittels Nickel-
Affinitatschromatographie aufgereinigten Proteine bedient, werden im zweiten Ansatz lediglich die
Uberstinde der entsprechenden Zelllysate verwendet. Hierdurch sollte getestet werden, ob eine
Verwendung des Lysats ausreichend oder sogar forderlich fiir eine mogliche Halogenierung ware.

Grinde hierfiir kénnten verbesserte Reaktionsbedingungen (pH-Wert, Osmolaritdt) oder die
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zusatzliche Verfligbarkeit von Reduktionsdquivalenten sein. Weiterhin wiirde es eine langwierigere
Aufreinigung der Proteine ersparen, die im Falle von FmoD lediglich in sehr geringen Ausbeuten

resultierte (durchschnittliche Ausbeute FmoD: 9,7 uM pro Liter TB-Medium).

Die Zusammensetzung der Assays mit den gereinigten Proteinen richtete sich nach vergleichbaren
Untersuchungen mit anderen Halogenasen.?°:303 Ergdnzt wurden sie durch das Gdh-System zur
Regeneration des NADPH-Cofaktors (Kapitel 3.1.2). Die einzelnen Bestandteile (Tab. 9) wurden auf Eis
in Tris-HCI-Puffer (50 mM, pH 7,5) gemischt (1 mL-MaRstab) und die Reaktion durch Zugabe von FmoD
gestartet. Eine Inkubation der Assays erfolgte iber Nacht bei 30 °C (300 rpm), wobei der Zugang von
Luftsauerstoff gewahrleistet wurde. Als Negativkontrolle diente ein Ansatz ohne FmoD-Zugabe. In der
Folge wurde die Reaktion durch Erhitzen auf 90 °C fiir 5 min gestoppt und die prazipitierten Proteine
durch Zentrifugation (20 min, 14.000 rpm, 16 °C) entfernt. Tryptophan (26) besitzt bei 90 °C fir 5 min
ausreichende Hitzestabilitdt.3®* Daher sollten 26 und/oder 55 nach Inaktivierung der Proteine im

Uberstand verbleiben.

Tab. 9. Bestandteile des enzymatischen Assays, um die potentielle Halogenierung von 26 zu untersuchen, unter Verwendung
der aufgereinigten Proteine FmoD und FmoE.

Funktion Halogenierung Elektronendonorsystem NADPH-Regeneration Substrate

Komponente FmoD FmoE FAD NADPH Gdh Glucose Trp (26) NaCl

Endkonzentration 0,32 uM 10 pM 100 pM 1mM 10 uM 2mM 80 uM 100 mM
/1,94 pM*

*: Die Konzentrationen des aufgereinigten Enzyms waren zu gering, um die gewlinschte Endkonzentration von 5 - 20 uM zu erreichen. Daher

wurden 200 pl des Proteinkonzentrats eingesetzt was in den dargestellten Konzentrationen resultierte.

Die Assays mit den Uberstianden der Zelllysate von FmoD und FmoE folgten in ihrer Zusammensetzung
weitestgehend den Reaktionsansdtzen mit den aufgereinigten Proteinen (Tab. 10). Es wurde jedoch
weniger FAD verwendet, da dieser Cofaktor in gewisser Menge auch in den Lysaten enthalten sein
sollte. Die Menge an NADPH und Glucose fiir dessen Regeneration durch Gdh wurde hingegen
verdoppelt, um einen moglichen Verbrauch durch E. coli-eigene Proteine zu kompensieren. Die
einzelnen Komponenten wurden auf Eis in Phosphatpuffern (10 mM) mit drei unterschiedlichen
pH-Werten (pH 6,0 / 6,6 / 7,2) gemischt. Die Reaktionen wurden durch Zugabe das FmoD-haltigen
Uberstands gestartet und bei 30 °C (300 rpm, . N.) inkubiert. Auch hier wurde der Zugang von
Luftsauerstoff zu den Assays ermoglicht. Ein Reaktionsstopp und die Fallung der Proteine erfolgte

analog zu den Assays mit den aufgereinigten Proteinen.
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Tab. 10. Bestandteile des enzymatischen Assays, um die potentielle Halogenierung von 26 zu untersuchen, unter Verwendung
der Uberstinde von Zelllysaten.

Funktion Halogenierung Elektronendonorsystem NADPH-Regeneration Substrate
Komponente FmoD FmoE FAD NADPH Gdh Glucose Trp (26) NaCl
Endkonzentration 50% (v/v) 15% (v/v) 10 uM 2 mM 10 uM 4 mM 0,6 mM 100 mM

Je 50 pL der Uberstinde der inaktivierten Assays wurden mittels LC-MS analysiert. Dabei wurde im Fall
der Assays mit aufgereinigten Proteinen eine ,Eurospher Il 100-3 C18A‘-Saule (150 x 4,6 mm mit
Vorsiule) verwendet (Programm: ,Complestatin‘). Bei den Assays mit den Zelllysat-Uberstanden fand
eine ,Eurosil Bioselect 300-3 C4‘-Sdule (250 x 4 mm mit Vorsdule) Verwendung (Programm:
,Tryptophan’). Zusatzlich erfolgte in beiden Fillen die Analyse der einzelnen Assay-Bestandteile in den
verwendeten Konzentrationen. Auf der ,Eurosil Bioselect 300-3 C4‘-Sdule wurde weiterhin das
potentielle Produkt 55 gemessen, welches von Frau Dr. Schaefers als Standard und fiir folgende

> Die so bestimmten

Untersuchungen der Hydroxylierung durch FmoC synthetisiert wurde.?
Retentionszeiten und Massenspektren sollten als Referenz fiir die Auswertung der Reaktionen dienen.
Die daraus resultierenden UV/VIS-Spektren der Assays mit den aufgereinigten Proteinen zeigten keine
Peaks die dem Substrat, dem Produkt oder anderen Assay-Komponenten zugeordnet werden konnten
(Daten nicht dargestellt). Ein Grund hierfiir war die geringe Retentionszeit der Bestandteile des Assays

auf der verwendeten HPLC-Sdule. Die Peaks fanden sich somit alle zu Beginn der Messung und

Uberlagerten sich gegenseitig.

Die Resultate der Messungen der Assays mit den Uberstinden der Zelllysate bei einer Inkubation bei
30 °C sind in Abb. 59 zusammengefasst. In beiden Fallen waren die Messungen mit dem ,Advion
Expression CMS’ jedoch nicht ausreichend, um Massen von 26 oder 55 zu detektieren. Dies lag
vermutlich daran, dass die entsprechenden Molekile nicht ausreichend ionisiert wurden. Die
Retentionszeit betrug dabei 4 min 50 s im Fall von Tryptophan (26) bzw. 12 min 52 s fir
6-Chlorotryptophan (55). Die spatere Retentionszeit von 55 im Vergleich zu 26 stimmt dabei mit der
Erwartung aufgrund anderer Untersuchungen chlorierter Tryptophan-Derivate mittels einer HPLC-
Saule mit reverser Phase (iberein.?13%2 Hjerbei zeigte sich, dass in keinem der drei Reaktionsansitze
ein neuer Peak bei der Retentionszeit des erwarteten Produkts 6-Chlorotryptophan (55) entstand.
Jedoch war eine geringfiigige Anderung der Intensitit und Retentionszeit des Substratpeaks zu
erkennen. Dies konnte auf eine Umsetzung von 26 schlielRen lassen. Ob dies in Zusammenhang mit der
verdnderten Intensitat des Peaks bei 9 min 16 s (pH 6,0) bzw. 9 min 6 s (pH 6,6 / 7,2) steht, |4sst sich

dabei nicht feststellen. Dieser Peak lieB sich keiner der Referenzmessungen zuordnen.
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Abb. 59. Vergleich der UV/VIS-Spektren der drei Reaktionsansétze (pH 6,0 /6,6 / 7,2) mit den Uberstanden der Zelllysate von
FmoDE.

Das Ausbleiben einer Umsetzung von Tryptophan (26) zu 6-Chlorotryptophan (55) koénnte
verschiedene Ursachen haben. So zeigten Untersuchungen von STTH, einer Tryptophan-6-Halogenase
aus Streptomyces toxytricini, dass pH-Wert und Temperatur deutlichen Einfluss auf die Menge des
umgesetzten Substrats haben.3%? Die Verwendung weiterer pH-Werte und Reaktionstemperaturen
kénnten somit zu einer detektierbaren Umsetzung von 26 zu 55 durch FmoDE fiihren.

Eine weitere Anderung, die fiir eine Halogenierungsreaktion férderlich sein kénnte, ist der Austausch
des Reduktionsaquivalents NADPH durch NADH. So wurde NADPH zwar bereits erfolgreich bei der
Chlorierung eines linearen, PCP-gebundenen Vancomycin-Hexapeptids mittels der Flavinreduktase
SsuE aus E. coli und der Halogenase VhaA aus A. orientalis verwendet.3®® Die Flavinreduktase RebF,
welche an der Chlorierung von Rebeccamycin durch die Halogenase RebH beteiligt ist, war hingegen
nicht in der Lage NADPH als Elektronendonor zu akzeptieren.3%

Neben den angesprochenen Anderungen sollten die Assays mit aufgereinigtem FmoD und FmoE
wiederholt werden. Geringfiigige Anderungen der Analyse, wie die Verwendung einer C4-Siule sowie
eines Massenspektrometers mit besserer lonisation kleiner Molekile, koénnten dabei die
Auswertbarkeit der Ergebnisse verbessern. Durch die Verwendung gereinigter Proteine kdnnte auch
ein Einfluss von Faktoren der E. coli-Lysate auf den Ablauf der Reaktion ausgeschlossen werden. Hierzu

missten jedoch gréBere Mengen FmoD hergestellt werden, um die fiir die Assays gewiinschten

Konzentration zu erreichen.

3.4.3.2 Hydroxylierung von Tryptophan (26) und 6-Chlorotryptophan (55) mittels FmoA1BC

Die Untersuchung der Aktivitdat von FmoC wurde, wie in Schema 16 dargestellt, durchgefiihrt. Dafir

wurden die Proteine FmoA1, FmoB und FmoC aus dem JBIR-Gencluster von S. filipinensis NRRL 3217,
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das AdR/Adx-Elektronentransfersystem (Kapitel 3.1.1.1) und die Helferproteine Sfp und Gdh (Kapitel
3.1.2) verwendet. Das vermutliche FmoC-Substrat 6-Chlorotryptophan (55) wurde im Rahmen anderer
Arbeiten synthetisiert.2’> Dabei musste beachtet werden, dass es sich aufgrund der Synthese von 55
um ein racemisches Gemisch handelte. Auch bei einer erfolgreichen Durchfiihrung der Assays war
somit keine vollstandige Umsetzung zu erwarten, da Enzyme in der Gberwiegenden Mehrzahl regio-
und stereoselektiv in Bezug auf ihr jeweiliges Substrat sind. Neben 55 sollte auch Tryptophan (26) in
den Assays getestet werden, da die A-Domane von FmoA1 bei Untersuchungen ihrer Selektivitat auch
fur diese Aminoséure eine Affinitit zeigte (ca. 50% der Aktivitit im Vergleich zu 55).1%* Sfp sollte dabei
die PCP-Domadne von FmoAl nach dem in Schema 1 dargestellten Mechanismus aktivieren. Die
A-Domane konnte dann 26 oder 55 unter ATP-Verbrauch laden und auf den Ppant-Arm Ubertragen.
Eine vorangehende Aktivierung der potentiellen Substrate durch Anbindung von CoA, wie im Falle von
Complestatin (37) (vgl. Kapitel 3.1.2 und 3.1.6), ware somit nicht notig. Eine Nutzung der Systeme fiir
Elektronentransfer und NADPH-Regeneration erfolgte mit geringfiigigen Anderungen analog zu den
Untersuchungen zur Biarylkupplung (Kapitel 3.1.6 und Kapitel 3.3). Die verwendeten Konzentrationen
der restlichen Assay-Bestandteile basierten auf vergleichbaren Untersuchungen zur lkarugamycin-
Biosynthese durch Greunke et al. (2017).28 Alle Bestandteile wurden in einem 200 pL-MaRstab in Tris-
HCI-Puffer (75 mM, pH 7,5) zusammengefiigt (Tab. 11). Neben Reaktionen mit 26 oder 55 unter Zugabe
aller drei S. filipinensis-Proteine (FmoA1BC), wurden weitere Ansatze ohne Zugabe von FmoC oder
FmoA1l hergestellt. Diese sollten als Negativkontrolle (FmoA1B) oder zum Test der Substratpraferenz
von FmoC (FmoBC) dienen. Die Lésungen wurden auf Eis hergestellt und die Reaktion durch Zugabe
von AdR gestartet. Eine Inkubation erfolgte Uber Nacht bei 28 °C (800 rpm), wobei ein stéandiger

Gasaustausch zwischen den Reaktionslésungen und der Luft ermoglicht wurde.

Tab. 11: Bestandteile des enzymatischen Assays, um die potentielle Hydroxylierung von 26 oder 55 zu untersuchen.

Proteine

Funktion Aktivierung, Umsetzung und Freisetzung der Substrate Elektronentransfer und NADPH-Regeneration
Komponente FmoAl FmoB FmoC Sfp AdR Adx4-108 Gdh
Endkonzentration 40 uM 20 uM 10 uM 10 uM 10 uM 20 uM 10 uM

Weitere Assay-Komponenten

Komponente Trp (26) oder 6-Cl-Trp (55) ATP NADPH CoA (17) MgCl, Glucose

Endkonzentration 5mM 15 mM 15 mM 2 mM 7,5 mM 30 mM

Nach der Inkubation wurden die Reaktionen durch Zugabe von MeOH im Verhaltnis 1:1 (v/v) und
intensives Vortexen gestoppt. Bereits vor Zugabe des Alkohols konnte beobachtet werden, dass ein

Grolteil der Proteine ausgefallen war. Die Entfernung aller unl6slichen Bestandteile erfolgte durch
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Zentrifugation (14.000 rpm, RT fiir 10 min) und anschlieRende Filtration. Ein Teil der Uberstidnde wurde
entnommen und ausgehend von der Substratkonzentration (5 mM) so mit MeOH verdiinnt, dass die
kombinierte Konzentration von 26 oder 55 und ihrer eventuellen Produkte 1,6 mM betrug. Von diesen
Losungen wurden 10 plL Gber LC-MS (Saule: ,Syncronis™ Amino, 150 x 2,1 mm, 5 um‘, Programm:
,Trp/6-Cl-Trp-Hydroxylierung’) analysiert. Als Standards wurden zwei Proben der Substrate Tryptophan

(26) und 6-Chlorotryptophan (55) (0,8 mM, 10 uL) unter identischen Bedingungen gemessen.

Eine nahere Betrachtung der Ansitze mit FmoA1BC (Abb. 60) zeigte dabei neben der Masse der
Substrate 26 (m/z = 205,1 [M+H"]) bzw. 55 (m/z = 239,06 [M+H"]) auch die Massen potentiell einfach
hydroxylierter (Hydroxytryptophan: m/z = 221,09 [M+H*]; Hydroxy-6-Chlorotryptophan: m/z = 255,05
[M+H"*]) oder zweifach hydroxylierter Addukte (67: m/z = 237,09 [M+H"]; 56: m/z = 271,05 [M+H"]) bei
verschiedenen Retentionszeiten. Diese konnten jedoch auch unspezifisch in den Proben der anderen
Ansatze (FmoBC, FmoA1B) mit den jeweiligen Substraten identifiziert werden. Ebenso zeigten sie sich
im Falle von 55 in der Kontrollmessung des Substrats. In der Probe von 26 fand sich keine Masse die
einer hydroxylierten Variante zugeordnet werden konnte. Natriumaddukte der Substrate oder
potentieller Produkte waren nicht zu detektieren. In allen Assay-Ansatzen zeigte sich aulRerdem ein
Peak mit den spezifischen Massen 239,15 m/z, 476,93 m/z und 714,74 m/z bei einer Retentionszeit
von 12 min. Dieser zeigte keine Absorption im UV/VIS-Spektrum und konnte keiner der eingesetzten

Komponenten zugeordnet werden. Der Ursprung und die Identitdt des Peaks sind somit unbekannt.

Generell deutet das Vorkommen potentieller Produktmassen in allen Reaktionsansatzen, auch den
Negativkontrollen ohne FmoC-Zugabe, sowie der Substratlésung von 55 darauf hin, dass keine
Hydroxylierungen stattgefunden haben. Das Ausbleiben einer FmoC-katalysierten Reaktion kann auch
hier, wie im Falle der Reaktionen mit Coml und ComlJ oder Cit-P450, verschiedene Ursachen haben. So
deutet die Tatsache, dass nach der Inkubation der Hydroxylierungsreaktion scheinbar ein GroRteil der
Proteine ausgefallen war, auf eine unzureichende Reaktionsumgebung hin. Da keine regelmaRige
optische Uberpriifung der Reaktionsansitze im Laufe der Inkubation tiber Nacht durchgefiihrt wurde,
kann nicht genau festgestellt werden, wann die Prazipitation stattfand. Aufgrund der anfanglichen
Verwendung einer unaktivierten PCP-Domane ist es moglich, dass die Umsetzung von 26 oder 55 zu
Beginn langsam verlauft. Auch die geringere Affinitdt der FmoAl A-Domaéne zu Tryptophan (26) im
Vergleich zu 6-Chlorotryptophan (55) muss hierbei in Betracht gezogen werden. Sollte es aufgrund der
gewdhlten Reaktionsbedingungen zu einer friihzeitigen Inaktivitat der entscheidenden Enzyme, wie

FmoA1 oder FmoC, kommen, konnte dies zum Ausbleiben der erwarteten Reaktion fiihren.
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Abb. 60. LC-MS-Chromatogramme (positiver Modus) der Assays von a) FmoA1BC mit Tryptophan (26) und b) FmoA1BC mit
6-Chlorotryptophan (55). Neben den UV/VIS-Spektren und der Gesamtheit der gemessenen Massen (TIC) sind die Bereiche
mit den erwarteten Massen der Substrate sowie der einfach oder zweifach hydroxylierten Produkte dargestellt.

Ebenso wurde noch nicht getestet, ob Sfp in der Lage ist, den Ppant-Arms von CoA (17) auf die PCP-
Domaéane von FmoA1 zu Ubertragen. Eine Aktivierung der NRPS ist jedoch essentiell fir die geplante
enzymatische Umsetzung. Ein entsprechender Nachweis kénnte jedoch, wie im Falle der ComC- und
ComD-PCP-Domaénen oder der ComD-PCP+X-Didoméne (Kapitel 3.1.4 und 3.1.5), durch in vitro-Assays
zur Beladung und deren anschlieRende Analyse Gber Massenspektrometrie erfolgen. Auf dhnliche Art
und Weise kénnte die Ubertragung von 26 und/oder 55 auf den Ppant-Arm der A-Domane von FmoA1
untersucht werden. Hierbei wiren der zeitliche Verlauf und das AusmaR der Ubertragung unter den
verwendeten Reaktionsbedingungen interessant, da dies eine Abschatzung von Reaktionsdauer und

Ausbeute der Assays ermoglichen kdnnte.
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Auch eine Inaktivierung der Proteine des Elektronentransfersystems, oder die Unfdhigkeit dieses
Systems Elektronen an FmoC zu liefern, konnte eine Umsetzung von 26 oder 55 zu 67 bzw. 56
behindern. Eine weitere Uberpriifung der Reduzierbarkeit durch das verwendete AdR/Adx-System
mittels proteinbasierter Reduktion und anschlieBende CO-Bindung kdnnte dies als Fehlerquelle

ausschlieRen.183194

Weitere Versuche zur Aktivierung und Beladung von FmoAl mit Tryptophan (26) oder
6-Chlorotryptophan (55), zur Elektroneniibertragung auf FmoC sowie zur FmoA1BC-basierten
Synthese von B,4-Dihydroxy-Tryptophan (67) oder [,4-Dihydroxy-6-Chlorotryptophan (56) mit
anderen Puffersystemen konnten aus Zeitmangel im Rahmen dieser Arbeit jedoch nicht mehr

durchgefihrt werden.

Zusatzliche Untersuchungen zur Aktivitdat von FmoC und FmoD koénnten durch Klonierung und
heterologe Expression des gesamten DNA-Abschnitts mit den Genen fmoA1BCDE erfolgen. Hierbei
missten die jeweiligen Proteine nicht aufgereinigt werden. Dies konnte Aufschluss darliber geben, ob
die finf kodierten Proteine ausreichend sind, um den Aminosdurebaustein [,4-Dihydroxy-
6-Chlorotryptophan (56) zu bilden. Die Abfolge und Art der durch FmoC und FmoD eingebrachten

Modifikationen konnte dabei Gber Deletionsexperimente ermittelt werden.
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3.5 Zusammenfassung

Naturstoffe, wie nicht-ribosomale Peptide oder Polyketide, sind eine reichhaltige Quelle fiir die
Entwicklung pharmazeutischer Substanzen mit Wirksamkeit gegen Krebszellen, Viren oder Bakterien
sowie einer Vielzahl weiterer Funktionen. Die entsprechende Bioaktivitdt resultiert dabei aus
spezifischen Interaktionen der haufig komplexen Strukturen mit ihren molekularen Targets. Gerade
diese strukturelle Komplexitat der Verbindungen erschwert jedoch oft deren chemische Totalsynthese
im industriellen Mal3stab. Die Verwendung bestimmter Enzyme der natiirlichen Biosynthesewege als
Ergdnzung der chemischen Synthese kann jedoch helfen den Ablauf dieser Synthesen zu verbessern
und somit Kosten und Zeitaufwand zu verringern. Ein interessantes Ziel fir die Anwendung eines
solchen chemo-enzymatischen Ansatzes sind dabei Molekiile mit Biaryl- und Biaryletherbindungen, da
die chemische Installation dieser ungewo6hnlichen Strukturelemente mit langen linearen
Syntheserouten und niedrigen Ausbeuten einhergeht.

Das antivirale, nicht-ribosomale Peptid Complestatin (37) ist durch je eine Biaryl- und eine
Biaryletherbindung gekennzeichnet. Diese werden durch die beiden Cytochrom-P450-Enzyme
(CYP450) Coml und ComJ eingebracht, welche im biosynthetischen Gencluster von Complestatin (37)
kodiert sind. Im Rahmen dieser Arbeit sollte ein enzymatisches System etabliert werden, um ein

lineares Derivat von 37 mittels von Coml und ComJ in die gekuppelte Form zu Gberfiihren (Schema 24).
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Schema 24. Enzymatischen Assays zur Installation von Biaryl- und Biaryletherbindung an einem linearen, PCP-gebundenen
Vorlauferpeptid von Complestatin (40) mittel der Cytochrom P450-Enzyme Coml und Com)J, modifiziert nach Aldemir (2015).
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Neben den CYP450s sollte hierfir ein Elektronentransfersystem bestehend aus NADPH, Ferredoxin und
NADPH-Ferredoxin-Oxidoreduktase (Fpr/PetF oder AdR/Adx) sowie Glucose und Glucose-
Dehydrogenase zur Regeneration von NADPH verwendet werden. Ebenfalls wurden die PCP-Doméanen
bendtig, welche wahrend der Complestatin-Biosynthese das lineare Tetra- (ComC-PCP1) oder
Heptapeptid (ComD-PCP) tragen, als auch die Phosphopantetheinyltransferase Sfp zur Ubertragung
einer aktiven Coenzym A (CoA)-Form der linearen Complestatin-Peptide auf das entsprechende
Tragerprotein. Weiterhin sollte ComK, ein im Complestatin-Gencluster kodiertes Ferredoxin, verfiigbar
gemacht werden, da es sich bei diesem mutmallich um den nativen Elektronendonor von Coml und
ComlJ handelt.

Alle oben genannten Proteine wurden kloniert und in l6slicher Form (iberproduziert. Adx wurde in
vollstindiger Lange (Adx1-128) und kirzerer Form (Adx4-108), welche tendenziell ein niedrigeres
Redoxpotential besitzt, generiert. Die Cofaktor-haltigen Proteine Coml, ComJ, Cit-P450, Fpr, PetF, AdR,
Adx und ComK wurden mittels UV/VIS-Spektroskopie charakterisiert. Dies zeigte, dass es sich bei Coml
und ComJ um CYP450s des ,,Low spin“-Typs handelt. Die Spektren von Coml und ComlJ konnte dariber
hinaus in reduzierter Form und als CO-Komplex dokumentiert werden, was das Vorhandensein eines
aktiven Zentrums mit funktionellem Ham-Cofaktor anzeigt. Ebenso wurde die Zuganglichkeit der
aktiven Zentren von Coml und ComlJ mittels Differenzspektroskopie bestatigt und ndher bestimmt. Die
Spektren von Fpr, PetF, AdR und Adx entsprachen den literaturbekannten Werten. Das Spektrum von
ComK lieR8, wie aufgrund von drei Cysteinen innerhalb der Aminosduresequenz vermutet, auf ein
Ferredoxin mit [3Fe-4S]-Cluster schlieen. Die Funktion der Proteine des Elektronentransfersystems
wurde mittels eines CytC-basierten Testsystems verifiziert. In allen Fallen, auch bei der Verwendung
von ComK mit AdR, resultierte dies in einer erfolgreichen Elektroneniibertragung. Lediglich bei
Verwendung des Fpr/PetF-Systems war eine unspezifische Elektronenlibertragung zu beobachten, die
vermutlich auf eine Co-Aufreinigung von Fpr mit E. coli-eigenem Ferredoxin zurlickgeht. Weiterhin
wurde gezeigt, dass die PCP-Domanen ComC-PCP1 und ComD-PCP nach einer Aufreinigung in Apoform
vorliegen, durch Inkubation mit CoA und Sfp jedoch in die aktive Holoform liberfiihrt werden kénnen.
Im Laufe dieser Arbeit zeigten Haslinger et al. (2015), dass im Falle verschiedener Glycopeptid-
Antibiotika, wie Teicoplanin, eine X-Domane fir die erfolgreiche Installation der Biarylbindungen
notwendig ist. Da auch die terminale NRPS der Complestatin-Biosynthese ComD eine solche Domane
besitzt, sollte das geplante enzymatische System um diese ergédnzt werden. Hierfir wurden die
alleinstehende Domdne ComD-X und die Didomdne die ComD-PCP+X als I&sliche Proteine
Uberproduziert. Auch ComD-PCP+X wurde dabei in Apoform aufgereinigt und durch die Verwendung

von CoA und Sfp in die aktive Holoform lberfihrt.
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ComD-PCP+X wurde anschlieBend mit einem linearen CoA-Derivat der Complestatinkette (39),
welches rein chemisch durch Frau Dr. Aldemir synthetisiert wurde, beladen und das resultierende
Konstrukt 40 als Substrat fir die vollstandigen Assay-Systeme (Glucose, Gdh, Fpr/PetF-System, Coml,
Coml) verwendet. Eine einfache oder zweifache Kupplung des linearen Peptids war dabei in der
nachfolgenden Analyse leider noch nicht zu beobachten. Eine Verbesserung der
Reaktionsbedingungen (Puffersubstanz, pH-Wert) und/oder die Verwendung eines anderen
Elektronentransfersystems (AdR/Adx4-108 oder AdR/ComK) kénnte dabei in zukinftigen Assays zu

einer Umsetzung von 39 zum gekuppelten Produkt fiihren.

Um die an die an den Biarylkupplungen von Complestatin (37) beteiligten CYP450s Com! und Com)
weiter zu charakterisieren, sollten diese kristallisiert werden. Erste Untersuchungen mit einem ComlJ-
Derivat ohne die ersten 17 N-terminalen Aminosduren (ComJ-m17AS) verliefen dabei
erfolgversprechend. Die unter Verwendung der ,PEGs Suite’-Losungen 70 und 76 erzeugten Kristalle
von ComJ-m17AS besallen jedoch keine ausreichende Qualitat, weshalb weitere Feinscreenings notig

sind.

Das ribosomal synthetisierte, posttranslational modifizierte Peptid (RiPP) Cittilin A (47) besitzt, wie 37,
je eine Biaryl- und Biaryletherbindung. Bei der Installation beider Bindungen wird die Beteiligung eines
als Cit-P450 bezeichneten Enzyms der CYP450-Familie vermutet, das in unmittelbarer Nachbarschaft
zum Gen des ribosomalen Vorlauferpeptids von 47 kodiert ist. Cit-P450 wurde in rekombinanter Form
Uberproduziert und aufgereinigt. Dies lieferte ein CYP450 des ,Low spin“-Typs, welches analog zu
Complestatin (37) in enzymatischen Assays mit einem linearen Cittilin A-Kernpeptid (48) oder Cittilin
A-Vorlauferpeptid (49) (beide nicht-methyliert) verwendet wurde. Aufgrund der ribosomalen Identitat
von Cittilin A (47) war eine vorhergehende Ubertragung auf eine PCP-Doméne nicht nétig. Die Assays

lieferten jedoch bislang weder Produkte mit einfacher oder zweifacher Kupplung von 48 oder 49.

Zusammenfassend konnten in diesem Teilprojekt alle fir die enzymatische Kupplung linearer
Vorlauferpeptide von Complestatin (37) und Cittilin A (47) bendétigten Proteine Uberproduziert,
charakterisiert und in ihrer Funktionalitat bestatigt werden. Die Assays zur Installation der Biaryl- und
Biaryletherbindungen verliefen zwar erfolglos, jedoch konnte eine Reihe von Methodiken zur
Vorbereitung und Analyse der Assays etabliert oder weiter verfeinert werden. Dies liefert eine
hervorragende Ausgangsbasis flir eine erfolgreiche enzymatischen Biarylkupplung der chemisch

synthetisierten, linearen Vorlauferpeptide sowie die weitere Optimierung der jeweiligen Assays.

143



Ergebnisse und Diskussion

Bei Biphenomycin A, B und C (43 - 45) und dem eng verwandten LL-AF283( (46) handelt es sich um
weitere biarylhaltige Naturstoffe, welche die sogenannte Biphenomycin-Familie bilden. Sie werden
durch Streptomyces griseorubiginosus No. 43708 bzw. Streptomyces filipinensis NRRL 3217 produziert
und besitzen antibiotische Wirksamkeit. Die Biosynthese dieser Substanzen ist bisher unbekannt und
sollte im Rahmen dieser Arbeit aufgeklart werden. Basierend auf den Strukturen von 43 - 46 wurde die
Beteiligung einer oder mehrerer NRPS und eines CYP450 zur Installation der Biarylbindung vermutet.
Nach Sequenzierung der Genome beider Stamme konnte jedoch kein entsprechender Biosyntheseweg
identifiziert werden. Es fand sich jedoch ein Gen, welches fiir das kurze Peptid BipA (41 AS) mit der
C-terminalen Sequenz FRFRS kodiert, die den Peptidsequenzen von 43 - 46 dhnelt. BipA konnte dabei
einen RiPP-Vorlaufer darstellen dessen Kernpeptid FRFRS durch eine Reihe umfangreicher
Modifikationen erst zum gemeinsamen Vorlaufer Biphenomycin C (45) (Schema 25) und spéater zu 43,
44 oder 46 umgewandelt wird. In der Nahe von bipA waren sieben weiter Gene (bipB - bipl) konserviert.
Laut Sequenzhomologie-basierter Vorhersagen kodieren diese fiir einen Transporter (bipB), ein
Arginase-ahnliches Protein (bipC), ein Radikal-SAM-Enzym (bipD), zwei DNA-bindende Proteine (bipE,
bipF), eine Arginin-Hydroxylase (bipG) und zwei Proteasen (bipH, bipl). Neben bipA, welches das
potentielle Vorlauferpeptid mit der FRFRS-Kernsequenz kodiert, lieRen auch die beiden Arginin-
modifizierenden Enzyme (BipC, BipG) vermuten, dass es sich hierbei tatsachlich um das Biphenomycin-
Cluster handelt. Diese kdnnten den Argininrest an Position 2 des Kernpeptids zu Ornithin hydrolysieren
(BipC) und an y-Position hydroxylieren (BipG). Beide Modifikationen sind in 43 - 46 zu finden.

Hydroxylierung oder
Isomerisierung Biarylkupplung

Abspaltung Leltpeptld

E isch I / B-Hydroxylierung
nzymatische HO OH /
OH Modifikation OH
(0] 0]
2 X —
HN N N COOH —— ;
1 H 3 H 5 — > N COOH
o] e}
NH NH

v- Hydroxyllerung Hy
HN NH»> HN NH> Hydrowse HN NH2
Vorlauferpeptid mit FRFRS-Kernpeptid (70) R = Leitpeptid Biphenomycin C (45)

Schema 25. Ubersicht der enzymatischen Modifikationen, die ein RiPP mit dem Kernpeptid FRFRS (70) in Biphenomycin C
(45) umwandeln kénnten.

BipC konnte aufgrund einer potentiellen Peptidcyclasedomane am C-Terminus weiterhin an einer
Cyclisierung des Kernpeptids beteiligt sein. Dies kénnte unter Beteiligung einer Protease (z. B. BipH)

zur Eliminierung von Arginin und Serin an Position 4 bzw. 5 des Kernpeptids (bei 43 - 44) oder zur
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Generierung einer mir Arginin verzweigten Ornithin-Seitenkette an Position 2 (bei 46) genutzt werden.
Ein CYP450 zur Katalyse der Biarylbindung war weder im Cluster noch seiner ndheren Umgebung
kodiert. Aufgrund der radikalischen Natur einer CYP450-katalysierten Biarylverknipfung kdnnte eine
solche Funktion jedoch eventuell vom Radikal-SAM-Enzym BipD Gbernommen werden. Dies wiirde
einen komplett neuartigen Reaktionstyp eines Radikal-SAM-Enzyms darstellen.

Vergleichende Datenbankanalysen zeigten zudem vier weitere bipA-Homologe in den Organsimen
B. mycoides BHP, B. cereus ISP 3191, Pleurocapsa sp. PCC 7319 und T. daqus H-18. Diese sind
Bestandteil potentiell homologer bip-Gencluster, welche fiir die Biosynthese von 43 - 46 oder
entsprechender Analoga kodieren. Die Tatsache, dass ein bipA-Homolog nur in einer geringen Zahl
anderer Organismen zu identifizieren war, von denen keiner der Gattung Streptomyces angehorte,
unterstrich dabei die Spezifitdt unseres Fundes.

Eine erste heterologe Expression der oben beschriebenen bip-Cluster aus S. griseorubiginosus und
S. filipinensis in E. coli BL21(DE3) lieferte im Falle des S. filipinensis bip-Genclusters zwei spezifische
Massen (positiver Modus: m/z = 671,2; negativer Modus: m/z = 576,6). Diese kénnten ein durch BipC
erzeugtes, cyclisches Intermediat (74) oder ein daraus resultierendes Tripeptid, welches mit Arginin

verzweigt ist (75) reprasentieren

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die Biosynthese von 43 - 46 aus S. griseorubiginosus No.
43708 und S. filipinensis NRRL 3217 nicht, wie zuvor vermutet, NRPS-basiert ist. Vielmehr deuten die
im Rahmen dieser Arbeit erzielten Resultate auf eine RiPP-lIdentitat hin. Das beschriebene bip-Cluster
koénnte dabei ein ribosomales Vorlauferpeptid (BipA) sowie eine Reihe von Enzymen kodieren, welche
fir eine Modifikation der proteinogenen Aminosduren und der Struktur des Kernpeptids notig waren
(BipC, BipD, BipG). Die vorldufigen Ergebnisse einer heterologen Expression der bip-Cluster beider

Stamme scheinen dies zu bestatigen.

Wahrend der Analyse des Genoms von S. filipinensis NRRL 3217 wurde auch ein Gencluster entdeckt,
welches homolog zum Gencluster der schwachen Radikalfanger JBIR-34 und -35 (52 und 53) aus
Streptomyces sp. Sp080513GE-23 ist. Die nicht-ribosomalen Peptide 52 und 53 sind gekennzeichnet
durch einen ungewo6hnlichen 4-Methyloxazolinring, der aus der Startereinheit 6-Chloro-4-
Hydroxyindol-3-Carboxysaure (54) und a-Methyl-L-Serin (57) gebildet wird. Die Biosynthese von 54
verlduft dabei mutmaRBlich ausgehend von L-Tryptophan (26) Uber einen unabhingigen, NRPS-
basierten Biosyntheseweg an dem unter anderem die im Cluster kodierte Halogenase FmoD und das
CYP450 FmoC beteiligt sind. FmoD soll dabei 26 zu 6-Chlorotryptophan (55) umwandeln, wahrend
FmoC mutmaRlich die Installation von zwei Hydroxygruppen katalysiert, wodurch aus 55

B,4-Dihydroxy-6-Chlorotryptophan (56) gebildet wird. Das JBIR-Cluster aus S. filipinensis (Sf-JBIR)
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wurde Uber bioinformatische Methoden naher charakterisiert und zeigte dabei drei Unterschiede zum
Originalcluster. Diese bestanden im Verlust des potentiellen Regulators FmoR3, der Insertion eines
potentiellen Zwei-Komponenten-Systems (FmoN und FmoO) und einer Genfusion zwischen fmoA3 und
fmoH. Gerade die letzte Anderung ist von Bedeutung, da dies FmoH, welches die Bildung von a-Methyl-
L-Serin (57) aus D-Alanin (58) katalysiert, von einem unabhangigen Enzym zu einem neuartigen Typ von
NRPS-Domane macht. Es wird vermutet, dass seine Funktion durch diesen Vorgang nicht beeinflusst
wird. Die genauen Implikationen fiir die JBIR-Biosynthese und den Zeitpunkt der Bildung von 57 sind
jedoch noch unbekannt und miissen durch zukiinftige Arbeiten ndaher bestimmt werden.

Um zu Uberpriifen, ob S. filipinensis NRRL 3217 ebenfalls 52 und 53 oder Derivate hiervon produziert,
wurde Kulturen dieses Stamms mittels EtOAc oder lonenaustauschharz (Diaion® HP-20) extrahiert.
Dies lieferte statt der fiir 52 oder 53 erwarteten Massen drei Substanzen mit den Massen 641,3 m/z,
655,4 m/z und 671,4 m/z, welche, wie 52 und 53, stark bei 300 nm absorbieren. Hierbei kbnnte es sich
um Sf-JBIR-1 oder -2 (655,4 m/z; 76 und 77) handeln, ein Derivat von 53 (m/z = 466,1 [M+H*]) mit
einem zusatzlichen Tryptophanrest, bzw. um Demethyl-Sf-JBIR (641,3 m/z; 78) sowie Hydroxy-
Sf-JBIR-1 oder -2 (671,4 m/z; 79 und 80). Die Biosynthese wirde dabei liber eine multiple Verwendung
der NRPS FmoA1 erfolgen (Abb. 61). Diese ist normalerweise an der Bildung von 54 beteiligt wofir sie
6-Chlorotryptophan (55) ladt, zeigt jedoch auch eine gewisse Spezifitat fir Tryptophan (26). Daher
kénnte sie auch fir die Integration des Tryptophanbausteins an Position 2 der Sf-JBIR-Molekiile

verantwortlich sein.

o} = 0]
= B H
MN' N\S)J\OH
~
OH

HN . #
NH
2
o)
HO N Sf-JBIR-1(76) R,=Me, R,=H, Ry=H
2 Sf-JBIR-2(77) R,=H, R,=Me, Rs;=

Demethyl-Sf-JBIR (78) R;=H, R,=H, Ry=H
R 1 Hydroxy-Sf-JBIR-1(79) R,=Me, R,=H, Ry=OH
cl Hydroxy-Sf-JBIR-2 (80) R,=H, R,=Me, Ry,=OH

Abb. 61. Mogliche Produkte der JBIR-Biosynthese in S. filipinensis NRRL 3217 unter multipler Verwendung der NRPS FmoA1l.

Weiterhin sollte durch enzymatische Assays getestet werden, ob FmoD und vor allem FmoC die jeweils
postulierten Reaktionen wahrend der Biosynthese von B,4-Dihydroxy-6-Chlorotryptophan (56)
katalysieren. Hierfir wurden die Proteine FmoDE, die an der Halogenierung beteiligt sind, und
FmoA1BC, die fir die zweifache Hydroxylierung notwendig sind, kloniert und in I6slicher Form
Uberproduziert. Die Cofaktor-haltigen Proteine FmoE und FmoC wurden tber UV/VIS-Spektroskopie

charakterisiert. Dies zeigte charakteristische Spektren fiir die Flavinreduktase FmoE und fir das
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CYP450 FmoC (,,Low spin“-Typ). Enzymatische Assays mit aufgereinigtem FmoD und FmoE sowie mit
Uberstinden der Zelllysate von Kulturen zur Uberexpression beider Proteine zeigten keine Umsetzung
Substrats L-Tryptophan (26) zu 6-Chlorotryptophan (55). Auch die Verwendung von FmoA1BC in einem
Assay mit dhnlichem Aufbau, wie fiir die Untersuchung der Biarylkupplung von Complestatin (37),
lieferte keine hydroxylierten Produkte bei Einsatz von Tryptophan (26) oder des durch Frau Dr.

Schaefers synthetisierten 6-Chlorotryptophan (55) als Substrat.

Die Identifizierung eines neuartigen Typs von NRPS-Domane und potentieller JBIR-Derivate, welche
vermutlich durch die nicht-lineare Verwendung einer NRPS generiert werden, erweitern das
Verstandnis NRPS-basierter Biosynthesen. Sie bilden auch die Grundlage weiterer Untersuchungen der
JBIR-Biosynthese durch S. filipinensis NRRL 3217 und der strukturellen Aufklarung der mutmalilichen
JBIR-Derivate. Auch wenn die enzymatischen Assays mit den Proteinen FmoA1BCDE ohne die
gewiinschten Resultate verliefen, bildet die erfolgreiche Uberproduktion dieser Proteine eine gute
Grundlage fiir eine weitere Optimierung dieser Systeme. Damit wird die Basis fir eine zukinftige,

detaillierte Untersuchung der Biosynthese von [3,4-Dihydroxy-6-Chlorotryptophan (56) ermdoglicht.
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3.6 Abstract

Natural products, such as non-ribosomale peptides and polyketides, are a rich source for the
development of pharmaceutical substances with activity against cancer cells, viruses, bacteria as well
as a multitude of additional functionalities. The respective bioactivities result from specific interactions
of these often complex structures with their molecular targets. However, the structural complexity of
the compounds often hinders their chemical total synthesis at the industrial scale. The use of certain
enzymes from the natural biosynthetic pathways can help to supplement and improve chemical
synthesis yields, thereby reducing costs and increasing efficiency. An interesting target for this type of
chemo-enzymatic approach are molecules containing biaryl and biaryl ether bonds, as the chemical
installation of this unusual structural element is accompanied by long linear synthetic routes and low
yields.

The antiviral non-ribosomal peptide complestatin (37) is characterized by one biaryl and one biaryl
ether bond. Those are introduced by the two cytochrome P450 enzymes (CYP450) Coml and ComJ,
which are encoded in the biosynthetic gene cluster of complestatin (37). During the course of this work
we attempted to establish an enzymatic system to convert a linear derivative of 37 to its cross-coupled

form by usage of Coml and ComlJ (Scheme 1).
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Scheme 1. Enzymatic assay for the installation of biaryl and biaryl ether bonds on a linear, PCP bound precursor peptide of
complestatin (40) by the cytochrome P450 enzymes Coml and ComJ, modified from Aldemir (2015).
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Beside the two CYP450s, an electron transfer system consisting of NADPH, ferredoxin and a NADPH-
ferredoxin-oxidoreductase (Fpr/PetF or AdR/Adx) as well as glucose and a glucose dehydrogenase for
NADPH regeneration needs to be used. In addition, the PCP domains carrying the linear tetra- (ComC-
PCP1) or heptapeptide (ComD-PCP) during complestatin biosynthesis were needed. Also, the
phosphopantetheinyl transferase Sfp was employed to transfer an active coenzyme A (CoA) form of
the linear complestatin peptides to the corresponding carrier protein. Finally, we wanted to make the
ferredoxin ComK available, which is encoded in the complestatin gene cluster and is the putative native
electron donor for Coml and ComJ.

All proteins were cloned and overproduced in a soluble form. Adx was generated in a full length
(Adx1-128) and a shortened form (Adx4-108), which possesses a lower redox potential. The cofactor
containing proteins Coml, ComJ, Cit-P450, Fpr, PetF, AdR, Adx and ComK were characterized by UV/VIS
spectroscopy. This indicated that Coml and ComJ belong to the ‘low spin’ type of CYP450s. In addition,
the spectra of Coml and ComJ were detected in their reduced forms and as CO complexes. This
confirmed the presence of a functional active center with a functional heme cofactor. Also, the
accessibility of the active centers was determined and confirmed by difference spectroscopy. The
spectra of Fpr, PetF, AdR und Adx matched previously reported data. ComK contains three cysteine
residues, which might be involved in the binding of a [3Fe-4S] cluster. The detected spectrum seems
to confirm this assumption. The function of the proteins representing the electron transfer system
were confirmed using a CytC-based test system. In all cases, also when using ComK together with AdR,
a successful electron transfer was observed. Only the Fpr/PetF system showed unspecific electron
transfer, which might result from co-purification of Fpr with E. coli ferredoxin. It was shown that the
PCP domains ComC-PCP1 and ComD-PCP were purified in apo form. Incubation with CoA and Sfp
transferred them into their respective holo form. During the time of this work Haslinger et al. (2015)
showed that a so called X domain is involved in the formation of biaryl and biaryl ether bonds of
glycopeptide antibiotics like teicoplanin. As such a domain is also present in ComD, the terminal NRPS
of the complestatin assembly line, our enzymatic system was complemented with this domain.
Therefore, a single domain (ComD-X) and a didomain (ComD-PCP+X) were overproduced in soluble
form. Expression of the didomain resulted in apo protein, which was converted to its holo form by

incubation with CoA and Sfp.

Biochemical assays of ComD-PCP+X were loaded with a linear CoA-derivative of the complestatin chain
(39) that was chemically synthesized by Dr. Hiilya Aldemir. The resulting construct 40 was then used
as substrate in the complete assay system (Glucose, Gdh, Fpr/PetF system, Coml, ComlJ). A single or
double biaryl coupling of the linear peptide was not yet visible in the following analysis. Further

optimization of the reaction conditions (buffer substance, pH value) and/or the application of another
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electron transfer system (AdR/Adx4-108 or AdR/ComK) might lead to conversion of 39 to a cross-

coupled product in the future.

For an additional characterization of the two CYP450s, Coml and ComJ, involved in biaryl coupling of
complestatin (37), these proteins were to be crystallized. First attempts with a ComJ-derivative lacking
the first 17 N-terminal amino acids (ComJ-m17AA) were promising, as they resulted in crystals when
using the ,PEGs Suite’ solutions 70 and 76. Because of the rather low quality of these crystals further

fine screenings are necessary.

The ribosomally synthesized, post-translational modified peptide (RiPP) cittilin A (47), possesses one
biaryl and one biaryl ether bond like 37. It is assumed that installation of these bonds is catalyzed by
Cit-P450, a member of the CYP450 family of enzymes, which is encoded in near vicinity to the gene
encoding the precursor peptide of 47. Cit-P450 was overproduced and purified in recombinant form.
This resulted in a CYP450 of the ‘low spin’ type, which was used in enzymatic assays performed in
analogy of those for complestatin (37). The substrates were a linear cittilin A core peptide (48) or a
cittilin A precursor peptide (49) (both non-methylated). Because of the ribosomal identity of cittlin A
(47) the transfer to a PCP domain was not necessary. The assays did not yet result in a single or double

cross-coupled product of 48 or 49.

In summary of this subproject, all proteins necessary for the enzymatic biaryl-coupling of linear
precursor peptides of complestatin (37) and cittilin A (47) were successfully overproduced,
characterized and their functionality was confirmed. Although the assays for the installation of the
biaryl and biaryl ether moieties did not result in the desired products, a series of methods for the assay
preparation and analysis was established and refined. This provides an excellent platform for the
successful enzymatic biaryl-coupling of the chemically synthesized, linear precursor peptides, as well

as for further optimizations of the assay itself.

Biphenomycin A, B and C (43 - 45) as well as the closely related LL-AF283[ (46) are biaryl-containing
natural products that comprise the biphenomycin family. They are produced by
Streptomyces griseorubiginosus No. 43708 and Streptomyces filipinensis NRRL 3217, respectively and
possess antibiotic activity. The biosyntheses of these molecules are currently unknown and were
investigated during this work. Based on the structures of 43 - 46, the involvement of one or more NRPS
and a CYP450 for the installation of the biaryl bond were hypothesized. After sequencing the genomes
of both strains a candidate NRPS pathway could not be identified. Instead, a gene encoding the short

peptide BipA (41 AA) with the C-terminal sequence FRFRS matching the 43 - 46 peptide sequence was
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found. BipA might represent a RiPP precursor whose core peptide FRFRS undergoes a series of
extensive modifications to be transformed to the common precursor Biphenomycin C (45) (Scheme 2)
and later to 43, 44 or 46. Seven conserved genes (bipB - bipl) were identified adjacent to bipA.
According to sequence homology based predictions they encode for a transporter (bipB), an arginase-
like protein (bipC), a radical SAM enzyme (bipD), two DNA-binding proteins (bipE, bipF), an arginine
hydroxylase (bipG) and two proteases (bipH, bipl). Besides bipA, encoding a potential precursor
peptide with the FRFRS core sequence, the presence of two arginine modifying enzymes (BipC, BipG)
further supported our hypothesis that these genes represent the biphenomycin cluster. BipC could
hydrolyze the arginine residue at position 2 of the core peptide generating ornithine whereas BipG

catalyzes its hydroxylation at the y-position. Both modifications can be found in 43 - 46.

Hydroxylation or
isomerization Biaryl coupling

B-hydroxylation
s

Enzymatic

HO
OH modification OH
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H 2 H 4 —_— H 2 H 4
N N N N
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I I y-hydroxylation /NHZ jﬂ
HN NH, HN NH, Hydrolysis HN NH,

Precursor peptide with FRFRS core peptide (70) R = Leader peptide Biphenomycin C (45)

Scheme 2. Overview of the enzymatic modifications, which could transform a RiPP with the core peptide FRFRS (70) to
Biphenomycin C (45).

Because of a peptide cyclase domain at its C-terminus, BipC might additionally be involved in cyclizing
the core peptide. A protease induced hydrolysis of the cycle (e. g. by BipH) then might lead to the
elimination of arginine and serine at position 4 and 5 of the core peptide (for 43 - 44) or to the
formation of an ornithine residue branched with arginine at position 2 (for 46).

A CYP450 catalyzing the biaryl bond formation is neither encoded in the cluster nor in its close vicinity.
As the CYP450 induced biaryl bridging is of radical nature, such a function might be taken over by the
radical SAM enzyme BipD. This would represent a completely new type of reaction for a radical SAM
enzyme.

Comparative databank analysis showed four additional bipA homologues in the organisms B. mycoides
BHP, B. cereus ISP 3191, Pleurocapsa sp. PCC 7319 and T. daqus H-18. These genes are part of putative

homologues bip gene clusters responsible for biosynthesis of 43 - 46 or corresponding analogues. The
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fact that only a small number of bipA homologues where found in other organisms, none of which
belonged to the Streptomyces genus, highlights the specificity of our findings.

First heterologous expressions of the aforementioned bip clusters from S. griseorubiginosus and
S. filipinensis in E. coli BL21(DE3) resulted in two specific masses with the S. filipinensis bip cluster
(positive mode: m/z =671.2; negative mode: m/z = 576.6). These might represent a cyclic intermediate
(74) generated by BipC and arginine-branched tripeptide (75) derived from this.

In summary, the biosynthesis of 43 - 46 from S. griseorubiginosus No. 43708 and S. filipinensis NRRL
3217 is likely not NRPS-based as previously hypothesized. The results obtained during this work rather
suggest a RiPP identity. In this context, the described bip cluster could encode a ribosomal precursor
peptide (BipA) as well as enzymes necessary for the modification of the proteinogenic amino acids as
well as the core peptide structure (BipC, BipD, BipG). Preliminary results from the heterologous

expression of both gene clusters appear to confirm this theory.

The analysis of the S. filipinensis NRRL 3217 genome also yielded a gene cluster homologous to the
weak radical scavengers JBIR-34 and -35 (52 and 53) from Streptomyces sp. Sp080513GE-23. The non-
ribosomal peptides 52 and 53 are characterized by an unusual 4-methyloxazoline moiety. This is
formed by the starter unit 6-chloro-4-hydroxyindole-3-carboxylic acid (54) and a-methyl-L-serine (57).
It is postulated that 54 originates from L-tryptophan (26) by an independent NRPS-based biosynthesis
involving the halogenase FmoD and the CYP450 FmoC of the JBIR-cluster. FmoD is thought to catalyze
the conversion of 26 to 6-chlorotryptophan (55) whereas FmoC might hydroxylate 55 at two positions,
thereby forming B,4-dihydroxy-6-chlorotryptophan (56). The JBIR gene cluster from S. filipinensis (Sf-
JBIR) was further characterized by bioinformatic analysis. This showed differences at three positions
in comparison to the original gene cluster: the potential regulator FmoR3 was missing, a potential two-
component-system (FmoN and FmoQ) was inserted, the genes fmoA3 and fmoH were fused. The last
change is significant since it turns FmoH, responsible for the formation of a-methyl-L-serine (57) from
D-alanine (58), from an independent enzyme into a new type of NRPS domain. It is proposed that its
function is not altered by this process. However, possible implications for the JBIR biosynthesis as well
as the moment of 57 formation are currently unknown and need to be clarified in future work.

To test if S. filipinensis NRRL 3217 produces 52 and 53 or derivatives thereof, cultures of this strain
were extracted by EtOAc and ion exchange resin (Diaion® HP-20). Analysis of the extracts showed that
52 and 53 could not be detected. Instead, three specific substances with the masses 641.3 m/z, 655.4
m/z und 671.4 m/z were found. Those showed strong absorption maxima at 300 nm, which has been
reported for 52 and 53. These substances could represent Sf-JBIR-1 or -2 (655,4 m/z; 76 and 77), a
derivative of 53 (m/z = 466,1 [M+H"]) with an additional tryptophan residue, demethyl-Sf-JBIR (641,3
m/z; 78) and hydroxy-Sf-JBIR-1 or -2 (671,4 m/z; 79 and 80) respectively (Figure 1). Biosynthesis of
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these compounds would occur by multiple use of the NRPS FmoA1l. FmoAl is supposedly involved in
the formation of 54 by loading 6-chlorotryptophan (55), but also shows a certain specificity for
tryptophan (26). Therefore, it could also be responsible for the incorporation of the tryptophan residue

at position 2 of the Sf-JBIR molecules.
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Figure 1. Possible products of JBIR biosynthesis in S. filipinensis NRRL 3217 by multiple usage of the NRPS FmoALl.

In addition, the reactions proposed to be catalyzed by FmoD and FmoC during the biosynthesis of B,4-
dihydroxy-6-chlorotryptophan (56) should be verified by enzymatic assays. To achieve this goal, the
proteins FmoDE, involved in the halogenation, and FmoA1BC, performing the two hydroxylations, were
cloned and overproduced in soluble form. The cofactor containing proteins FmoE and FmoC were
characterized by UV/VIS spectroscopy. This showed typical spectra for the flavin reductase FmoE and
the CYP450 FmoC (‘low spin’ type). Enzymatic assays with purified FmoD and FmoE as well as with cell
lysate supernatant from expression cultures of both proteins did not show a turnover of L-tryptophan
(26) to 6-chlorotryptophan (55). Also, an assay similar to the one used for the biaryl-coupling of
complestatin (37) with FmoA1BC did not yield hydroxylated products when using tryptophan (26) or

6-chlorotryptophan (55), which was synthesized by Dr. Frangoise Schaefers, as substrates.

A new type of NRPS domain as well as potential JBIR derivates formed by a non-linear NRPS assembly
line, which were identified during this subproject, expand our understanding of NRPS-based
biosynthesis. They also form a good basis for further investigations of the JBIR biosynthesis in
S. filipinensis NRRL 3217 and the structural elucidation of the potential JBIR derivates formed thereby.
Even with the negative outcome of the enzymatic assays, the successful overproduction of the
corresponding proteins is a good starting point for further optimizations of this systems. This will allow

detailed analysis of B,4-dihydroxy-6-chlorotryptophan (56) biosynthesis in the near future.
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4 Material und Methoden

4.1 Chemikalien, Gerate, Materialien und Software

4.1.1 Chemikalien, Gase und Losungsmittel

Chemikalien: Die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien wurden von den Firmen Carl Roth, VWR,
Sigma Aldrich, Fisher Scientific, AppliChem oder bezogen und hatten, sofern es sich nicht um die

Bestandteile von Komplexmedien handelte, mindestens einen p.a. Reinheitsgrad.

Gase: Die verwendeten Gase stammen von den Firmen Praxair oder Westfalen.

Losungsmittel: Als Losungsmittel fir die HPLC- und MS-Untersuchungen wurden HPLC-grade und
HPLC-MS-grade Acetonitril von Fisher Scientific Deutschland und VWR sowie HPLC-grade Methanol
von VWR verwendet. Das HPLC-Wasser wurde (iber ein TKA-GenPure-Wasseraufbereitungssystem
gereinigt und entionisiert. Als Puffer wurde Trifluoressigsdure (TFA, fur Peptidsynthese) der Fa. Carl
Roth benutzt. Weitere Losungsmittel, wie Methanol, Ethylacetat oder Aceton, wurden (ber die
Zentrale Chemikalienversorgung der TU Miinchen oder der Rheinischen Friedrich-Wilhelms-

Universitdt Bonn bezogen und bei Bedarf Gber Destillation gereinigt.

4.1.2 Enzyme und Proteine

Die in dieser Arbeit verwendeten Enzyme, Proteine oder enzymatischen Reaktionsmixturen wurden

standardmaRig von den Firmen New England Biolabs GmbH (NEB) und/oder Jena Bioscience bezogen.

4.1.3 Kits

Die in dieser Arbeit verwendeten Kits, z. B. fiir die Aufreinigung von Plasmid-DNA oder genomischer
DNA, wurden sofern nicht anders erwahnt von den Firmen Promega, Jena Bioscience oder Peqlab

bezogen.
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4.1.4 Verwendete Apparaturen und Messgerate

Autoklav: Zum Sterilisieren von Medien und Verbrauchsmitteln wurden der ,Autoklav V65‘ der Fa.
Systec (Rheinischen Friedrich-Wilhelms-Universitdt Bonn) oder der ,Autoklav 3170 ELV‘ der Fa.

Biomedis (Technische Universitat Miinchen) verwendet.

Elektrophorese: Die elektrische Spannung fir die Gelelektrophorese wurde mithilfe eines
,Electrophoresis Power Supply EV243‘ der Fa. Consort angelegt. Die SDS-PAGE wurde in Bio-Rad ,Mini

Protean® Tetra System’ Gelkammern durchgefiihrt.

Elektroporator: Ein ,MicroPulser’ der Fa. Bio-Rad wurde fiir die Elektroporation von

elektrokompetenten Zellen verwendet.

FPLC: Zur Aufreinigung von Proteinen mittels FPLC wurde ein ,AKTA pure 25 M1‘-FPLC-System (Fa. GE
Healthcare) mit ,HiLload 16/600 Superdex 200 pg‘-Sdule (Fa. GE Healthcare) und 5 mL ,Loop”

verwendet.

Gefriertrocknung: Produkte in wéassrigen Phasen wurden mit dem Gerat ,Alpha 2-4‘ von Christ, das an

eine ,Chemistry-Hybrid-Pump-RC6‘-Pumpe von Vacuubrand angeschlossen war, getrocknet.

Geldokumentation: Fir die Dokumentation von Agarosegelen wurde das ,Bio-Imaging-System Gene

Genius’ von SynGene benutzt. Das Gerat wurde Uber die ,GeneSnap‘-Software derselben Firma
gesteuert. SDS-Polyacrylamidgele wurden mittels eines handelstiblichen Flachbettscanners, der an

einen PC (Windows 7) angeschlossen war, dokumentiert.

Heizblock / Wasserbad: Zur Erwarmung von kleinen Probenmengen wurden, wenn nicht ausdriicklich

anders erwahnt, der ,ThermoMixer C’ von Eppendorf oder das Wasserbad ,FBH 604‘ von Fischerbrand

verwendet.

Inkubationsschiittler: Es wurden die Inkubationsschittler ,Multitron Standard‘ und ,Ecotron’ der Fa.

Infors HT verwendet.

Kernresonanzspektroskopie (NMR): An der Technischen Universitdt Minchen (TUM) wurden die

'H-NMR-Spektren bei Raumtemperatur an einem ,AVHD 500 (500 MHz) der Fa. Bruker gemessen.

Kristallisationsroboter: Zum Aliquotieren von Proteinen in Mikrotiterplatten des Typs INTELLI (,,96 well

sitting drop vapor diffusion crystallography plates”, Fa. Art Robbins Instruments) wurde ein ,Phoenix

Robot System’ der Fa. Art Robbins Instruments benutzt.
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Massenspektroskopie (MS): Die Massenspektren, die an der Rheinischen Friedrich-Wilhelms-

Universitdit Bonn gemessen wurden, wurden von den Mitarbeitern der Abteilung fir
Massenspektroskopie am Kekulé-Institut flir Organische Chemie und Biochemie unter der Leitung von
Frau Dr. Engeser aufgenommen. Die Aufnahme der Elektrosprayionisations-Massenspektren (ESIMS)
und der High-Resolution-Massenspektren (HRMS) erfolgte an einem Time-of-Flight-
Massenspektrometer (,micrOTOF-Q’, Bruker Daltonics). Fir die ElektronenstoRBionisations-
Massenspektren (EI-MS) wurde das Sektorfeld-Massenspektrometer ,MAT 95 XL‘ der Fa. Thermo
Finnigan mit einer Beschleunigungsspannung von 70 eV verwendet. An der Technischen Universitat
Minchen wurden die ESI-MS entweder an einem ,Advion Expression CMS’-Gerdt mit ,Single-
guadrupole mass analyzer’, das zusammen mit einem ,Peak Scientific N118LA'-Stickstoffgenerator,
einer ,Edwards RV12‘-Hochvakuumpumpe, einem ,Camag TLC-MS‘-Interface und einer ,Jasco PU-1580
Intelligent’-HPLC-Pumpe betrieben wurde, oder an einem ,LCQ Fleet lon Trap‘-Massenspektrometer
gekoppelt an ein ,UltiMate 3000 HPLC-System (beides von Thermo Scientific) aufgenommen. Das
Letztere wurde mittels ,Xcalibur’-Software gesteuert und die Ergebnisse der Messungen wurden
mittels ,Thermo Xcalibur Qual Browser 2.2 SP1.48-Software ausgewertet. Das Advion-MS-System
wurde mithilfe der ,Mass Express‘-Software gesteuert und die Auswertungen wurden mittels ,Data
Express‘-Software (beides von Advion) durchgefiihrt. Die Aufnahme von hochauflésenden ESI-MS
erfolgte an dem Massenspektrometer ,Thermo LTQ FT Ultra‘. Die Massenspektrometer der HR-ESI-MS

wurden ebenfalls mittels ,Thermo Xcalibur Qual Browser 2.2 SP1.48‘-Software ausgewertet.

Mikroskopie: Zur Analyse der Kristallisationsansdtze wurde ein ,SZX10‘-Mikroskop der Fa. Olympus

verwendet.

Photometer: Zur Bestimmung der optischen Dichte bei 600 nm wurde ein Photometer der Fa.

Eppendorf benutzt.

PCR: Die Amplifikation von DNA erfolgte entweder mittels ,Life Eco-PCR‘-Geraten der Fa. Bioer oder an

einem ,TC-5000-PCR‘-Gerét der Fa. Techne.

Protein- und DNA-Konzentrationsbestimmung: Protein- und DNA-Konzentrationen wurden mithilfe

des ,Nanophotometer P330‘ von Implen bestimmt.

Zellaufschluss: Bakterienzellen wurden mit einem Ultraschallhomogenisator ,Sonopuls HD2070‘ von

Bandelin aufgeschlossen.

Zentrifugation: Es wurden die Zentrifugen ,Heraeus Multifuge X3R Centrifuge’ der Fa. Thermo
Scientific, ,24/6‘ der Fa. VWR und ,Centrifuge 5418R‘ der Fa. Eppendorf verwendet.
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4.1.5 Software

Eigenstiandige Programme

Software Version Hersteller Verwendungszweck

Geneious 5.6.7 (64-bit) & 8.1.8 (64-bit)  Biomatters Ltd. Analyse von DNA und AS-Sequenzen
Microsoft” Excel Home and Student 2010 Microsoft” Datenverarbeitung

Microsoft® Word Home and Student 2010 Microsoft® Datenverarbeitung

PVC 5.11.1.3 Implen Aufzeichnung von Daten gemessen

iber das Implen Nanophotometer P330

Unicorn 6.4.1 GE Healthcare Steuerung der ,AKTA pure 25 M1‘

Data Express 3.1.211 Advion Auswertung von MS-Spektren

Xcalibur™ Qual Browser 2.25P1.48 Thermo Fisher Scientific Auswertung von MS-Spektren

Internet-basierte Anwendungen

Software Webseite Stand Verwendungszweck

antiSMASH 3.0 http://antismash.secondarymetabolites.org/ 15.02.2017 Cluster-Vorhersage

Clustal Omega http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/ 09.03.2017 Sequenz-Alignment

ExPASy Translate tool http://web.expasy.org/translate/ 21.04.2017 Ubersetzung DNA/RNA zu AS

InterPro https://www.ebi.ac.uk/interpro/ 31.05.2017 Proteinsequenzanalyse

GOR IV https://prabi.ibcp.fr/htm/site/web/home 09.03.2017 Sekundarstruktur-Vorhersage

NCBI BLAST http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi 18.02.2014 Sequenzanalyse

NCBI PubMed http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed 18.02.2014 Literaturrecherche

NEBuilder http://nebuilder.neb.com/ v.1.12.16 Primerkonstruktion

PKS/NRPS Analysis http://nrps.igs.umaryland.edu/ 14.02.2017 Proteinsequenzanalyse

PrDOS http://prdos.hgc.jp/cgi-bin/top.cgi 10.07.2014 Vorhersage unstrukurierter
Proteinbereiche

Protein Calculator http://protcalc.sourceforge.net/ v.3.4 Proteineigenschaften

RAST http://rast.nmpdr.org/ 15.02.2017 CDS-Vorhersage

und -Annotierung

4.2 Organismen, Plasmide und Primer

4.2.1 Organismen

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die in Tab. 12 zusammengefassten Organismen und Stamme
verwendet. E. coli DH5a diente dabei zur Klonierung und Lagerung von Plasmiden/Vektoren. E. coli
BL21(DE3) und E. coli SoluBL21™ wurden zur heterologen Proteinproduktion verwendet. Der Stamm

E. coli BAP1 diente der heterologen Produktion von PCP-Domanen. Der Stamm E. coli EPI300™ enthielt
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Fosmide der gDNA-Bibliothek von S. filipinensis NRRL 3217. Die gDNA der Stamme S. griseorubiginosus

DSMZ 40469, S. griseorubiginosus No. 43708 und S. filipinensis NRRL 3217 diente als PCR-Templat oder

bei Bedarf zur Sequenzierung des jeweiligen Genoms.

Tab. 12. Verwendete Organismen und Stamme.

Stamm Genotyp Herkunft / Referenz

E. coli DH5a F-endA1 gInV44 thi-1 recAl relA1 gyrA96 deoR nupG purB20 Laborstock
©80dlacZAM15 A(lacZYA-argF)U169, hsdR17(rkm«*), N

E. coli BL21(DE3) F-ompT gal decm hsdSs(rsms’) (DE3) Laborstock /

E. coli BAP1

E. coli SoluBL21™

E. coli EP1300™

Streptomyces
griseorubiginosus
DSMZ 40469

Streptomyces
griseorubiginosus
No. 43708

Streptomyces
filipinensis
NRRL 3217

F-ompT gal dcm hsdSgs(rs'ms’) (DE3) AprpRBCD::T7prom-Sfp-T7prom-prpE
F-ompT gal dcm hsdSs(rsms’) (DE3);

Der Stamm tragt auBerdem uncharakterisierte Mutationen, die durch
spezielle Selektions-kriterien erzeugt wurden. Diese Mutationen
ermoglichen es in den meisten Fallen unldsliche Proteine in teilweise

oder vollstandig l6slicher Form zu produzieren.

F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ©80dlacZAM15 AlacX74 recAl endAl
araD139 A(ara, leu)7697 galU galK rpsL nupG trfA dhfr

Wildtyp

Wildtyp

Wildtyp

Studier und Moffatt, 1986.3%
Pfeifer et al., 2001.2*
Fa. Genlantis

(Bestellnr.: C700200 / C700210)

Fa. Epicentre

Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH
(DSMZ)

International Patent Organism Depositary’
des ,National Institute of Advanced
Industrial Science and Technology’ (AIST),
Japan; Zugangs-ID: FERM BP-669

,Agricultural Research Service’ des ,United
States Department of Agriculture’, USA;
Zugangs-1D: NRRL 3217

4.2.2 Plasmide und Vektoren

Die folgenden Plasmide und Vektoren fanden im Rahmen dieser Arbeit Verwendung (Tab. 13). Sie

wurden kommerziell erworben, von anderen Arbeitsgruppen zur Verfligung gestellt oder im Laufe der

Arbeit generiert.

Tab. 13. Verwendete Plasmide und Vektoren (Resistenzgene: ampR = Ampicillin, kanR = Kanamycin, camR = Chloramphenicol,

tetR = Tetracyclin).

Plasmid / Vektor GréRe [bp] Eigenschaften / Funktion Herkunft / Referenz
pUC57::comD-PCP+X-opt 4.357 comD-PCP+X-opt (Codon-optimiert) integriert in pUC57 Fa. GenScript
pUC57::coml-opt 3.918 coml-opt (Codon-optimiert) integriert in pUC57 Fa. GenScript
pUC57::comJ-opt 3.996 comJ-opt (Codon-optimiert) integriert in pUC57 Fa. GenScript
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pBluescript 11 SK (-)

pBluescript::comC-
PCP1+60bp

pBluescript::comC-
PCP2+78bp

pBluescript::comC-
PCP3+78bp

pBluescript::comD-PCP+96bp

pBluescript::Sf-JBIR-6_
8kb-Frag

pHis8

pHis8-TEV

pHis8C(+)-TEV

pHis8::adR
pHis8::adx1-128
pHis8::adx4-108
pHis8::cit-P450
pHis8::comC-PCP1
pHis8::comC-PCP2
pHis8::comC-PCP3
pHis8::comD-PCP
pHis8::comD-PCP+X-opt
pHis8::comD-X-opt
pHis8::coml-opt
pHis8::comJ-opt
pHis8-TEV::coml-opt
pHis8-TEV::comJ-opt-m17AS

pHis8-TEV::kis-P450-1

pHis8-TEV::kis-P450-2

pHis8-TEV::fmoA1
pHis8::fmoB
pHis8-TEV::fmoC
pHis8-TEV::fmoD

pHis8-TEV::fmoE

2.961

3.168

3.186

3.186

3.207

11.188

5.333

5.330

5.323

6.713

5.686

5.617

6.652

5.539

5.539

5.539

5.542

6.949

6.709

6.502

6.586

6.499

6.532

6.472

6.646

7.084

6.040

6.493

6.931

5.851

ampR, pMB1-Replikationsursprung / Klonierungsvektor

Kodierende Region der ersten ComC-PCP-Doméane und
zusatzliche Basen integriert in pBluescript Il SK (-)

Kodierende Region der zweiten ComC-PCP-Domane und
zusatzliche Basen integriert in pBluescript Il SK (-)

Kodierende Region der dritten ComC-PCP-Doméne und
zusatzliche Basen integriert in pBluescript Il SK (-)

Kodierende Region der ComD-PCP-Doméne und
zusatzliche Basen integriert in pBluescript Il SK (-)

8 kb Fragment des Inserts von pCC1FOS::JBIR-6 (fmokK-
Teil [761 bp], fmoA5, fmoL, Teil des TK-Gens [593 bp])
integriert in pBluescript Il SK (-) (Gibson-Assemblierung)
kanR, pBR322-Replikationsursprung, lacl, His8-Tag
(N-terminal) & His6-Tag (C-terminal), Thrombin-
Schnittstelle / Expressionsvektor (T7)

kanR, pBR322-Replikationsursprung, lacl, His8-Tag
(N-terminal) & His6-Tag (C-terminal), TEV-Protease-
Schnittstelle / Expressionsvektor (T7)

kanR, pBR322-Replikationsursprung, lacl, Codon-
optimiertes His8-Tag (C-terminal), TEV-Protease-
Schnittstelle / Expressionsvektor (T7)

adR integriert in pHis8

adx1-128 integriert in pHis8

adx4-108 integriert in pHis8

cit-P450 integriert in pHis8

comC-PCP1 integriert in pHis8

comC-PCP2 integriert in pHis8

comC-PCP3 integriert in pHis8

comD-PCP integriert in pHis8

comD-PCP+X-opt integriert in pHis8

comD-X-opt integriert in pHis8

coml-opt integriert in pHis8

comJ-opt integriert in pHis8

coml-opt integriert in pHis8-TEV

comJ-opt-m17AS integriert in pHis8-TEV

kis-P450-1 integriert in pHis8-TEV

kis-P450-2 integriert in pHis8-TEV

fmoA1 integriert in pHis8-TEV
fmoB integriert in pHis8
fmoC integriert in pHis8-TEV
fmoD integriert in pHis8-TEV

fmoE integriert in pHis8-TEV

Agilent Technologies

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Jez et al., 2000.2%3

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit

Frau Kalina Kusserow,
AK Prof. T.A.M. Gulder

Frau Kalina Kusserow,
AK Prof. T.A.M. Gulder

Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit

Diese Arbeit
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pHis8C(+)-TEV::fpr-mT

pHis8C(+)-TEV::coml-opt-mT

pHis8C(+)-TEV::comJ-opt-mT

pHis8C(+)-TEV::kis-P450-1
pHis8C(+)-TEV::kis-P450-2
pHis8::fpr
pHis8::gdh-BM3
pHis8::comK

pHis8::petF

PRKISC

LICRED

LICRED::cit-P450
LICRED::coml-opt
LICRED::comJ-opt

pGS-21a

pGS-21a::cit-P450
pGS-21a::cit-P450-RED
pGS-21a::coml-opt-RED
pGS-21a::comJ-opt-RED
pGS-21a::fmoA1l
pGS-21a::fmoB
pGS-21a::fmoC
pGS-21a::fmoD
pGS-21a::fmoE
pBAR1607

pKKAdx

pCC1FOS

pCC1FOS::Sf-JBIR-1 bis -7

pET-28b-SUMO

pET-28b-SUMO::S fil-
bip-Cluster

pET-28b-SUMO::S.gri-
bip-Cluster

6.031

6.493

6.577

6.466

6.640

6.046

6.085

5.518

5.614

18.291

6.371

7.718

7.559

7.637

6.169

7.489

8.497

8.338

8.416

7.924

6.877

7.333

7.771

6.691

6.388

2.930

8.139

Variabel

5.650

17.606

16.336

fpr mit Stopcodon integriert in pHis8C(+)-TEV
coml-opt mit Stopcodon integriert in pHis8C(+)-TEV
comJ-opt mit Stopcodon integriert in pHis8C(+)-TEV
kis-P450-1 mit Stopcodon integriert in pHis8C(+)-TEV
kis-P450-2 mit Stopcodon integriert in pHis8C(+)-TEV
fprintegriert in pHis8

gdh-BM3 integriert in pHis8

comK integriert in pHis8

petF integriert in pHis8

tetR, oriV-Replikationsursprung, isc-Gencluster /
Co-Expressionsvektor fir Proteine mit FeS-Clustern

kanR, pBR322-Replikationsursprung, lacl, His6-Tag
(N-terminal), LIC-Sequenz, RED-Doméne /
Expressionsvektor (T7)

cit-P450 integriert in LICRED

coml-opt integriert in LICRED

comJ-opt integriert in LICRED

ampR, pBR322-Replikationsursprung, lacl, His6-Tag
(N-terminal und C-terminal), GST-Tag (N-terminal) /
Expressionsvektor (T7)

cit-P450 integriert in pGS-21a

cit-P450-RED integriert in pGS-21a

coml-opt-RED integriert in pGS-21a

comJ-opt-RED integriert in pGS-21a

fmoA1 integriert in pGS-21a

fmoB integriert in pGS-21a

fmoC integriert in pGS-21a

fmoD integriert in pGS-21a

fmoE integriert in pGS-21a

ampR, pMB1-Replikationsursprung, lacl, adR
ampR, pBR322-Replikationsursprung, adx1-128
camR, ori2, oriV, parABC, cos, loxP, redF /
Klonierungsvektor fiir die Erzeugung von Fosmid-

Bibliotheken mit kontrollierbarer Kopienzahl

Teilstticke des Sf-JBIR-Genclusters integriert in pCC1Fos
(Fosmide der S. filipinensis NRRL 3217 gDNA-Bibliothek)

kanR, pBR322-Replikationsursprung, lacl, rop, His6-Tag
(N-terminal und C-terminal), SUMO-Tag (N-terminal) /
Expressionsvektor (T7)

Potentielles bip-Gencluster aus S. filipinensis NRRL 3217
integriert in pET-28b-SUMO

Potentielles bip-Gencluster aus S. griseorubiginosus No.
43708 integriert in pET-28b-SUMO

Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Schaefers, 2011.176

Nakamura et al.,
1999.177

Sabbadin et al., 2010.1%°

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Fa. GenScript
(Bestellnr.: SD0121)
Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Sagara et al., 1993.173
Uhlmann et al., 1992.17

Fa. Epicentre

Seel, 2012.17 /
Diese Arbeit

AK Prof. T.A.M. Gulder

Diese Arbeit

Diese Arbeit
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pET-29a(+)::sfp 5.910 sfp integriert in pET-29a(+) (kanR, pBR322-Replikations- AK Prof. T.A.M. Gulder
ursprung, lacl, His6-Tag [C-terminal] / Expressionsvektor
[T7])

pACYCDuet-1::gdh-BM3 4.435 gdh-BM3 integriert in pACYC-Duet-1 (camR, p15a- AK Prof. Frank Schulz

Replikationsursprung, lacl, 2 x MCS / Expressionsvektor
[T7]; Fa. Novagen)

pJET1.2::cit-P450+met 4.949 cit-P450 und Gen der Cittilin A-Methyltransferase (met) AK Prof. Rolf Mdller
integriert in pJET1.2 (ampR, pMB1-Replikationsursprung,
eco47IR / Klonierungsvektor; Fa. Thermo Fisher Scientific)

4.2.3 Primer

Alle in dieser Arbeit verwendeten Primer (Tab. 14) wurden von den Firmen Invitrogen oder Sigma-
Aldrich bezogen. Die lyophilisierten Oligonukleotide wurden dabei in sterilem, doppelt destilierten
Wasser resuspendiert, um eine Stammldsung mit einer Konzentration von 100 uM oder nach Bedarf

zu generieren. Die Lagerung der Losungen erfolgte bei -20 ° C.

Tab. 14. In dieser Arbeit verwendete Primer fur Klonierungen und Sequenzierung (Seq). Unterstrichene Sequenzen markieren
Schnittstellen fir Restriktionsenzyme oder DNA-Regionen fiir eine Gibson-Assemblierungen bzw. homologe Rekombination.
Fett markierte Sequenzen zeigen Basen an, welche im Vergleich zur Originalsequenz tiber die Primer verandert wurden. Die
kodierte Aminosduresequenz degenerierter Primer (DegPri) ist angegeben.

Bezeichnung Sequenz (5‘-3°) Schnitt- Verwendung /
stelle Besonderheiten
T7 TAATACGACTCACTATAGGG - Sequenzierung /
Screening
T3 ATTAACCCTCACTAAAGGGA - Sequenzierung
pGEX-5 CTGGCAAGCCACGTTTGG - Sequenzierung /
Screening
pET-RP CTAGTTATTGCTCAGCGG - Sequenzierung /
Screening
pRSET-RPnew GGGTTATGCTAGTTATTGC - Sequenzierung
M13-FP TGTAAAACGACGGCCAGT - Sequenzierung
M13-RP CAGGAAACAGCTATGACC - Sequenzierung
pBAR1607-seql TCCGCTTCTTCCGAAGC - Sequenzierung
lacl-seq ATCAACTGGGTGCCAGC - Sequenzierung
kanR-seq AACTCACCGAGGCAGTTC - Sequenzierung
SL_comlJ-opt_for- CGCGGAATTCATGGCGTACCCGGAACTGCTG EcoRl comJ-opt-m17AS-
17AA Klonierung
SL_comlJ_rev ATATAGCGGCCGCTTACCAGGCGACCGGCAG Notl comJ-opt-m17AS-
Klonierung
coml-opt- CCAGGGACCAGCAATGGCTTCGCGTGATGTGC - coml-opt-Klonierung
LICRED_for LICRED
coml-opt- GAGGAGAAGGCGCGTTTGGCGACCGGCAGAGC - coml-opt-Klonierung
LICRED_rev LICRED
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comlJ-opt-
LICRED_for

comlJ-opt-
LICRED_rev

LICRED-Insert-
seq_rev

SL_Fd-OverlapEx1

SL_Fd-OverlapEx2
(rev)

SL_Fd-OverlapEx3

SL_Fd-OverlapEx4
(rev)

SL_comC-1st-
PCP_Primer-1_for

SL_comC-1st-
PCP_Primer-2_rev

SL_comC-1st-
PCP_Primer-3_for

SL_comC-1st-
PCP_Primer-4_

=

ev

SL_comC-2nd-
PCP_Primer-1_for

SL_comC-2nd-
PCP_Primer-2_rev

SL_comC-2nd-
PCP_Primer-3_for

SL_comC-2nd-
PCP_Primer-4_rev

SL_comC-3rd-
PCP_Primer-1_for

SL_comC-3rd-
PCP_Primer-2_rev

SL_comC-3rd-
PCP_Primer-3_for

SL_comC-3rd-
PCP_Primer-4_rev

SL_PCP+96bp-
OverlapEx1

SL_PCP+96bp-
OverlapEx2(rev)

SL_PCP+96bp-
OverlapEx3

SL_PCP+96bp-
OverlapEx4(rev)

SL_comK_for

SL_comK_rev

CCAGGGACCAGCAATGCCGCAACAAGCTCAAC

GAGGAGAAGGCGCGTTTGGCGACCGGCAGACG

GTGGGTAATGTCTTTCCG

ATGGTAGGATCCATGGAGATCCGGATCGACCGCGACAAGTGCGTGAGCGG
CGGCGTCTGCGCGATGTTCGCGCCCCAG

GGCCGGTGCGGAGTTGTCGACGACGCCCATTCCTTCGTCGTCCTGGTCGAA
CACCTGGGGCGCGAACATCGCGCAG

GTCGACAACTCCGCACCGGCCGAGGAAATCGCCGCGGCCGTACGGTCGGT
CGTCTGGCGCTGCCCGGGACACGCC

ATGGTACTCGAGTCAGCGGCGCCCTCCCCGCTCCACCTCCTGCTCATGGACC
GAGATGGCGTGTCCCGGGCAGCGCCAG

ATTGTAGGATCCACGGGTCGCGAGCCGCGCACCGACGCGGAGCGGACGCT
GTGCGAGATCTTCGCGGCGGTGCTGGGCCTGGAG

CGACCTGCATCGAGGTGATCGAGTCCCCGCCCAGGTGGAAGAAGTCGTCC
TCGGTGCCGACCCGCTCCAGGCCCAGCACCGCCG

GATCACCTCGATGCAGGTCGTCGCCAGGGCAGGACGGGCGGATCTGGTGC
TGACCCCGCGCCAGGTCTTCGACCTGCGCACACC

ATCATACTCGAGTGTGGTCGTGGTCCTCGTCGCGGCCGGTCGGGCGGCGT
GCGCGAGCCTCTCGGGTGTGCGCAGGTCGAAGAC

ATTGTAGGATCCACGGCCACGGCGAGCCGTGAGCCCCGGACGGCTGCGGA
GAAGTTGGTGTGTGAGCTCTTCGCCGATGTCCTCAATC

CGAGCTGCATCGACATGATGGAGTCGCCGCCCAGCTCGAAGAAGCTGTCC
GCCACGCCGACCTGCTCCAGATTGAGGACATCGGCGAAG

CATCATGTCGATGCAGCTCGCCGCGCGGGGCAACCGCAAGGGCATCGTCTT
CAGCGCACAGGACGTCTTCGAGCACGAGACGCCCGCC

ATCATACTCGAGCGCCTCGGCGGTCTCGGGACCGGTGTCGTCCGCGAGGC
GGGCCACGGCGGCGATGGCGGCGGGCGTCTCGTGCTCG

ATTGTAGGATCCGGCCGCGCGGGCGGACGCGACCCCCGTACCCCTGCCGA
GGCACTGCTGTGCCGGCTCTTCGCTGAAGTCCTGGGGC

CGAGCTGCATCGAGGTGATCGAGTCGCCTCCGAGCGCGAAGAACGAGTCG
TCGGCGCCCACCCGTTCCAGCCCCAGGACTTCAGCGAAG

GATCACCTCGATGCAGCTCGCGTCGCGGGCCCGGCGCGAGGGCGTTGTGC
TCACGCCCCGGCAGGTCTTCGTCGAGAAGACGCCCGAGC

ATCATACTCGAGCACCTCACCGGTTGCCGCCTCCTCGGCGGCGGCCGCTTC
GGCGAGCAGGGCGAGCCGCTCGGGCGTCTTCTCGACG

ATGGTAGGATCCGGCAAGGTCGACCGCAATGCGCTCCCCGCCCCCGACTTC
GTCTCGCGGGTCGCCGGACGCGCCCCGGAGAGCGAGACCGAGCAAC

CCGAGCTCGAAGAAGTTGTCCTCGGCGCCGACCTCGTCGAGTGCGAGCAC
CTCGGCGAAGAGCGTGCACATCTGTTGCTCGGTCTCGCTCTCCGG

GAGGACAACTTCTTCGAGCTCGGTGGCGACTCCGGCCTCGGAATGCGCCTC
GCCCGCCGCATCCGGGAGGAACTCGGCGTCGACCTGCCCATCCG

ATGGTACTCGAGGCGGACCTTGGCGGCGAGCACTCGTGCCACACCGGCCG
GCGTGGGCGCGGAGAACAGCTGCCGGATGGGCAGGTCGACGCCGAG

AGTAGGATCCATGGAGATCCGGATCGACC

AGTAAAGCTTTCAGCGGCGCCCTCCC

BamHI

Xhol

BamH]I

Xhol

BamHI

Xhol

BamH]I

Xhol

BamH]I

Xhol

BamHI

Hindlll

comlJ-opt-Klonierung
LICRED

comlJ-opt-Klonierung
LICRED

Sequenzierung

comK Overlap extension-

PCR

comK Overlap extension-

PCR

comK Overlap extension-

PCR

comK Overlap extension-

PCR

comC-PCP1 Overlap
extension-PCR

comC-PCP1 Overlap
extension-PCR

comC-PCP1 Overlap
extension-PCR

comC-PCP1 Overlap
extension-PCR

comC-PCP2 Overlap
extension-PCR

comC-PCP2 Overlap
extension-PCR

comC-PCP2 Overlap
extension-PCR

comC-PCP2 Overlap
extension-PCR

comC-PCP3 Overlap
extension-PCR

comC-PCP3 Overlap
extension-PCR

comC-PCP3 Overlap
extension-PCR

comC-PCP3 Overlap
extension-PCR

comD-PCP Overlap
extension-PCR

comD-PCP Overlap
extension-PCR

comD-PCP Overlap
extension-PCR

comD-PCP Overlap
extension-PCR

comK-Klonierung

comK-Klonierung
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comC-1st-PCP_for
+12AA

comC-1st_PCP_rev
+3AA

comC-2nd-PCP_for
+12AA

comC-2nd-PCP_rev
+3AA

comC-3rd-PCP_for
+12AA

comC-3rd-PCP_rev
+3AA

SL_comD-PCP_for
+12AA

SL_comD-PCP
+3AA(new)_rev

SL_comD-PCP-
opt_for+12AA
SL_comD-X-domain-
opt_for
SL_comD-X-domain-

opt_rev
Cittilin-P450_for
Cittilin-P450_rev

cit-P450-LICRED_for

cit-P450-LICRED_rev

EC_fpr_for
EC_fpr_rev
adr_for-new
adr_rev
adx_1-128_for
adx_1-128 rev
adx_4-108_for
adx_4-108_rev
gdh-BM3_for
gdh-BM3_rev
Sf_JBIR-seqO_for
Sf_JBIR-seq0_rev
Sf_JBIR-seql_for
Sf_JBIR-seql_rev

Sf_JBIR-seq2_for

ATTAGGATCCCGGGTCACGGGTCGCGAGCCG

ATCATACTCGAGTTAGGCCGGTCGGGCGGC

ATTAGGATCCGCCACGGCGAGCCGTGAGCC

ATTACTCGAGTTACGCGAGGCGGGCCACGGC

TTAGGATCCCGCGCGGGCGGACGCGAC

ATTACTCGAGTTAGGCCGCTTCGGCGAGCAGGG

ATTAGGATCCCGGGTCGCCGGACGCG

ATGTACTCGAGTTACTTGGCGGCGAGCACTCG

TATAGGATCCCGTGTGGCTGGTCGTGCGCCG

TATAGGATCCGTCCGTCCGGCACTGCG

GTCGCTCGAGTCACGTCACTTGGCG

ATCAGGATCCATGTCACAGGTGCGCCTTC
ATTACTCGAGTCATGCTCCCGCCGCATG

CCAGGGACCAGCAATGTCACAGGTGCGCCTTC

GAGGAGAAGGCGCGTGCTCCCGCCGCATGC

GCAGGATCCATGGCTGATTGGGTAACAGGC
GCACTCGAGTTACCAGTAATGCTCCGCTGTC
TATAAGAATTCAGCACTCAAGAACAAACTC
ATAAAGCTTGGATCTAGGCTCAGTG
ATAGGATCCGGCAGCTCAG
GCGCTCGAGTTATTCTATCTTTG
ACAGGATCCGAAGATAAAATAAC
GTGCTCGAGTTAAGGTACTC
GCAGCGGATCCATGTATACAGATTTAAAAG
ATCGTACTCGAGTTATCCGCGTCCTGCTTG
ATCTCGTCGGCGATCTC
ACGTCTGGGTCGATCTG
TCCGGTTGACCAGGATC
GACGGGCAACTTCTTCC

TCGAGATCAGCAGCACC

BamH]I

Xhol

BamHI

Xhol

BamHI

Xhol

BamHI

Xhol

BamH]I

BamH]I

Xhol

BamH]I

Xhol

BamHI

Xhol

EcoRl

Hindlll

BamHI

Xhol

BamH]I

Xhol

BamHI

Xhol

comC-PCP1-Klonierung

comC-PCP1-Klonierung

comC-PCP2-Klonierung

comC-PCP2-Klonierung

comC-PCP3-Klonierung

comC-PCP3-Klonierung

comD-PCP-Klonierung

comD-PCP-Klonierung

comD-PCP+X /

comD-X-Klonierung

comD-PCP+X-Klonierung

comD-PCP+X /

comD-X-Klonierung

cit-P450-Klonierung

cit-P450-Klonierung

cit-P450-Klonierung
LICRED

cit-P450-Klonierung
LICRED

fpr-Klonierung
fpr-Klonierung
adR-Klonierung
adR-Klonierung
adx1-128-Klonierung
adx1-128-Klonierung
adx4-108-Klonierung
adx4-108-Klonierung
gdh-BM3-Klonierung
gdh-BM3-Klonierung
PCR / Seq JBIR-Cluster
PCR / Seq JBIR-Cluster
PCR / Seq JBIR-Cluster
PCR / Seq JBIR-Cluster

PCR / Seq JBIR-Cluster
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Sf_JBIR-seq2_rev
Sf_JBIR-seq3_for
Sf_JBIR-seq3_rev
Sf_JBIR-seq4_for
Sf_JBIR-seq4_rev
Sf_fmoA1l_for

Sf_fmoAl_rev

Sf_fmoB_for

Sf_fmoB_rev

Sf_fmoC_for
Sf_fmoC_rev

Sf_fmoD_for

Sf_fmoD_rev

Sf_fmokE_for
Sf_fmoE_rev

SF_fmolL_for_2

SF_fmolL_rev_2

SF_fmoA4-end-

screen_for

SF_fmoA4-end-
screen_rev

LICRED2pGS21a-
coml-opt_for

LICRED2pGS21a-
comlJ-opt_for

LICRED2pGS21a-
Cit-P450_for

LICRED2pGS21a_rev

Cluster-screenl_for
Cluster-screenl_rev
Cluster-screen2_for
Cluster-screen2new
_for

Cluster-screen2_rev

Cluster-screen4_for

ACTGGTGCTGGAGAACG

CCGAAGACAGGTAGTGG

TCTTCGGCGGATTCCTG

ACTCGGATTCACCCTGG

AGAACTGGCCGAACTCC

TATAGGATCCATGCCCACGACCTCTTCGACG

TATACTCGAGTCATGACGCCGCCGTGGTCTG

TATAGGATCCATGACCTACCTCCGCAGCTGGC

TATACTCGAGTCATGACGGTTCCTCCTCGGCG

TATAGGATCCATGATCCCGCAGGCGCCGCC

TATACTCGAGTTACGCACGCCCGTTCAGCCGC

TATAGGATCCATGGGGGAGCCCATTCGGAACATC

TATACTCGAGTCACACTGTCCGCCGCGGG

TATAGGATCCATGGGCCCCGCGGCGG

ATTACTCGAGTTATCGGTCGCCTTCCGGGC

ATAGGATCCGTGCATGACGGCGATCGG

ATACTCGAGTTATGCGGCGAGGAAGCGG

GGATCACGGTCACGGTGTTC

TCGTTCAGCCCTTGAACGCC

GATCGAATTCATGGCTTCGCGTGATGTGCCGG

GATCGAATTCATGCCGCAACAAGCTCAACGTCAG

GATCGAATTCATGTCACAGGTGCGCCTTCCGC

GATCAAGCTTTCAGAGTCGCAGGGCCAGCC

TAYGAYCCNCCNGARCAYAC
CARTRRTGNAYNCCRTGNCC

GAYCCNCCNGANCAYACNMRNYT

GAYCCNCCNGANCAYACNMR

CARTRRTGNAYNCCNTKNCC

ATGYTNAMNCCNGARTTYAC

BamHI

Xhol

BamH]I

Xhol

BamH]I

Xhol

BamHI

Xhol

BamH]I

Xhol

BamHI

Xhol

EcoRl

EcoRlI

EcoRl

Hindlll

PCR / Seq JBIR-Cluster
PCR / Seq JBIR-Cluster
PCR / Seq JBIR-Cluster
PCR / Seq JBIR-Cluster
PCR / Seq JBIR-Cluster
fmoA1-Klonierung

fmoA1-Klonierung

fmoB-Klonierung /
Screening

fmoB-Klonierung /
Screening

fmoC-Klonierung
fmoC-Klonierung

fmoD-Klonierung /
Screening

fmoD-Klonierung /
Screening

fmoE-Klonierung
fmoE-Klonierung

fmolL-Klonierung /
Screening

fmol-Klonierung /
Screening

Screening
Screening
PCR / Transfer LICRED zu

pGS-21a

PCR / Transfer LICRED zu
pGS-21a

PCR / Transfer LICRED zu
pGS-21a

PCR / Transfer LICRED zu
pGS-21a

DegPri; YDPPEHT
DegPri; GHG(V/I)H(H/Y)C

DegPri;
DPP(E/D)HT(R/Q)L

DegPri;
DPP(E/D)HT(R/Q)

DegPri;
G(H/K)G(V/1)H(H/Y)C

DegPri; ML(N/T)PEFT
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Cluster-screendnew
_for

Cluster-screen4_rev

Cluster-screendnew
_rev

Cluster-screen5_for

Cluster-screen-6_for

Cluster-screen-6
_rev

Cluster-screen-6
_rev2

Sf-JBIR-down-
short_for

Sf-JBIR-down-
long_for

Sf-JBIR-down-
short/long_rev

Sf-JBIR-down-
kanR-short_rev

Sf-JBIR-down-
kanR-long_rev

Sf-JBIR-down-
kanR_for

SF_JBIR-down-
short_seq

SF_JBIR-down-
long_seq

Gib.Sf-JBIR-6-
8kb_to_pBlue_for

Gib.Sf-JBIR-6-
8kb_to_pBlue_rev

pHis8-TEV_for-
tailed

pHis8-TEV_for-short

pHis8-TEV_rev-
tailed

pHis8-TEV_rev-short

pHis8C(+)-TEV_for-
tailed

pHis8C(+)-TEV_rev-
short

pHis8C(+)-TEV_rev-
tailed

pHis8C(+)-TEV_for-
short

ATGYTSAMSCCSGAGTTCACSRYVCG

RTCNCCRARNTCNCKNAC

GTCNCCGTRSTCNCGYACSAK

GTNMGNGANYAYGGNGAY

GAYCCRCCSGASCACACSCGBCTSCG

GCAGTRRTGSAYGCCGTGYCCGAA

GCARTRRTGSAYKCCSTKYCCGAA

CTCACAGAGAACAGATTGGTGGATCCGCTCGGCGGCACGGGC

CTCACAGAGAACAGATTGGTGGATCCGACAGCTGGAGCGCGGGGG

TGGCGGCCGTTACTAGTGGTCCCGCCCCGCGCAGGC

CCGCTCGGCGGCACGGGCGGCGAC

ATCCGAACGCGGCGAGCCCCATTC

ATAGAATACTCAAGCTTGCATGCCTGCAGGTCGACTCTAGAGGATCCCAC
CTACGGGGTCTGACGCTC

ACGAGTTCGTCGATGCG

TCAGCCCGATCGTGATG

TCGCCGTGTTCGCGCTGCTGCAATCGAATTCCTGCAGCCC

GAGCGGTTGTGCTCGATCTGCAATCAAGCTTATCGATACCGTC

GGTGGTGAGAATCTTTATTTTCAGGGAGGATCCGAATTCGAGCTCCGTCG
AC

GGATCCGAATTCGAGCTCCGTCGAC

TCCCTGAAAATAAAGATTCTCACCACCGTGGTGGTGGTGGTGGTGGTGGT
G

GTGGTGGTGGTGGTGGTGGTGGTG

CCGCAGCTAGCCTCGAGGGTGAGAATCTTTATTTTCAGGGAGGTCATCAC
CATCACCATCACCATCACTAAGATCCGGCTGCTAAC

CCGCAAGCTTGTCGACGAGCTCGAATTCGGATCCGGTACCCGCCATGGTAT
ATCTCCTTC

AGATTCTCACCCTCGAGGCTAGCTGCGGCCGCAAGCTTGTCGACGAGCTCG
AATTCGGATCCGGTACCCGCCATGGTATATCTCCTTC

TTATTTTCAGGGAGGTCATCACCATCACCATCACCATCACTAAGATCCGGCT
GCTAAC

DegPri;
ML(N/T)PEFT(V/A/M)R

DegPri; VR(E/D)(Y/H)GD

DegPri;
(I/L)VR(E/D)(Y/H)GD

DegPri; VR(E/D)(Y/H)GD

DegPri;
DPP(E/D)HT(R/Q)LR

DegPri;
FGHG(V/1)H(H/Y)C

DegPri;
FG(H/K)G(V/1)H(H/Y)C

PCR / Gibson

PCR / Gibson

PCR / Gibson

PCR / Homologe

Rekombination

PCR / Homologe
Rekombination

PCR / Homologe
Rekombination

Sequenzierung Sf-JBIR-
down-kanR-short-Insert

Sequenzierung Sf-JBIR-
down-kanR-long-Insert

PCR / Gibson

PCR / Gibson

pHis8-TEV-Konstruktion

pHis8-TEV-Konstruktion

pHis8-TEV-Konstruktion

pHis8-TEV-Konstruktion

pHis8C(+)-TEV-
Konstruktion

pHis8C(+)-TEV-
Konstruktion

pHis8C(+)-TEV-
Konstruktion

pHis8C(+)-TEV-
Konstruktion

165



Material und Methoden

SUMO_S-fil_bip_ CTCACAGAGAACAGATTGGTGGATCCATGTGTGCACGACAAGATTGG - PCR / Gibson
11824 for_1
SUMO_S-fil_bip_ ACTGGCGGCCGTTACTAGTGTACGTAACGAGGTCGCCAACAGCCC - PCR / Gibson
11824 rev_1
SUMO_S-griseorub_  CTCACAGAGAACAGATTGGTGGATCCATGCTCGACGTCCGGCGGAT - PCR / Gibson
10630_for_1
SUMO_S-griseorub_  ACTGGCGGCCGTTACTAGTGTACGTAGTGACTCGTTCACCCCTCG - PCR / Gibson
10630_rev_1

4.3 Nahrmedien, Zellanzucht und Puffer

Flr die Anzucht von Bakterien in Flissigkultur oder auf Agarplatten wurden die folgenden Nahrmedien

und Bedingungen verwendet.

4.3.1 Kultivierung von Bakterien

Die Bedingungen zur Kultivierung der verwendeten Bakterien in Flussigkultur oder auf Agarplatten sind

in Tab. 15 angegeben. Die angegebene Geschwindigkeit (rpm) bezieht sich auf die Flissigkulturen.

Tab. 15. Bedingungen die im Laufe dieser Arbeit zur Kultivierung der verwendeten Mikroorganismen genutzt wurden.

Stamm Medium Temperatur [°C] rpm

E. coli DH5a LB 37 200 rpm
E. coli EP1300™ LB 37 200 rpm
E. coli BL21(DE3) LB, TB 37 200 rpm
E. coli BAP1 LB, TB 37 200 rpm
E. coli SoluBL21™ LB, TB 25 200 rpm
S. griseorubiginosus DSMZ 40469 GYM 28 °C 200 rpm
S. griseorubiginosus No. 43708 GYM 28 °C 200 rpm
S. filipinensis NRRL 3217 GYM, ISP-2 28 °C 200 rpm

Vorkulturen wurden aus Einzelklonen auf Agarplatten oder aus Kryolosungen angeimpft. Fir das
Animpfen aus einer Kryolosung wurden dabei entweder ein Teil der gefrohrenen Zellsuspension
(E. coli) oder 0,5 - 1,6 mL (Streptomyceten) verwendet. Die Standardvolumina der Vorkulturen
betrugen dabei 5 - 10 mL im Falle von E. coli und 50 - 100 mL fiir Streptomyceten. Die Vorkulturen

wurden G. N. (E. coli) oder fur 2 % bis 3 Tage (Streptomyceten) inkubiert. Hauptkulturen fir eine
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Produktion rekombinanter Proteine oder von Naturstoffen wurden im Verhaltnis 1:100 (E. coli) oder

1:25 - 1:100 (Streptomyceten) aus diesen Vorkulturen beimpft.

Kulturvolumina und Temperaturen fiir Proteinexpressionen und Fermentationen sind entsprechend
angegeben. Je nach verwendetem Expressionsplasmid (Tab. 13) wurden die entsprechenden
Antibiotika in der angegebenen Endkonzentration eingesetzt. Zusatzliche Parameter sind direkt zu den

jeweiligen Experimenten aufgefihrt.

4.3.2 Stammbhaltung

Zur Lagerung von E. coli-Stammen wurden frische Ubernachtkulturen (LB) unter sterilen Bedingungen
mit einer Glycerinlésung bis zu einer Enkonzentration von 15% (v/v) versetzt. Streptomyceten wurden
flir 2 % Tage angezogen (GYM) und ein Teil der Mycel-haltigen Losung steril mit einer Kryoldsung (Tab.

16) gemischt (50% v/v). Die Lagerung aller Kulturen erfolgte bei -80 °C in sterilen Kryoréhrchen.

Tab. 16. Kryoldsung zur Lagerung von Streptomyceten.

Bestandteil Menge
Sucrose 20g
Glucose 10g
dH0 ad 70 mL

Die Kryoldsung wurde nach ihrer Herstellung sterilfiltriert.

4.3.3 Reinheitskontrolle

Die verwendeten Kulturen wurden regelmaRig makroskopisch und mikroskopisch auf Reinheit gepriift.

4.3.4 Medien

Die folgenden Medien wurden im Rahmen dieser Arbeit verwendet. Sie wurden mit dH,O hergestellt

und durch Autoklavieren sterilisiert.
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4.3.4.1 Luria Bertani-Medium (LB)

LB-Medium nach Miller (1972)**7 wurde als Standardmedium fiir die Anzucht von E. coli verwendet
(z. B. zur Transformation, Plasmidprdparation oder Proteinexpression) verwendet. Entweder wurde
das Nahrmedium aus den einzelnen Komponenten zubereitet (Tab. 17) oder von der Fa. Roth als fertig
zusammengesetztes Pulver bezogen und gemal Herstellerangabe 25 g in 1 L Reinstwasser gel6st und

autoklaviert.

Tab. 17. Zusammensetzung des LB-Mediums.

Bestandteil Menge
Trypton 10g
Hefeextrakt 5g
NaCl 5g
dH20 ad1lL

Fir die Herstellung von Agarplatten wurden dem Medium 15 g Agar-Agar hinzugefiigt.

Der pH-Wert des Mediums wurde vor dem Autoklavieren mit HCI auf 7,5 eingestellt.

4.3.4.2 Terrific Broth-Medium (TB)

TB-Medium wurde flr die Proteinexpression mit E. coli verwendet. Entweder wurde das Nahrmedium
aus den einzelnen Komponenten zubereitet (Tab. 18) oder von der Fa. Roth als fertig
zusammengesetztes Pulver bezogen und gemall Herstellerangabe 47.6 g mit 4 mL Glycerin in 1L
Reinstwasser geldst und autoklaviert. TB-Medium, welches entsprechend der Angaben in Tab. 18
hergestellt wurde, musste nach dem Autoklavieren noch mit 100 mL eines separat autoklavierten

Phosphatpuffers (0,17 M KH,PO,4 und 0,72 K,HPQO,) komplettiert werden.

Tab. 18. Zusammensetzung des TB-Mediums.

Bestandteil Menge
Trypton 12¢g
Hefeextrakt 24 g
Glycerin 4 mL
dH.0 ad 900 mL
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4.3.4.3 SOC-Medium (“Super Optimal broth with Catabolite repression”)

SOC-Medium nach Hanahan (1983)3° wurde zur Anzucht von E. coli nach einer Transformation oder

fir dessen Kultivierung zur Herstellung kompetenter Zellen verwendet.

Tab. 19. Zusammensetzung des SOC-Mediums

Bestandteil Menge
Trypton 20g
Hefeextrakt 5g
NaCl 0,58¢g
KCl 0,19g
MgS0a (1 M) 10 mL
MgClz (1 M) 10 mL
D-Glucose (40% w/v) 9mL
dH.0 ad 1L

Die Losungen mit MgS0O4, MgCl und Glucose wurden separat sterilfiltriert und erst nach dem

Autoklavieren zugegeben.

43.44 GYM-Medium und ISP-2-Medium

GYM wurde als Standardmedium fir die Anzucht von Streptomyceten verwendet. Das auf dem GYM-
Medium basierende ISP-2-Medium diente hingegen der Anzucht von Streptomyceten fir eine

nachfolgende Extraktion mittels EtOAc oder lonenaustauschharz.

Tab. 20. Zusammensetzung von GYM- und ISP-2-Medium

Bestandteil Menge
GYM ISP-2
Glukose 4g 4g
Hefeextrakt 4g 4g
Malzextrakt 10g 10g
Spurenelementlésung - 0,2% v/v
dH20 ad1lL ad1lL
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Fir die Herstellung von GYM-Agarplatten wurden dem Medium 12 g Agar-Agar, sowie 2 g CaCOs

hinzugefiigt. Der pH-Wert des Mediums wurde vor dem Autoklavieren mit KOH auf 7,2 eingestellt.

Um das GYM-Basismedium zum ISP-2-Medium zu erweitern, wurde die

Spurenelementlésung aus Tab. 21 verwendet.

Tab. 21. ISP-2-Spurenelemenldsung

Bestandteil Menge
NaCl 200 mg
CoCl * 6 H20 400 mg
CuBr2 200 mg
KBr 50 mg
MoCls 400 mg
Kl 50 mg
NaVOs 50 mg
CuSO4 * 5 H,0 200 mg
ZnSO, * 7 H,0 200 mg
Fe(NHa)2(S04) * 6 H.0 54g
HsBOs 100 mg
CHsCOOLi * 2 H.0 50 mg
CaCl2 * 2 H.0 200 mg
MnCl; * 4 H.0 100 mg
dH0 ad 200 mL

4.3.5 Antibiotika

Die folgenden Antibiotika (Tab. 22) wurden als Medienzusatz verwendet.

Tab. 22. Im Rahmen dieser Arbeit verwendete Antibiotika.

Antibiotikum Stockkonzentration [mg/mL] Endkonzentration [pg /mL]
Ampicillin 100 100

Chloramphenicol 25 25

Kanamycin 50 50

Tetracyclin 10 10
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Hierdurch sollten Klone mit bestimmten Plasmiden selektioniert und die Kontamination von
Reinkulturen vermieden werden. Kanamycin wurde in Reinstwasser, Ampicillin in 50% (v/v) EtOH,

Tetracyclin in 70% (v/v) EtOH und Chloramphenicol in 100% EtOH gelost.

4.3.6 Weitere Medienzusatze

Die folgenden Zusatze wurden fiir die heterologe Proteinproduktion oder die Induktion einer hohen

Kopienzahl von pCC1Fos verwendet.

Tab. 23. Im Rahmen dieser Arbeit verwendete Medienzusatze.

Medienzusatz Stockkonzentration Endkonzentration Verwendung

IPTG 1,0M 0,5 mM (Standard) Induktion der heterologen Proteinproduktion
1,0 mM (+ pRKISC)

Autoinduktionslésung 500 x 1x Induktion einer hohen Kopienzahl von pCC1FOS
(Fa. Epicentre)

5-Aminoldvulinsdure 10 mg/mL 20 pg/L CYP450-Uberproduktionen
Fe(l1)SO4 / Fe(lll)-EDTA 0,5M 1,0 mM Ferredoxin-Uberproduktion
Riboflavin 50 mg/L 5 ug/L Uberproduktion flavinabhéngiger Reduktasen

Alle Substanzen wurden in Reinstwasser gelost und vor der Zugabe sterilfiltriert.

4.3.7 Puffer

Fir die Herstellung aller Puffer wurde ddH,0 verwendet.

4.3.7.1 Transformationspuffer (TB-Puffer)

Tab. 24. Zusammensetzung des TB-Puffers.

Bestandteil Konzentration
Hepes 10 mM
CaCl 15 mM
Kcl 250 mM
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Der pH-Wert des Puffers wurde vor dem Autoklavieren mit KOH auf 6,7 eingestellt.

Nach dem Autoklavieren wurden 55 mM MnCl, sterilfiltriert zugegeben.

4.3.7.2 Tris-EDTA-Puffer (TE)

Tab. 25. Zusammensetzung des TE-Puffers.

Bestandteil Konzentration
Tris 10 mM
EDTA 1mM

Der pH-Wert des Puffers wurde mit HCI auf 8,0 eingestellt.

4.3.7.3 Tris-Acetat-EDTA-Puffer (TAE)

Tab. 26. Zusammensetzung des TAE-Puffers.

Bestandteil Konzentration
Tris 40 mM
EDTA 1mM
Acetat 20 mM

Der pH-Wert des Puffers wurde mit HCl auf 8,5 eingestellt.

4.3.7.4 DNA-Ladepuffer (10 x)

Tab. 27. Zusammensetzung des 10-fachen DNA-Ladepuffers.

Bestandteil Konzentration
Sucrose 20% (w/v)
Orange G 0,15% (v/v)
Xylencyanol 0,05% (v/v)
Bromphenolblau 0,05% (w/v)
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4.3.7.5 Lysispuffer fiir die heterologe Proteinaufreinigung

Tab. 28. Zusammensetzung des Lysispuffers.

Bestandteil Konzentration
NaH:PO4 50 mM
NaCl 300 mM
Imidazol 10 mM
Glycerol 10% (v/v)

Der pH-Wert des Puffers wurde mit HCl auf 8,0 eingestellt.

4.3.7.6 Wasch- und Elutionspuffer fiir die heterologe Proteinaufreinigung

Tab. 29. Zusammensetzung der Waschpuffer und des Elutionspuffers.

Bestandteil Konzentration
Waschpuffer 1 Waschpuffer 2 Waschpuffer 3 Elutionspuffer
NaH,PO4 50 mM 50 mM 50 mM 50 mM
NaCl 300 mM 300 mM 300 mM 300 mM
Imidazol 20mM 40 mM 80 mM 250 mM
Glycerol 10% (v/v) 10% (v/v) 10% (v/v) 10% (v/v)

Der pH-Wert aller Puffer wurde mit HCl auf 7,5 eingestellt.

4.3.7.7 SDS-PAGE-Probenpuffer (5x)

Tab. 30. Zusammensetzung des 5-fachen SDS-Ladepuffers.

Bestandteil Konzentration
Tris (1 M, pH 6,8) 25% (v/v)
B-Mercaptoethanol 5% (v/v)
SDS 10% (w/v)
Bromphenolblau 0,2% (w/v)
Glycerol 50% (v/v)
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4.3.7.8 Trenngelpuffer (4 X)

Tab. 31. Zusammensetzung des 4-fachen Trenngelpuffers.

Bestandteil Konzentration
Tris 1,5M
SDS 0,8% (w/v)

Der pH-Wert des Puffers wurde mit HCl auf 8,8 eingestellt.

4.3.7.9 Sammelgelpuffer (4 X)

Tab. 32. Zusammensetzung des 4-fachen Sammelgelpuffers.

Bestandteil Konzentration
Tris 05M
SDS 0,8% (w/v)

Der pH-Wert des Puffers wurde mit HCl auf 6,8 eingestellt.

4.3.7.10 Tris-HCI-Puffer fiir Proteinlosungen

Die Losung und Lagerung rekombinanter Proteine erfolgte nach ihrer Aufreinigung und Entsalzung

standardmaRig in Tris-HCI-Puffer mit Glycerol (Tab. 33).

Tab. 33. Zusammensetzung des Tris-HCl-Puffers zur Losung und Lagerung rekombinanter Proteine.

Bestandteil Konzentration
Tris 50 mM
Glycerol 10% (v/v)

Der pH-Wert des Puffers wurde mit HCl auf 7,5 eingestellt.
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4.3.7.11 Tris-HCI-Puffer fiir Kristallisationsansatze

Ein Tris-HCI-Puffer mit niedrigerer Molaritdt und ohne den Zusatz von Glycerol (Tab. 34) wurde

verwendet, um Proteine zu |6sen, die in der Folge kristallisiert werden sollten.

Tab. 34. Zusammensetzung des Tris-HCI-Puffers fiir eine nachfolgende Kristallisation.

Bestandteil Konzentration

Tris 20,0 mM

Der pH-Wert des Puffers wurde mit HCl auf 7,5 eingestellt.

4.3.7.12 Tris-HCI-Puffer fiir enzymatische Reaktionen

Enzymatische Reaktionen wurden teilweise in einer Variante des Tris-HCI-Puffer aus Kapitel 4.3.7.10

ohne Glycerol (Tab. 35) durchgefiihrt.

Tab. 35. Zusammensetzung des Tris-HCl-Puffers fiir enzymatische Reaktionen.

Bestandteil Konzentration

Tris 50 mM

Eine weitere Variante dieses Puffers mit Magnesiumchlorid (Tab. 36) wurde bei der Aktivierung von

Apo-PCP-Domanen verwendet.

Tab. 36. Zusammensetzung des Tris-HCI-Puffers zur Aktivierung von Apo-PCP-Domaénen.

Bestandteil Konzentration
Tris 50 mM
MgCl, 50 mM

Der pH-Wert beider Puffer wurde mit HCI auf 7,5 eingestellt.
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4.3.7.13 HEPES-Puffer

Enzymatische Reaktionen wurden teilweise in HEPES-Puffer (Tab. 37) durchgefihrt.

Tab. 37. Zusammensetzung des HEPES-Puffers.

Bestandteil Konzentration
HEPES 25 mM
NaCl 50 mM

Der pH-Wert des Puffers wurde mit NaOH auf 7,0 eingestellt.

4.3.7.14 Kaliumphosphatpuffer

Die Durchfiihrung enzymatischer Reaktionen erfolgte teilweise in Kaliumphosphatpuffer. Fir die
Herstellung von 1 M Pufferlésungen mit verschiedenen pH-Werten wurden dabei Stammldsungen von
K;HPOs und KH;PO,4 in den in Tab. 38 angegebenen Verhaltnissen gemischt. Durch Zugabe eines
entsprechenden Volumens zum Reaktionsansatz oder zu ddH,0 wurden die Puffer auf die gewlinschte

Molaritat verdinnt.

Tab. 38. Zusammensetzung der Kaliumphosphatpuffer.

Bestandteil Menge

Puffer mit ... pH 6,0 pH 6,6 pH 7,2
K2HPO4 (1 M) 13,2% (v/v) 38,1% (v/v) 71,7% (v/v)
KH2PO4 (1 M) 86,8% (v/v) 61,9% (v/v) 28,3% (v/v)

4.4 Molekularbiologische Methoden
4.4.1 Behandlung von Geraten und Losungen
Zur Inaktivierung von Nukleasen wurden alle hitzestabilen Gerate und Losungen autoklaviert. Nicht

autoklavierbare Gerate wurden vor der Verwendung mit 70 % Ethanol gereinigt oder gespiilt.

Gegenstadnde aus Metall, wie Impfosen, Spatel oder Pinzetten, wurden vor Gebrauch abgeflammt.
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4.4.2 Isolierung chromosomaler DNA

4.4.2.1 Isolierung mittels ,Bacteria DNA Preparation Kit“ (Jena Bioscience)

Genomischer DNA aus E. coli oder Streptomyceten wurde standardmaRig mittels des , Bacteria DNA
Preparation Kits” der Fa. Jena Bioscience aufgereinigt. Die Aufreinigung erfolgte nach Angaben des
Herstellers aus 0,5 - 2 mL einer . N.-Kultur von E. coli oder einer 2 % Tage alten Kultur der

Streptomyceten.

4.4.2.2 Isolierung von gDNA aus Streptomyceten mit hohen Ausbeuten

Die Extraktion genomischer DNA aus Streptomyceten mit hohen Ausbeuten wurde nach dem Protokoll

von Nikodinovic et al. (2003) aus 30 mL einer 2 % alten Kultur durchgefiihrt.3%

4.4.3 Praparation von Plasmid-DNA

Die Praparation von Plasmiden erfolgte nach dem Prinzip der alkalischen Lyse mithilfe des ,Fast-n-Easy
Plasmid Mini-Prep Kits“ der Fa. Jena Bioscience, des ,,Plasmid Miniprep Kits |, peqGOLD” der Fa. Peglab
oder des ,,PureYield™ Plasmid Miniprep Kits“ der Fa. Promega. Die Aufreinigung wurde standardmaRig
aus 3 bis 5 mL einer U. N-Kultur von E. coli nach den Angaben des jeweiligen Herstellers durchgefiihrt.
Fosmide mit gDNA-Inserts (= 40 kb) wurden bei Bedarf auch mittels ,XChange Plasmid Midi Kits,
peqGOLD“ der Fa. Peqlab aufgereinigt, um groRere Mengen an DNA zu erhalten. Hierbei wurde die
Aufreinigung nach Herstellerangaben aus 30 bis 50 mL einer i. N-Kultur von E. coli durchgefiihrt. Die
entsprechenden Kulturen wurden zusatzlich mit der Autoinduktionslésung der Fa. Epicentre (Kapitel

4.3.6) induziert, um eine hohe Kopienzahl der pCC1FOS-Konstrukte zu gewdhrleisten.

4.4.4 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die PCR ist eine Methode um DNA selektiv zu amplifizieren. Als Template wurden gDNA von
S. griseorubiginosus DSMZ 40469, S. griseorubiginosus No. 43708, S. filipinensis NRRL 3217 und E. coli
DH5a verwendet. Zudem wurden verschiedene Plasmide/Fosmide mit unterschiedlichen Inserts als
Templat eingesetzt. Die gewilinschten Gene oder DNA-Abschnitte wurden unter Verwendung der

,Pfu-X-Polymerase’ von Jena Bioscience oder der ‘Q5® High-Fidelity DNA Polymerase’ von NEB

177



Material und Methoden

amplifiziert. Beide besitzen eine Exonukleasefunktion zur Korrektur falsch eingebauter Basen. Dies

verringert signifikant die Wahrscheinlichkeit einer Mutationen der amplifizierten DNA.

4.4.4.1 Pfu-X-PCR

PCR- Reaktionen mit der Pfu-X-Polymerase wurden nach dem Schema in Tab. 39 angesetzt.

Tab. 39. PCR-Ansatze mit der Pfu-X-Polymerase.

Bestandteil Menge
Pfu-X-Polymerase (2,5 U/uL) 0,2 uL
Pfu-X-Puffer (10 x) 5uL
DMSO (100%) 2uL
dNTPs (10 mM) 1ul
Forward-Primer (20 pmol/uL) 0,5 pL
Reverse-Primer (20 pmol/uL) 0,5 uL
Templat 1-100 ng DNA
rH.0 ad 50 pL

In Tab. 40 ist das Standardprogramm fiir PCR-Reaktion mit der Pfu-X-Polymerase zusammengefasst.

Tab. 40. Temperaturprogramm fiir die PCR mit der Pfu-X Polymerase.

Segmente Temperatur Zeit
1 Anfangstemperatur 95°C 2 min
2 Denaturierung 95°C 20s
3 Primerhybridisierung Primerabhangig: 47 - 68 °C 20s
4 Elongation 68 °C 30 s/kb
5  Finale Elongation 68 °C 5 min

Die Schritte 2 - 4 wurden 30 Mal wiederholt. Bei der Amplifikation langer DNA-Fragmente (> 5 kb)

wurde der finale Elongationsschritt entsprechend angepasst.

178



Material und Methoden

4.4.4.2 Q5-PCR

PCR- Reaktionen mit der Q5-Polymerase wurden nach dem Schema in Tab. 41 angesetzt. Die Zugabe
des ,GC-Enhancers’ist optional. Dieser wurde verwendet, wenn die Templat-DNA einen hohen

GC-Gehalt (> 65 %) besaR.

Tab. 41. PCR-Ansatze mit der Q5-Polymerase.

Bestandteil Menge
Q5-Polymerase (200 U/mL) 0,25 uL
Q5-Puffer (5 x) 10 uL
GC-Enhancer (5 x) (optional) 10 uL
dNTPs (10 mM) 1puL
Forward-Primer (20 pmol/uL) 1,25 uL
Reverse-Primer (20 pmol/uL) 1,25 uL
Templat 1ng—1pggDNA

oder 1 pg — 1 ng Plasmid-DNA

rH20 ad 50 pL

In Tab. 42 ist das Standardprogramm fiir PCR-Reaktion mit der Q5-Polymerase zusammengefasst.

Tab. 42. Temperaturprogramm fiir die PCR mit der Q5-Polymerase.

Segmente Temperatur Zeit
1 Anfangstemperatur 98 °C 30s
2 Denaturierung 98 °C 10s
3 Primerhybridisierung Primerabhéangig: 47 - 72 °C 20s
4 Elongation 72°C  20-30s/kb
5 Finale Elongation 72°C 2 min

Die Schritte 2 - 4 wurden 30 Mal wiederholt. Bei der Amplifikation langer DNA-Fragmente (> 5 kb)

wurde der finale Elongationsschritt entsprechend angepasst.
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4.4.4.3 Tag-Screening-PCR

Mittels einer Screening-PCR (auch Kolonie-PCR genannt) wurde (berprift, welche Bakterienkolonien
nach einer vorhergehenden Klonierung und Transformation das gewiinschte Insert tragen. Einzelne
Klone wurden mittels eines sterilen Zahnstochers von den Agarplatten gepickt und in 5 pL sterilem
Reinstwasser resuspendiert. Diese Losung diente als Templat fiir eine PCR mit der Tag-Polymerase der
Fa. Jena Bioscience. Die Zusammensetzung der restlichen Reaktionslésung ist aus Tab. 43 zu
entnehmen. Zur spateren Anzucht positiver Klone wurde ein Teil der gepickten Kolonien auf einer

neuen Agarplatte mit entsprechendem Antibiotikum ausgestrichen und bei 37 °C . N. inkubiert.

Tab. 43. Ansdtze von Tag-Screening-PCRs.

Bestandteil Menge
Tag-Polymerase (2,5 U/uL) 0,125 puL
Tag-Puffer (5 x) 2,5 uL
DMSO (100%) 1uL
dNTPs (10 mM) 0,25 pL
Forward-Primer (20 pmol/uL) 0,125 pL
Reverse-Primer (20 pmol/uL) 0,125 pL
Templat 5uL
rH.0 ad 25 pL

Tab. 44 fasst das Standardprogramm fiir eine Screening-PCR mittels Tag-Polymerase zusammen.

Tab. 44. Temperaturprogramm fir die Screening-PCR.

Segmente Temperatur Zeit
1 Anfangstemperatur 94 °C 5 min
2 Denaturierung 94 °C 30s
3 Primerhybridisierung Primerabhéangig: 47 - 72 °C 30s
4 Elongation 72°C 60 s/kb
5 Finale Elongation 72°C 5 min

Die Schritte 2 - 4 wurden 33 Mal wiederholt.
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4.4.4.4 Uberhang-Extension-Polymerasekettenreaktion

Uberhang-Extension-PCRs wurden nach dem Protokoll von Chen et al. (1994) durchgefiihrt.3° Sie kann
der Synthese kleiner Gene oder DNA-Fragmente (ca. 300 bp) dienen, falls keine gDNA oder Plasmid-
DNA als Templat verfligbar ist. In einer ersten PCR werden Primerpaare verwendet, die identische
Uberhange von 19 - 23 bp besitzen (Tab. 14). Mittels dieser Uberhinge kénnen die Primer sich
aneinander anlagern, wodurch sie in der Lage sind ein Templat zu ersetzen. Auch die resultierenden
PCR-Produkte besitzen aufgrund der gewahlten Primer identische Uberhdnge. Daher kénnen sie in
einer zweiten PCR verwendet werden, um das Produkt der gewiinschten Lange zu generieren. Hierbei
finden auch die Primer der ersten PCR Verwendung, welche an den jeweiligen 5‘-Enden des zu
erzeugenden Produkts binden und die Restriktionsschnittstellen fiir eine spatere Klonierung tragen

(Primer 1 und 4).

Fir beide PCR-Reaktionen wurde die Pfu-X-Polymerase der Fa. Jena Bioscience verwendet. Die

Zusammensetzung der jeweiligen Reaktionen ist in Tab. 45 zusammengefasst.

Tab. 45. Zusammensetzung der ersten und zweiten PCR-Reaktion im Rahmen der Uberhang-Extension-PCR.

Bestandteil Menge

Erste PCR Zweite PCR
Pfu-X-Polymerase (2,5 U/uL) 0,2 uL 0,2 uL
Pfu-X-Puffer (10 x) 5uL 5uL
DMSO (100%) 2ul 2ul
dNTPs (10 mM) 1L 1L
Forward-Primer (20 pmol/uL) 0,5 pL 0,5 pL
Reverse-Primer (20 pmol/uL) 0,5 pL 0,5 pL
Produkt 1. der ersten PCR (10 — 30 ng/uL) - 0,2 puL
Produkt 2. der ersten PCR (10 — 30 ng/uL) - 0,2 puL
rH20 ad 50 pL ad 50 pL

Beide PCRs wurden mit dem Programm aus Tab. 46 durchgefiihrt.

Die Schritte 2 - 4 wurden dabei 30 Mal wiederholt.

181



Material und Methoden

Tab. 46. Temperaturprogramm fiir die erste und zweite Reaktion im Rahmen der Uberhang-Extension-PCR.

Segmente Temperatur Zeit
1 Anfangstemperatur 95 °C 2 min
2 Denaturierung 95°C 1 min
3 Primerhybridisierung Primerabhéngig: 47 - 68 °C 2 min
4 Elongation 68 °C 1min30s
5  Finale Elongation 68 °C 2min30s

4.4.4.5 Gerichtete, Ligase-unabhadngige Mutagenese-Polymerasekettenreaktion

Die gerichtete, Ligase-unabhingige Mutagenese-Polymerasekettenreaktionen (engl. ,Site-directed,
Ligase-independent Mutagenesis-PCR”, SLIM) zur Generierung der Vektoren pHis8-TEV und pHis8C(+)-

TEV wurden nach dem Protokoll von Chiu et al. (2008) durchgefiihrt.?%

4.4.4.6 Durchmusterung von gDNA-Bibliotheken mittels PCR und Endsequenzierung

Zur Identifizierung von Einzelklonen der gDNA-Bibliothek von S. filipinensis NRRL 3217,'7* die einen
gDNA-Abschnitt mit einem Teil des Sf-JBIR-Clusters tragen, wurde die Bibliothek mittels eines PCR-
basierten Ansatzes durchmustert. Hierfiir wurden je 48 Klone der Bibliothek (entspricht einer halben
, 96 well“-Platte, 6 Spalten x 8 Zeilen) auf einer LB-Agarplatte mit Chloramphenicol angezogen und die
Zellen in je 1 mL rH,0 gepoolt. Dies wurde wiederholt bis die gesamte Bibliothek einmal abgedeckt
war. Je 5 ulL dieser Zellsuspension wurden dann als Templat fir 25 pL PCR-Ansdtze mit der Tag-
Polymerase (Kapitel 4.4.4.3) oder der Q5-Polymerase (Kapitel 4.4.4.2) verwendet. Aufgrund der hohen
Zelldichte des Templats und eines tendenziell geringen Anteils positiver Klone wurde hierbei eine
erhohte Anzahl an Zyklen (48 bis 55) gewahlt. Es wurden spezifische Primer fiir die Gene fmoB, fmoD,
fmolL oder das 3‘-Ende von fmoA4 genutzt. Als Positivkontrolle diente genomische DNA von
S. filipinensis NRRL 3217.

Die Agarplatten, welche zu einer positiven Suspension gehorten, wurden einer weiteren PCR-Runde
unterzogen. Hierbei wurden alle Klone einer Zeile (8 Zeilen) in je 50 pL rH,0 gepickt und 5 pL diese
Losung als Templat fir eine erneute Tag- oder Q5-PCR verwendet. Die Klone einer positiven Zeile
wurde dann noch einmal einzeln mittels einer Tag-Screening-PCR untersucht, um den jeweiligen

positiven Einzelklon zu identifizieren. Dieser wurde in der Folge in LB-Medium angezogen und fiir eine
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Plasmidprdparation verwendet. Zur Bestimmung des enthaltenen gDNA-Inserts wurde das

resultierende Fosmid einer Endsequenzierung mit den Primer M13-FP und/oder M13-RP unterzogen.

4.4.5 \Visualisierung von DNA

Die Agarosegelelektrophorese dient dazu PCR-Reaktionen, die Extraktion von Plasmiden und gDNA
sowie Restriktionsverdaue zu analysieren. Aullerdem kénnen mit ihr DNA-Fragmente aufgereinigt und
isoliert werden (4.4.7.2). StandardmaRig wurde 1% (w/v) Agarose in 1 x TAE-Puffer durch Erhitzen in
einer Mikrowelle gelost. Nachdem die Fliissigkeit auf etwa 60 °C abgekiihlt war, wurde ,GelRED Nucleic
acid stain’ der Fa. Biotium oder ,Clear G DNA stain’ der Fa. Serva zugegeben und die Losung in einen
geeigneten Gelschlitten mit Probenkamm gegossen. Nach dem Aushéarten des Gels wurde es in eine
Elektrophoresekammer eingesetzt und die Kammer mit 1 x TAE-Puffer befiillt bis das Gel komplett
bedeckt war. Bevor die DNA-Proben in die Taschen gefiillt werden konnten, wurden sie mit einem
geeigneten Ladepuffer (4.3.7.4) versetzt, um sie zu beschweren. Als Referenz zur GréRen- und
Konzentrationsbestimmung dienten 2 uL der ,0’GeneRuler™ 1 kb plus DNA Ladder’ der Fa. Thermo
Scientific (Abb. 62). Durch Anlegen einer elektrischen Spannung (90 - 120 V) wurde die Migration der
gleichmaRig negativ geladenen Proben von Anode zu Kathode bewirkt. Nach 20 - 30 min konnten die

Gele unter UV-Licht analysiert und dokumentiert werden.
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Abb. 62. Im GroRenstandard ,0‘GeneRuler™ 1 kb plus DNA Ladder’ der Fa. Thermo Scientific enthaltene DNA-Fragmente.
Angegeben sind die GréRen (bp) sowie der mengenmaRige (ng/0,5 ug) und prozentuale Anteil der Fragmente. Die Abbildung
wurde der Produktbroschiire des Herstellers entnommen.
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4.4.6 Bestimmung von DNA-Konzentration und -Reinheit

Die Konzentration und Reinheit von PCR-Produkten, Plasmid-DNA oder gDNA wurde photometrischen
Uber das Implen Nanophotometer P330 bestimmt. Hierfir wurden die folgenden Einstellungen
verwendet: Menlpunkt ,NanoVolume Applications’, Unterpunkte ,Nucleic Acids’ und ,dsDNA’;
Einstellungen: LID-Factor: 10 (bei zu hohen Konzentrationen automatischer Wechsel auf 50); Dilution:
1.000; Background: On; Units: ng/uL; Factor: 50.0. Der Leerwert gegen den gemessen wurde bestand
aus rH,O oder dem Puffer in dem die DNA gel6st war. Eine Messung mit diesen Einstellungen
resultierte neben einer Anzeige der Konzentration in der Ausgabe des Quotienten der Absorption bei
260 nm zu 280 nm (A260/280) oder 230 nm (A260/A230). Beide Quotienten geben Auskunft Gber die

Verunreinigung der DNA mit Proteinen oder Salzen und sollten in Bereich > 1,8 liegen.

4.4.7 Praparation von PCR-Produkten

4.4.7.1 Direkte Aufreinigung von PCR-Ansatzen

PCR-Produkte wurden mithilfe des ,,PCR Purification Kits“ der Fa. Jena Bioscience, des , Cycle-Pure Kits,
peqGOLD“ der Fa. Peglab oder des ,Wizard® SV Gel and PCR Clean-up Systems” der Fa. Promega direkt

aus den PCR-Ansatzen aufgereinigt. Die Aufreinigung erfolgte nach den Angaben des jeweiligen

Herstellers.

4.4.7.2 Aufreinigung mittels Gelextraktion

Die Aufreinigung von PCR-Produkten mittels Gelextraktion erfolgte Giber das ,Agarose Gel Extraction
Kit” der Fa. Jena Bioscience, das ,Gel Extraction Kit, peqGOLD” der Fa. Peqglab oder das , Wizard® SV
Gel and PCR Clean-up System” der Fa. Promega. Die Aufreinigung erfolgte nach den Angaben des

jeweiligen Herstellers.

4.4.8 Enzymatische DNA-Modifikationen

4.4.8.1 DNA-Verdau fiir nachfolgende Ligation

Restriktionen von DNA wurden zur praparativen Vorbereitung von Klonierungsexperimenten, sowie

zur Analytik von Klonierungen und fertigen Plasmiden durchgefiihrt. Die Restriktionsenzyme wurden
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von der Fa. Jena Bioscience oder von der Fa. New England Biolabs bezogen. Die Ansatze wurden fir

1% bis 2 % h bei 37 °C inkubiert und fiir 20 min bei der vom Hersteller angegebenen Temperatur

inaktiviert. Auf eine eventuelle Dephosphorylierung (4.4.8.2) folgte die Extraktion der verdauten DNA,

entweder durch die direkte Aufreinigung der Ansatze (4.4.7.1), oder mittels Gelextraktion (4.4.7.2).

Aus Tab. 47 und Tab. 48 sind die Standardzusammensetzungen der Verdaue zu entnehmen.

Tab. 47. Zusammensetzung des Restriktionsverdaus von Vektoren.

Bestandteil Menge
Vektor 100 - 500 ng
Restriktionsenzym(e) 1pL
Puffer (10 x) 2 uL
rH.0 ad 20 pL

Tab. 48. Zusammensetzung des Restriktionsverdaus von PCR-Produkten.

Bestandteil Menge
PCR-Produkt 10 pL
Restriktionsenzym(e) Jelpl
Puffer (10 x) 2L
rH20 ad 20 pL

4.4.8.2 Dephosphorylierung

Nach einem Restriktionsverdau wurden

linearisierte Vektoren an

ihren 5°-

und 3‘-Enden

dephosphoryliert um die Wahrscheinlichkeit einer Rezirkularisierung des linearen Vektors wahrend

einer folgenden Ligation (4.4.8.3) zu minimieren. Hierzu wurde das Enzym ,Antarctic Phosphatase’ der

Fa. New England Biolabs verwendet.

Tab. 49. Zusammensetzung der Dephosphorylierungsreaktionen.

Bestandteil Menge
Restriktionsverdau 20 pL
Antarctic Phosphatase Puffer (10 x) 3uL
Antarctic Phosphatase (5 U/puL) 1pL
rH.0 7 pL
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Es wurde fiir mindestens 2 h oder Gber Nacht bei 37 °C inkubiert und das Enzym anschlieRend fur
20 min bei 80 °C inaktiviert. Die dephosphorylierten, linearen Vektoren wurden dann mittels direkter

Aufreinigung (4.4.7.1) oder Gelextraktion (4.4.7.2) extrahiert.

4.4.8.3 DNA-Ligation mittels T4-DNA-Ligase

Zur Ligation von kompatiblen DNA-Enden wurde die T4-Ligase der Fa. Jena Bioscience benutzt. Die
Zusammensetzung wurde fiir jede Ligation individuell aus der Konzentration der PCR-Fragmente und
der Vektoren berechnet. Dabei betrug das molare Verhdltnis von Vektor zu Insert, wenn moglich,
idealerweise 1:3. Die Ligationsansatze wurden fiir 1 h 30 min bei RT, . N. bei 16 °C, oder 2 % Tage bei
4 °C inkubiert. AnschlieBend wurde die Reaktion flir 20 min bei 65 °C inaktiviert und in kompetente

Bakterienzellen transformiert (4.5).

4.4.8.4 DNA-Ligation mittels Ligase-unabhangiger Klonierung (LIC)

Ligase-unabhdngige Klonierungen wurden nach dem Protokoll von Bonsor et al. (2006)
durchgefiihrt.’*? Primer mit den benétigten Uberhdngen (Tab. 14) wurden entsprechend der Vorgaben

von Sabbadin et al. (2010) konstruiert.'®®

4.4.8.5 TA-Klonierung

PCR-Produkte, die mittels Tag-Polymerase amplifiziert wurden, besitzen eine zusatzliche Base am 3'-
Terminus. Hierbei handelt es sich fast immer um ein Adenosin. Aufgrund dieser Eigenschaft kdnnen
entsprechende Produkte ohne weitere Behandlung in einen Vektor kloniert werden, der mit glatten
Enden linearisiert und an den 3‘-Enden mit Thymidin-Uberhingen versehen wurde. Diese Methode
diente dazu, um DNA-Regionen, die zur Identifikation des Biphenomycin-Genclusters mittels
degenerierter Primer und Tag-Polymerase amplifiziert wurden, direkt in pBluescript Il SK zu
integrieren. Zur Herstellung eines entsprechend praparierten Vektors wurde das Protokoll von
Marchuk et al. (1991) verwendet.3!! Hierfiir wurden 10 pL einer pBluescript Il SK-Ldsung mittels EcoRV
linearisiert (Kapitel 4.4.8.1) und das Restriktionsenzym anschlieBend inaktiviert (80 °C, 20 min). Dann
wurden dem Restriktionsansatz 1 U Tag-Polymerase / pug Plasmid-DNA / 20 pL Ansatz sowie dTTP in
einer Endkonzentration von 2 mM zugegeben. Der Ansatz wurde fir 2 h bei 70 °C inkubiert und

anschlieRend, wie bei PCR-Produkten, aufgereinigt (4.4.7.1). Fur die eigentliche TA-Klonierung wurde

186



Material und Methoden

das aufgereinigte PCR-Fragment und der entsprechend praparierte Vektor pBluescript Il SK mittels T4-

Ligase ligiert (Kapitel 4.4.8.3) und anschliefend transformiert (Kapitel 4.5).

4.4.8.6 Gibson-Assemblierung

GroRerer DNA-Fragmente (> 5 kb), wie vollstdndige Gencluster oder Teile hiervon, wurden mittels
Gibson-Assemblierung kloniert. Hierflir wurden mithilfe der Onlineanwendung ,NEBuilder’ (Kapitel
4.1.5) spezifische Primer generiert. Fiir die Uberhdnge wurde dabei eine Linge von mindestens 20 bp
verwendet. Bei Bedarf wurde ausgewdhlt die evtl. zur Linearisierung des Vektors verwendete
Restriktionsschnittstelle zu regenerieren. In einer nachfolgende Q5-PCR (Kapitel 4.4.4.2) wurden diese
Primer verwendet, um den Vektor (pBluescript) oder das Insert (bip-Cluster aus S. filipinensis oder S.
griseorubiginosus) zu amplifizieren. Das jeweilige Produkt konnte dann Uber eine PCR-Aufreinigung
(Kapitel 4.4.7.1) (pBluescript) oder eine Gelextraktion (Kapitel 4.4.7.2) (bip-Cluster aus S. filipinensis
oder S. griseorubiginosus) gereinigt werden. Der zweite Bestandteil der Assemblierung
(entsprechendes Insert oder Vektor) wurden mittels Restriktionsverdau generiert/linearisiert (Kapitel
4.4.8.1). Hierfiir wurde zum einen ein 8,2 kb groBes Fragment (Teilstlick von fmoK [761 bp], fmoA5,
fmolL und ein Teilstlick des TK-Gens [593 bp]) Gber den Verdau von pCC1Fos::Sf-JBIR-6 mit Pstl erzeugt.
Zum anderen wurde der Vektor pET-28b-SUMO mit BamHl verdaut und anschlieRend
dephosphoryliert (Kapitel 4.4.8.1 und 4.4.8.2). Beide DNA-Fragmente wurden mittels PCR-
Aufreinigung oder Gelextraktion gereinigt.

Die eigentliche Assemblierung der jeweiligen Kombinationen (pBluescript plus 8,2 kb-Fragment; pET-
28b-SUMO plus bip-Cluster aus S. filipinensis oder S. griseorubiginosus) erfolgte unter Verwendung von
10 uL des ,HiFi DNA Assembly Mix“ (2x, NEB ,HiFi DNA Assembly Cloning Kit“) und 10 pL einer
Mischung aus Vektor und Insert. Letztere besall ein ,Vektor zu Insert’-Verhaltnis von 1:2, wobei
mindestens 0,02 pmol des entsprechenden Vektors eingesetzt wurden. Die 20 puL-Ansatze wurden fir
eine Stunde bei 50 °C inkubiert. Von dieser Losung wurden dann 10 plL mittels Hitzeschock-

Transformation in chemokompetente E. coli DH5a-Zellen transformiert (Kapitel 4.5).

4.4.8.7 DNA-Verdau zur Identitatsprifung (Testverdau)

Klone, die in einer Screening-PCR (Kapitel 4.4.4.3) positiv erschienen, wurden unter
Standardbedingungen angezogen (Kapitel 4.3.1) und einer Plasmidprédparation unterzogen (Kapitel
4.4.3). Ein Teil der Plasmidlosungen wurde anschlieRend einem Testverdau mit einem oder mehreren

Restriktionsenzymen unterzogen (Tab. 50). Dabei sollte ein charakteristisches Bandenmuster generiert
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werden, das eine eindeutige Identifizierung von Vektoren mit dem gewinschten Insert erlaubte.
Vektoren, welche auch im Testverdau positiv erschienen, konnten in der Folge fir eine DNA-

Sequenzierung genutzt werden.

Tab. 50. Zusammensetzung der Restriktionsanalytik neu klonierter Konstrukte.

Bestandteil Menge
Plasmid 50 -200 ng
Restriktionsenzym(e) Je 0,5 uL
Puffer (10 x) 1puL
rH.0 ad 10 pL

4.4.9 DNA-Sequenzierung

Zur Uberpriifung einer erfolgreichen und mutationsfreien Klonierung der jeweiligen DNA-Sequenzen
wurden die entsprechenden Plasmide oder PCR-Produkte an die Fa. GATC Biotech AG geschickt. Dies
erfolgte entweder in aufgereinigter Form (20 pL des jeweiligen Templats) oder als fertige Mischung
aus Templat und Primer (10 pL), die nach Angaben des Dienstleisters hergestellt wurde. Fir die
Sequenzierung wurden dabei verschiedene Standardprimer oder die die jeweiligen Amplifikations-
primer verwendet (Tab. 14). Eine Analyse der Sequenzierungsergebnisse erfolgte liber die Alignment-
Funktion (,Geneious Alignment’ mit Standardeinstellungen) von Geneious (Kapitel 4.1.5).

Nur wenn eine mutationsfreie Klonierung nachgewiesen werden konnte, wurde eine Stammkultur des
jeweiligen Klons angelegt und dieser fiir weitere Experimente verwendet. In allen anderen Fillen

wurde der Klon verworfen und weitere Plasmide oder PCR-Produkte sequenziert.

4.4.10 Sequenzierung chromosomaler DNA von Streptomyceten und Genom-Analyse

Die vollstandige Sequenzierung der chromosomalen DNA von Streptomyceten erfolgte durch die Fa.
GATC Biotech AG. Hierfiir wurde die jeweilige gDNA extrahiert (Kapitel 4.4.2.1 und 4.4.2.2) und deren
Konzentration und Reinheit tberpriift (Kapitel 4.4.6). Wenn die gemessenen Werte den Vorgaben der
GATC Biotech AG entsprachen (mindestens 8 - 10 ug DNA, ca. 200 ng/uL, A260/280 > 1,8, A260/230 >
1,9), wurde eine ausreichende Menge gDNA zur Sequenzierung zur Verfligung gestellt. Die
Sequenzierung selbst erfolgte dann mittels Illumina-Verfahren im Falle von S. filipinensis NRRL 3217

und SMRT-Verfahren im Falle von S. griseorubiginosus No. 43708.
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Die resultierenden Sequenzdaten wurden durch die Fa. BaseClear B. V. (S. filipinensis NRRL 3217)
und/oder durch die GATC Biotech AG (S. filipinensis NRRL 3217 und S. griseorubiginosus No. 43708)
assembliert. Die so generierten Contigs wurden durch die entsprechenden Firmen zur Verfligung
gestellt. Eine weitergehende Analyse dieser Contigs erfolgte standardmaRig Uber die Programme
,Geneious’ und ,RAST’ (automatisierte CDS-Vorhersage und -Annotierung) sowie ,antiSMASH 3.0°

(Vorhersage von Naturstoffgenclustern).

4.5 Transformation von Escherichia coli

4.5.1 Praparation chemokompetenter E. coli-Zellen

2,5 mL einer frischen Ubernachtkultur wurden in 250 mL SOC-Medium (iberfiihrt und bei 18 °C
(200 rpm) bis zu einer ODgoo von 0,4 - 0,6 inkubiert. Die Zellen wurden 10 min auf Eis inkubiert und
anschlieRend fiir 10 min bei 4.000 rpm abzentrifugiert. Der Uberstand wurde steril entnommen und
das Pellet in 80 mL 4 °C kaltem TB-Puffer (Kapitel 4.3.7.1) resuspendiert und erneut fiir 10 min auf Eis
gekdhlt. Die Kulturen wurden ein weiteres Mal fiir 10 min bei 4.000 rpm abzentrifugiert und der
Uberstand steril entnommen. Das Pellet wurde in 18,6 mL 4 °C kaltem TB resuspendiert, 1,4 mL DMSO
(99,5%, 37 °C) zugegeben und die Suspension fiir mindestens 10 min auf Eis inkubiert. Es wurden
jeweils 100 pL in vorgekihlten, sterilen 1,5 mL ReaktionsgefdRe aliquotiert und in flissigem Stickstoff

schockgefroren. Die Zellen wurden bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert.

4.5.2 Praparation elektrokompetenter E. coli-Zellen

2,5 mL einer frischen Ubernachtkultur wurden in 200 mL LB-Medium iiberfiihrt und bei 37 °C, 200 rpm
bis zu einer ODggo von 0,4 - 0,6 inkubiert. Die Zellen wurden dann bei 4 °C fiir 5 min bei 5.000 rpm
zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Alle weiteren Arbeitsschritte erfolgten auf Eis. Die Zellen
wurden nacheinander mit 200 mL, 100 mL, und 50 mL einer 4 °C kalten, Glycerinlésung (10% v/v)
gewaschen, wobei zwischen den Waschschritten jeweils fliir 5 min bei 5.000 rom und 4 °C
abzentrifugiert und der Uberstand verworfen wurde. AnschlieBend wurden die Zellen in 1 mL
Glycerinlésung (10% v/v) resuspendiert und in sterile, vorgekihlte 1,5 mL ReaktionsgefdRe zu 70 pL
aliquotiert. Mit fllssigem Stickstoff wurden diese schockgefroren und bis zur weiteren Verwendung

bei -80 °C gelagert.
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4.5.3 Transformation chemokompetenter E. coli-Zellen mittels Hitzeschock

20 pL der Ligationsansatze oder 0,5 - 1L Plasmid wurden in 100 puL kompetenter Zellkultur
suspendiert und fir 15 min auf Eis inkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen fir 30s bei
42 °C einem Hitzeschock unterzogen und erneut 2 min auf Eis gekihlt. Dann wurden 500 uL
LB-Medium zugegeben und die Losung flr 30 - 60 min bei 37 °C inkubiert. Die Zellsuspension wurde

auf LB-Agar-Platten mit entsprechendem Antibiotikum ausgestrichen und @. N. bei 37 °C inkubiert.

4.5.4 Transformation elektrokompetenter E. coli-Zellen mittels Elektroschock

5 - 10 ulL der Ligationsansatze oder 1 - 100 ng Plasmid wurden zu 70 uL einer auf Eis aufgetauten
kompetenten Zellsuspension hinzugegeben und in sterile, eisgekiihlte, Elektroporationskiivetten
(Schichtdicke 2 mm) Gberfiihrt. In einem Elektroporator (Programm EC 2) wurden die Zellen einer
kurzzeitigen Spannung von 2,5 kV ausgesetzt. AnschlieRend wurde 1 mL LB-Medium zugegeben und
das Gemisch in ein 1,5 mL ReaktionsgefaR {berfiihrt. Es wurde 1h bei 37 °C inkubiert, die
Zellsuspension auf LB-Agar-Platten mit entsprechendem Antibiotikum ausgestrichen und G. N. bei

37 °Cinkubiert.

4.6 Heterologe Proteiniiberproduktion in Escherichia coli

4.6.1 Testexpression zur Uberpriifung der Expressionsbedingungen

StandardmaRig wurden alle heterologen Proteine mit Polyhistidin-Tag einer Testexpression
unterzogen, bevor sie in groRerem MalRstab produziert und aufgereinigt wurden. Dies diente dazu die
optimalen Expressionsbedingungen fiir jedes Protein zu determinieren. Eine Testexpression erfolgte
unter Verwendung der verschiedenen Konstrukte, welche auf den Expressionsvektoren pHis8 (bzw.
pHis8-TEV oder pHis8C(+)-TEV) oder pGS-21a basieren (Tab. 13). Fir die Expression selbst wurden 50 -
75 mL LB-Medium mit einer Vorkultur von E. coli BL21(DE3) oder E. coli SoluBL21™, welche den
jeweiligen Vektor trugen, beimpft. Die Kulturen wurden bei 37 °C und 200 rpm bis zu einer ODgpo von
0,4 - 0,6 angezogen und dann fiir 30 min bei 4 °C gekiihlt. AnschlieBend wurde je 1 mL als uninduzierte
Probe entnommen, bei 9.000 rpm fir 2 min (RT) zentrifugiert, das Pellet in 100 uL rH,0 gel6st und die
Suspension bei -20 °C gelagert. Die restliche Kultur wurde mit 0,5 mM IPTG induziert und . N. bei 16 °C
(teils 18 °C) und/oder 20 °C (teils 22 °C) und 200 rpm inkubiert. Am nédchsten Tag wurde die Kultur fir
30 min bei 4 °C gekiihlt und dann bei 10.000 rpm und 4 °C fiir 30 min zentrifugiert. Das Pellet wurde in
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Lysispuffer resuspendiert und per Ultraschall lysiert (Kapitel 4.6.3). Dem Lysat wurden dann 100 pL
entnommen und fir 10 min bei 14.000 rpm und 4 °C zentrifugiert. Das Pellet wurde in 290 pL rH,0
resuspendiert und der Uberstand mit 210 pL rH,O versetzt. Von der Probe der uninduzierten Zellen
vom Vortag und den Lésungen von Pellet und Uberstand wurden anschlieRend je 20 puL entnommen,
mit 5 pL des 5-fachen SDS-Ladepuffers (Kapitel 4.3.7.7) versetzt und fir 5 min bei 95 °C inkubiert. Die

resultierenden Proben wurden dann fiir eine nachfolgende SDS-PAGE (Kapitel 4.8) verwendet.

4.6.2 Proteiniiberproduktion

Fir eine Proteinliberproduktion mit nachfolgender Aufreinigung wurde zunachst eine Vorkultur
angesetzt. Hierflr konnte entweder ein Klon von einer Agarplatte oder eine Stockkultur (Kapitel 4.3.2)
des jeweiligen Expressionsstammes verwendet werden. Mit diesen wurden 5 - 20 mL LB-Medium plus
Antibiotikum beimpft und tiber Nacht bei 37 °C und 200 rpm inkubiert. Am folgenden Tag wurden 250
mL TB-Medium (1 L Erlenmeyerkolben) oder 500 - 600 mL TB-Medium (2 L Erlenmeyerkolben) plus
Antibiotikum im Verhéltnis 1:100 mit dieser Vorkultur beimpft. Die Hauptkultur wurde ebenfalls bei
37 °Cund 200 rpm angezogen. Die sterile Zugabe eventueller Additive (Kapitel 4.3.6) fiir die Produktion
Cofaktor-haltiger Proteine erfolgte bei einer ODgoo von 0,4 bis 0,6. Nach weiterer Inkubation bis zu
einer ODeggo von 1,0 bis 1,4 wurde die Kultur fir 30 min auf Eis gekiihlt. Dann wurde eine 1 mL-Probe
entnommen, zentrifugiert (2 min, 9.000 rpm, RT), das Pellet in 100 uL rH,0 resuspendieren und bei -
20 °C gelagert. AnschlieBend erfolgte die Induktion der Proteiniiberproduktion mit 0,5 mM IPTG und
die Kultur wurde U. N. bei den Bedingungen inkubiert, die im Vorfeld (Kapitel 4.6.1) als optimal
bestimmt wurden (Tab. 51). Die Zellen wurden im Anschluss fir 30 min bei 10.000 rpm und 4 °C
abzentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Pellet entweder bei -80 °C gelagert oder sofort

weiterverwendet.

Tab. 51. Expressionsbedingungen der in dieser Arbeit verwendeten Proteine und Enzyme (Geschwindigkeit immer 200 rpm).

Protein Vektor Stamm Temperatur
CYP450s

Coml pHis8 E. coli BL21(DE3) 20°C
Coml-mT pHis8C(+)-TEV E. coli BL21(DE3) 22°C

Com) pHis8 E. coli BL21(DE3) 20°C
ComJ-mT pHis8C(+)-TEV E. coli BL21(DE3) 22°C
ComJ-m17AS pHis8-TEV E. coli BL21(DE3) 20°C
Cit-P450 pGS-21a E. coli BL21(DE3) 20°C
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Coml-RED LICRED E. coli BL21(DE3) 16°C
ComlJ-RED LICRED E. coli BL21(DE3) 16°C
Cit-P450-RED LICRED E. coli BL21(DE3) 16°C
Coml-21aRED pGS-21a E. coli BL21(DE3) 16 °C
ComJ-21aRED pGS-21a E. coli BL21(DE3) 16 °C
Cit-P450-21aRED pGS-21a E. coli BL21(DE3) 20°C

PCP-Domédnen & X-Domine

ComC-PCP1 pHis8 E. coli BL21(DE3) oder E. coli BAP1 18°C
ComD-PCP pHis8 E. coli BL21(DE3) oder E. coli BAP1 18°C
ComD-PCP+X pHis8 E. coli BL21(DE3) 20°C
ComD-X pHis8 E. coli BL21(DE3) 20°C

Elektronentransport . NADPH-Fd-Oxidoreduktasen

Fpr-DH5a pHis8 E. coli BL21(DE3) 22°C
Fpr-mT pHis8C(+)-TEV E. coli BL21(DE3) 22°C
AdR pHis8 E. coli SoluBL21™ 16 °C

Elektronentransport Il. Ferredoxine

ComK pHis8 E. coli BL21(DE3) plus pRKISC 16 °C
PetF pHis8 E. coli BL21(DE3) plus pRKISC 22°C
Adx4-108 pHis8 E. coli BL21(DE3) 16 °C
Adx1-128 pHis8 E. coli BL21(DE3) 16 °C

Sonstige Helferproteine

Gdh-BM3 pHis8 E. coli BL21(DE3) 17°C
Sfp pET-29a(+) E. coli BL21(DE3) 18°C
TEV-Protease pET E. coli BL21(DE3) 18°C

JBIR-Proteine

FmoAl pHis8-TEV E. coli SoluBL21™ 16 °C
FmoB pHis8 E. coli SoluBL21™ 16 °C
FmoC pHis8-TEV E. coli SoluBL21™ 16°C
FmoD pGS-21a E. coli SoluBL21™ 16°C
FmoE pHis8-TEV E. coli SoluBL21™ 16°C

4.6.3 Zellaufschluss

Um die Proteine aus den Zellen zu isolieren und aufzureinigen, wurde das Pellet aus Kapitel 4.6.2 in
4 °C kaltem Lysispuffer (4 mL/g Pellet) resuspendiert. Alle weiteren Schritte des Zellaufschlusses sowie

der Aufreinigung wurden auf Eis durchgefiihrt. Mittels des Ultraschallhomogenisators wurden die
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Zellen lysiert, indem 10 - 30 mL Zellsuspension 6 - 10 Mal fiir 10 s (80% Intensitat) beschallt wurden.
Zwischen zwei Beschallungen wurde eine Pause von jeweils 10 s eingelegt. In einem Rosettengefald
wurden alternativ, fur grofRere Pelletvolumina, die Suspensionen 8 min jede zweite Sekunde beschallt.
AnschlieBend wurde die Suspension fiir 30 min bei 10.000 rpm und 4 °C zentrifugiert und das Zellpellet
verworfen. Zu analytischen Zwecken wurden dem Zelllysat vor der Zentrifugation 100 pL entnommen
und fir 10 min bei 14.000 rpm und 4 °C zentrifugiert. Das Pellet wurde in 290 uL rH,O und der
Uberstand in 210 pL rH,0 resuspendiert. Von diesen Proben wurden je 20 pL entnommen, mit 5 plL
des 5-fachen SDS-Ladepuffers (Kapitel 4.3.7.7) versetzt, 5 min bei 95 °C inkubiert und fiir eine
nachfolgende SDS-PAGE (Kapitel 4.8) verwendet.

4.6.4 Standardaufreinigung von Proteinen mit His-Tag

Zur Aufreinigung rekombinanter Proteine mit His-Tag wurde der Uberstand der Zelllysate (Kapitel
4.6.3) mit einer Ni-NTA-Agarose-Losung der Fa. Jena Bioscience (1 mL/L Zellkultur) versetzt und fir 30
- 60 min unter leichtem Schitteln auf Eis inkubiert. Die Suspension wurde auf eine Pierce™
Zentrifugationssaule der Fa. Thermo Scientific Fisher gegeben, die das Harz mit dem gebundenen
Fusionsprotein zuriickhilt und den Uberstand mit den nativen Proteinen des Expressionsstamms
passieren lasst. Das Harz wurde dann mit den Waschpuffern 1 - 2 (Tab. 29) gewaschen. Hierbei wurden
standardmafig 20 mL Waschpuffer 1 und 5 mL Waschpuffer 2 pro 0,5 mL Ni-NTA-Agarose-Losung
verwendet. Bei Bedarf wurden die jeweiligen Volumina vergroRert, um eine hohere Reinheit zu
erzielen, oder verringert, um einen Verlust des Proteins mit His-Tag zu vermeiden. Da der hohe
Imidazolgehalt von Waschpuffer 3 (Tab. 29) haufig zu einem teilweisen Verlust des rekombinanten
Proteins flihrt, fand dieser lediglich Verwendung (variables Volumen), wenn mittels der Waschpuffer
1 und 2 keine ausreichende Reinheit des gewtlinschten Proteins erreicht werden konnte. Mittels 2,5 mL
des Elutionspuffers (Tab. 29) wurde das Protein in mehreren Fraktionen (je 500 - 750 uL) von der Saule
eluiert. Von den Waschfraktionen, sowie den Elutionsfraktionen wurden je 20 uL entnommen, mit 5 pL
des 5-fachen SDS-Ladepuffers (Kapitel 4.3.7.7) versetzt, 5 min bei 95 °C inkubiert und auf ein SDS-Gel

aufgetragen.

4.6.5 Aufreinigung von CYP450s unter Rekonstitution mittels Haminchlorid

Als Erganzung oder anstatt einer Supplementierung von CYP450-Expressionkulturen mit 5-Amino-
lavulinsdaure wurden die entsprechenden Enzyme im Zuge ihrer Aufreinigung mittels Haminchlorid

rekonstituiert. Die Aufreinigung wurde dabei entsprechend den Angaben in Kapitel 4.6.4 durchgefiihrt,
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bis das Ni-NTA-Harz mit den Waschpuffern 1 und 2 gewaschen war. Das CYP450 wurde in der Folge
jedoch eluiert, sondern das Harz mit 2 x 15 mL Tris-HCI-Puffer (plus Glycerol, Kapitel 4.3.7.10) gespdilt,
um Reste des Waschpuffers 2 zu entfernen. AnschlieBend wurde es in ein 15 mL Zentrifugenréhrchen
des Typs Falcon® (Fa. Sarstedt) liberflihrt und das Volumen mit Tris-HClI mit Glycerol auf 10 mL
aufgefillt. Dieser Losung wurden 200 uM Haminchlorid zugegeben. Die Himinchlorid-Stammldsung
wurde dabei kurz vor Gebrauch frisch in 0,1 M NaOH angesetzt und die Konzentration mittels des
Implen Nanophotometers P330 iiber die Absorption bei 385 nm (& = 58,44 mMcm™®) bestimmt.'*® Die
Rekonstitution der Nickel-NTA-gebundenen Cytochrom P450-Enzyme erfolgte anschlieRend fiir 3 -6 h
(Coml und ComJ oder deren Derivate) oder U. N. (Cit-P450 und dessen Derivate, FmoC) unter leichtem
Schutteln auf Eis.

Die Dauer der Rekonstitution wurde dabei in Voruntersuchungen mit dem entsprechenden CYP450,
welches (iber eine Standardvorgehen aufgereinigt wurde (Kapitel 4.6.4), getestet. Dabei wurde die
konzentrierte Proteinlésung mit variablen Haminchlorid-Konzentrationen (100 bis 180 uM, generell
aber 3 x die Konzentration des aufgereinigten CYP450) inkubiert und die Anderung des Verhiltnisses
von A420/A280 uber die Zeit beobachtet. War keine Zunahme des Verhaltnisses mehr zu erkennen,
zeigt dies den Abschluss der Rekonstitution an. Bei schnellen Rekonstitutionen (< 6 h) wurde das
Nickel-NTA-gebundene, rekombinante Proteine im Folgenden fir 3 - 6 h inkubiert. Wenn die
Rekonstitution erst am nachsten Tag abgeschlossen war, erfolgte eine Inkubation tGber Nacht.

Nach Abschluss der Rekonstitution wurde das Ni-NTA-Harz wieder in die Pierce™ Zentrifugationssaule
(Fa. Thermo Scientific Fisher) Giberfiihrt und erneut mit 8 x 10 mL Tris-HCI-Puffer mit Glycerol (Kapitel
4.3.7.10) gespilt, um restliches Haminchlorid zu entfernen. AbschlieRend erfolgte die Elution des

CYP450, wie bereits beschrieben (Kapitel 4.6.4).

4.6.6 Entsalzung und Aufkonzentration von aufgereinigten Proteinen
Die Losungen der mittels Nickel-Affinitdtschromatographie aufgereinigten rekombinanten Proteine

wurden Uber die Verwendung einer PD-10-Sdule oder eines Dialyseschlauchs entsalzt und

anschlieRend aufkonzentriert.

4.6.6.1 Entsalzung mittels PD-10-Saule

Die Elutionsfraktionen aus Kapitel 4.6.4 wurden gepoolt und mittels PD-10-Entsalzungssaulen der Fa.

GE Healthcare entsalzt und umgepuffert. Es wurde nach Herstellerangaben verfahren.
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4.6.6.2 Entsalzung mittels Dialyseschlauch

Das Eluat aus Kapitel 4.6.4 oder andere Proteinldsungen wurden mittels eines Dialyseschlauchs des
Typs ,SnakeSkin Dialysis Tubing, 10 MWCO, 16 mm dry I.D.” der Fa. Thermo Scientific entsalzt und
umgepuffert. Hierflir wurde die Proteinlésung in ein Stlick Schlauch mit passender Linge (nach
Herstellerangaben) gefiillt, der vorher fiir 5 - 10 min mit dem gewiinschten Puffer befeuchtet wurde.
Die Enden wurden anschlieBend mit passenden Klammern fest verschlossen, der Schlauch in 1 L des
Dialysepuffers gegeben und bei 4 °C unter leichtem Riihren inkubiert. Nach 3 h wurde der Puffer

gewechselt (erneut 1 L) und das Protein (. N. bei 4 °C unter leichtem Riihren weiter dialysiert.

4.6.7 Aufkonzentration

Die mittels PD-10-Saule oder Dialyseschlauch entsalzten Proteinldsungen wurden entsprechend der
Herstellerangaben Uber Vivaspin®-Zentrifugalkonzentratoren der Fa. Sartorius Stedim Biotech
eingeengt bis die gewiinschte Konzentration erreicht war. Die verwendeten Vivaspin®-Zentrifugatoren
besitzen eine semipermeable Membran und arbeiten iber MolekulargewichtsausschlussgréRBen (engl.
»,Molecular weight cut-off’, MWCO). Die PorengroRe der ausgewahlten Membran bestimmt dabei
Uber GroRenausschluss die Permeabilitdt. Sie wurde in der Regel so gewahlt, dass sie maximal die
Halfte des Molekulargewichts des zu konzentrierenden Proteins betrug (vgl. Tab. 52). Hierdurch sollte
eine ausreichende Retention des Proteins gewahrleistet werden. Das Saulenmaterial bestand
standardmafig aus Hydrosart®. Die Lagerung der Proteine erfolgte anschlieRend fiir mehrere Tage bei
-4 °C oder nach aliquotieren und schockgefrieren der Lésung in fliissigem N bei -80 °C fiir mehrere

Monate.

4.6.8 Abspaltung von Polyhistidin-Tags mittels TEV-Protease

Fir die Herstellung von Kristallisationsansdtzen sollte das Polyhistidin-Tag, welches Uber die
Verwendung der Vektoren pHis8-TEV oder pHis8C(+)-TEV an den N- oder C-Terminus rekombinanter
Proteine angefligt wurde, mittels Verdau durch die TEV-Protease entfernt werden. Nach der
Aufreinigung und Rekonstitution des CYP450 ComJ-m17AS (pHis8-TEV) wurde das Protein, wie in
Kapitel 4.6.6.2 beschrieben, fir 3 h mittels Dialyseschlauch entsalzt und umgepuffert (1 L Tris-HCI, 20
mM, pH 7,5). Der Proteinlésung wurde dann TEV-Protease im Konzentrationsverhaltnis (mg/mL) 1:3
(TEV-Protease zu ComJ-m17AS) zugegeben. Eine proteolytische Spaltung des Tags erfolgte dann @. N.
unter fortlaufender Dialyse in 1 L frischem Tris-HCI-Puffer (20 mM, pH 7,5) bei 4 °C und leichtem
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Rihren. Am folgenden Tag wurde die Vollstandigkeit des Verdaus mittels SDS-PAGE (Kapitel 4.8)
Uberprift, die Proteinlosung aufkonzentriert (Vivaspin® 20, 30 kDa MWCO, PES; Kapitel 4.6.7) und
ComJ-m17AS mittels FPLC (Kapitel 4.6.9) von freiem His8-Tag und TEV-Protease getrennt.

4.6.9 Aufreinigung mittels FPLC (Fast Protein Liquid Chromatography)

Nach der proteolytischen Abspaltung des Polyhistidin-Tags von einem rekombinanten Protein (Kapitel
4.6.8), wurde das gewlinschte Proteine mittels FPLC von der hierfiir verwendeten TEV-Protease und
dem Tag getrennt. Hierfir wurde das Konzentrat (ca. 3 mL) des Verdauansatzes mittels eines
Spritzenvorsatzfilters (0,2 um PorengrdRe, PTFE) der Fa. Fisherbrand™ filtriert und auf ein ,AKTA pure
25 M1‘-FPLC-System (Fa. GE Healthcare) mit ,HiLoad 16/600 Superdex 200 pg‘-Saule (Fa. GE
Healthcare) und 5 mL ,Loop” gegeben. FPLC-System und Saule wurden dabei vorher mit gefiltertem
(,Filtropur BT50 500 mL 0,45 um Bottle Top Filter’, Sarstedt) und entgastem (30 min Ultraschallbad)
Tris-HCI-Puffer (20 mM, pH 7,5) aquilibriert. Die Aufreinigung erfolgte bei einer Flussrate von 0,5
mL/min und wurde bei den Wellenldangen 280 nm (charakteristisch fiir Proteine) und 420 nm
(charakteristisch fiir CYP450s) kontrolliert. Es wurden 2 mL Fraktionen aufgesammelt. Fraktionen mit
einer Absorption bei den entsprechenden Wellenlangen wurden mittels SDS-PAGE (Kapitel 4.8)
Uberprift und bei ausreichender Reinheit des gewiinschten Proteins gepoolt und die Proteinldsung fir

eine weitere Verwendung erneut aufkonzentriert (Kapitel 4.6.7).

4.7 Bestimmung von Proteinkonzentrationen

4.7.1 Photometrisch

Zur photometrischen Bestimmung von Proteinkonzentrationen wurde die folgenden Einstellung des
Implen Nanophotometers P330 verwendet: Menilpunkt ,NanoVolume Applications’, Unterpunkte
,Protein’ und ,Protein-UV‘; Einstellungen: LID-Factor: 10 (bei zu hohen Konzentrationen automatischer
Wechsel auf 50); Dilution: 1.000; Background: On; Protein: Custom; Units: mg/mL. Zusatzlich wurden
in Abhéngigkeit des Vektors, der bei der Uberproduktion genutzt wurde, die mittels ,Protein Calculator’
(Kapitel 4.1.5) vorhergesagten Massen (auf die zweite Nachkommastelle gerundet) und
Extinktionskoeffizienten (bei 280 nm, mit Disulfiden; dieser Wert entspricht der Apoform von
Proteinen mit Cofaktor) verwendet. Diese sind in Tab. 52 zusammengefasst. Der Leerwert gegen den

gemessen wurde bestand aus dem Puffer in dem das Protein gel6st war.
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Die Apoprotein-Extinktionskoeffizienten der NADPH-Fd-Oxidoreduktasen Fpr und AdR sowie der
Ferredoxine PetF, Adx1-128 und Adx4-108 in Tab. 52 sind nur der Vollstandigkeit halber angegeben.
Die eigentliche Konzentrationsbestimmung erfolgte mit den Literaturwerten der Holoproteine. Diese
betragen fiir Fpr bei 456 nm & = 7.100 M cm™, fiir AdR bei 450 nm £ = 10.900 M cm?, fur PetF bei
422 nm e =9.700 M cm™ und fiir Adx1-128 / Adx4-108 bei 414 nm € = 11.000 M cm™.%%312

Tab. 52. Erwartete Massen und Extinktionskoeffizienten (bei 280 nm; mit allen Disulfiden) der in dieser Arbeit erzeugten und
verwendeten Proteine. Die Unterteilung der Proteine erfolgte nach Verwendungszweck oder Herkunft. Die Massen der mit *
gekennzeichneten Holoform der PCP-Domaénen errechnen sich wie folgt: Masse Apoform - Masse OH-Gruppe Serin (17,007
Da) + Masse Ppant-Rest (C11H21N,07PS; 356,33 Da).

Protein Vektor MW [Da] M-1 cm-1 (mg/mL)-1 cm-1
CYP450s
Coml pHis8 47.166,59 31.960 0,6776
pHis8-TEV 47.214,58 33.240 0,7040
Coml-mT pHis8C(+)-TEV 45.252,37 31.960 0,7063
ComJ pHis8 50.083,88 45.900 0,9165
ComJ-mT pHis8C(+)-TEV 48.169,65 45.900 0,9529
ComlJ-m17AS pHis8-TEV 48.161,74 47.180 0,9796
pHis8-TEV, geschnitten mit TEV-Protease 45.896,15 45.900 1,0001
Cit-P450 pHis8 52.841,46 61.810 1,1697
pGS-21a 79.760,34 102.730 1,2880
Coml-RED LICRED 82.540,17 54.180 0,6564
ComJ-RED LICRED 85.181,16 68.120 0,7997
Cit-P450-RED LICRED 88.273,21 89.600 1,0150
Coml-21aRED pGS-21a 109.782,74 95.100 0,8663
ComJ-21aRED pGS-21a 112.423,74 109.040 0,9699
Cit-P450-21aRED pGS-21a 115.515,46 130.520 1,1299
Kis-P450-1-mT pHis8C(+)-TEV 43.497,95 18.140 0,4170
Kis-P450-2-mT pHis8C(+)-TEV 49.651,80 26.270 0,5291

PCP-Domdnen & X-Domadne

ComC-PCP1 pHis8 Apoform: - -
11.122,51

pHis8 Holoform*: - -
11.461,83

ComD-PCP pHis8 Apoform: - -
11.033,44

pHis8 Holoform*: - -
11.372,76
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ComD-PCP+X pHis8 Apoform: 44.950 0,7219
62.264,71

pHis8 Holoform*: 44.950 0,7219
62.604,03

ComD-X pHis8 53.667,91 44.950 0,8376

Elektronentransport . NADPH-Fd-Oxidoreduktasen

Fpr-DH5a pHis8 30.169,59 33.120 1,0978
Fpr-mT pHis8C(+)-TEV 28.255,42 33.120 1,1722
AdR pHis8 52.991,33 44.620 0,8420

Elektronentransport Il. Ferredoxine

ComK pHis8 10.260,45 5810 0,5663
PetF pHis8 12.901,11 11.050 0,8565
Adx4-108 pHis8 14.067,83 1520 0,1080
Adx1-128 pHis8 16.436,35 1520 0,0925

Sonstige Helferproteine

Gdh-BM3 pHis8 30.575,67 22.900 0,7490
Sfp pET-29a(+) 27.200,68 26.980 0,9919
TEV-Protease pET 26.845,52 32.530 1,2118

JBIR-Proteine

FmoA1l pHis8-TEV 63.827,78 54.150 0,8484
pGS-21a 90.698,76 93.790 1,0341
FmoB pHis8 28.643,24 38.220 1,3343
pGS-21a 55.562,21 79.140 1,4244
FmoC pHis8-TEV 46.399,52 69.230 1,4920
pGS-21a 73.270,5 108.870 1,4859
FmoD pHis8-TEV 63.363,28 91.680 1,4469
pGS-21a 90.234,25 131.320 1,4553
FmoE pHis8-TEV 21.845,62 18.140 0,8304
pGS-21a 48.716,6 57.780 1,1860

4.7.2 Bradford

Fir einige Proteine konnte mittels ,Protein Calculator” (Kapitel 4.1.5) kein Extinktionskoeffizient
bestimmt werden. In diesen Fallen wurde die Konzentration Uber die Methode nach Bradford unter
Zuhilfenahme der Roti®-Nanoquant-Losung (Fa. Roth) ermittelt. Dem Protokoll des Herstellers
entsprechend wurde dabei eine Eichgerade mit Rinderalbumin (engl. ,,Bovine serum albumin®, BSA)

als Standardprotein und rH,0 als Leerwert erstellt. Dabei wurde der Quotient aus der Absorption bei
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590 nm und der Absorption bei 450 nm gegen die jeweilige BSA-Konzentration (verschiedene
Konzentrationen zwischen 0 und 1000 pg/mL) aufgetragen (Abb. 63a).

Fir die Messung der eigentlichen Konzentration wurden drei Verdiinnungen des zu untersuchenden
Proteins mit rH,0 hergestellt (StandardmaRig 1:500, 1:1000, 1:2000). Das Endvolumen betrug dabei
200 pL. Die Losungen wurden mit 800 uL der 1 x Roti®-Nanoquant-Arbeitslosung gemischt. Mithilfe
des Implen Nanophotometers P330 konnten anschlieRend die Absorptionen bei 590 und 450 nm
gemessen und direkt der Quotient bestimmt werden (Menlpunkt ,Functions’, Unterpunkt
,Absorbance Ratio‘). Uber die Steigung des linearen Bereichs der Eichgerade (Abb. 63b) und unter
Beachtung des jeweiligen Verdiinnungsfaktors lieB sich dann die Konzentration der drei

Proteinldsungen errechnen. Abschliefend wurde der Mittelwert der drei Konzentrationen gebildet.
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Abb. 63. Eichkurve fir die Bestimmung von Proteinkonzentrationen nach Bradford mittels Roti®-Nanoquant-Losung. a)
Komplette Kurve b) Linearer Bereich mit Steigung der interpolierten Gerade.

4.8 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Zur Analytik heterolog liberproduzierter Proteine wurde die SDS-PAGE benutzt. Das negativ geladene
Dodecylsulfat bindet dabei stéchiometrisch an die Proteine und maskiert ihre Eigenladung. Alle so
behandelten Proteine besitzen somit ein identisches Verhaltnis von Molekulargewicht und negativer
Gesamtladung. Dies kann genutzt werden, um verschiedene Proteine durch Anlegen eines elektrischen
Feldes ausschlieBlich anhand ihrer GroRe aufzutrennen, da kleinere Proteine hierbei schneller
migrieren als groRere.

Flr eine Trennung wurden vertikale Multigel-Elektrophoresesysteme (,,Mini-Protean® Tetra Cell“ der
Fa. Bio-Rad) verwendet, wobei Gele mit Konzentrationen von 8%, 12% oder 15% Acrylamid, abhangig
vom Molekulargewicht des zu detektierenden Proteins, zum Einsatz kamen. Fir kleine Proteine
wurden dabei héherprozentige Gele benutzt. Zundchst wurde das Trenngel (Tab. 53) angesetzt und
zwischen zwei Glasplatten gegossen, welche durch Klammern fixiert waren. Mit Isopropanol wurde

das Trenngel Gberschichtet, damit eine gerade, horizontale Grenzschicht zwischen den Gelen entstand.
199



Material und Methoden

Nach der vollstdndigen Polymerisation des Trenngels wurde das Isopropanol verworfen, das
Sammelgel (4%) (Tab. 54) zugegossen und ein Kamm eingesetzt. Das Trenngel dient hierbei allein zur

Trennung der Proteine, wobei das Sammelgel zur Fixierung der Proben dient.

Tab. 53. Zusammensetzung von Losungen zur Herstellung von zwei Trenngelen.

Bestandteil Menge

Trenngel mit ... Acrylamid 8% 12% 15%
Trenngel-Puffer (4 x) (Tab. 31) 3,75mL 3,75mL 3,75 mL
H.0 7,5mL 6,75 mL 5,625 mL
Acrylamid (40% v/v) 3,75 mL 4,5 mL 5,625 mL
APS (10% w/v) 150 pL 150 pL 150 pL
TEMED 15 uL 15 uL 15 uL

Tab. 54. Zusammensetzung einer Lésung zur Herstellung von zwei Sammelgelen.

Bestandteil Menge
Sammelgel mit ... Acrylamid 4%
Sammelgel-Puffer (4 x) (Tab. 32) 1,25 mL
H20 3,25mL
Acrylamid (40% v/v) 0,5 mL
APS (10% w/v) 50 pL
TEMED 5puL

Das fertige Gel wurde in einer Elektrophoresekammer befestigt und dieses mit 1 x SDS-Laufpuffer der
Fa. Roth Uberschichtet. Die Proben, erstellt wie in Kapitel 4.6.3 und 4.6.4 beschrieben, wurden nach
Zugabe des Probenpuffers (Kapitel 4.3.7.7) kurz gevortext, fir 5 min bei 95 °C denaturiert und erneut
gevortext. Je 10 uL der so vorbereiteten Proben wurden dann in die Taschen des Sammelgels
Uberfiihrt. Als Referenz fanden 6 pL des ,Unstained Protein Molecular Weight Markers“ oder des ,,Low
Range Unstained Protein Molecular Weight Markers” (beide Thermo Scientific, Abb. 64) Verwendung.
Eine Auftrennung der Proteine fand in der Folge durch das Anlegen eines Stroms von 25 bis 30 A pro
Gel statt und wurde beendet, wenn die Lauffront der Proben das Ende der Gele erreichte. Falls die
Proteine zur sofortigen Weiterverwendung genutzt wurden, konnte die Farbung der Gele fiir 15 min
mittels ,,Quick Coomassie Stain“ (Serva) erfolgen, wobei keine Entfarbung nétig war. Andernfalls
wurden die Gele mittels ,Roti Blue” der Fa. Roth zunachst fiir 12 h angefarbt und anschlieRend fiir
1 - 3 h mit einer Wasser-Methanol-Waschlésung (25% v/v MeOH) entfarbt. Als dritte Methode wurden

die Gele mit einer Coomassie-Farbeldsung (10% v/v Eisessig, 30% v/v Methanol, 0,25% w/v Brilliant-
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Blau R250) fiir 30 - 60 min angefarbt und anschlieRend fiir 15 - 30 min mit einer Entfarber-Losung (10%
v/v Eisessig, 30% v/v Methanol) entfarbt. Wahrend des Farbens oder Entfarbens wurden die Gele leicht
geschittelt. Die Dokumentation der Gele erfolgte entweder Uber das ,Bio-Imaging-System Gene

Genius’ von SynGene oder mithilfe eines handelsiiblichen Flachbettscanners.

a) kDa b) kDa
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Abb. 64. Die in dieser Arbeit verwendeten GroRenstandards fiir Proteingele der Fa. Thermo Scientific. Die Abbildungen
wurden der Homepage des Herstellers (thermofisher.com) entnommen. a) “Unstained Protein Molecular Weight Marker”,
b) “Low Range Unstained Protein Molecular Weight Marker”.

4.9 Spektralanalyse von Proteinen

Zur weiteren Charakterisierung von Proteinen mit absorbierenden Cofaktoren uber UV/VIS-
Spektroskopie wurde die folgenden Einstellung des Implen Nanophotometers P330 verwendet:
Menupunkt ,Functions’, Unterpunkt ,Wavescan’; Einstellungen: Start / End Wavelength: 200 - 800 nm
(StandardmaRig); Mode: Absorbance; Pathlength: Abhdngig vom auf dem LID angegebenen Wert. Der
Leerwert gegen den gemessen wurde bestand aus dem Puffer in dem das Protein geldst war.

Die Resultate der Messungen wurden Uber einen an das Nanophotometer angeschlossenen PC mittels

des zugehorigen Programms ,PVC’ (Kapitel 4.1.5) aufgezeichnet und fiir weitere Analysen gespeichert.

4.10 Charakterisierung von Cytochrom P450-Enzymen

4.10.1 Charakterisierung mittels Reduktion und CO-Bindung

Einem Aliquot der konzentrierten Proteinlésung des CYP450 (10 - 20 uL) wurde eine Spatelspitze festen
Na,S;04 zugegeben. Nach vorsichtiger Durchmischung wurde ein Teil der Probe sofort mittels

Spektralanalyse (Kapitel 4.9) untersucht, um die Reduzierte Form des Enzyms zu detektieren.
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Fir eine CO-Bindung wurde das CYP450 auf identische Weise reduziert und anschlieend 3 x mit ca.
1,5 mL CO durchgast. Auch hier erfolgte die umgehende Spektralanalyse eines Teils der Probe, um das

Spektrum des CO-Komplexes aufzuzeichnen.

4.10.2 Charakterisierung mittels Differenzspektroskopie nach Imidazol-Zugabe

Uber die Differenzspektroskopie mit Imidazol sollte die Zugéinglichkeit des aktiven Zentrums von
CYP450s fiir potentielle Substrate getestet werden. Hierfiir wurden 10 pL Ansdtze mit 100 uM des
CYP450 und verschiedenen Imidazol-Konzentrationen (0, 2, 5, 7, 5, 15, 20, 30, 50, 70, 100, 150, 200,
300 oder 400 mM) hergestellt. Als Puffer wurde Tris-HCI (50 mM, 10 % v/v Glycerol, pH 7,5) (Kapitel
4.3.7.10) verwendet. Die Praparation der Ansatze erfolgte bei RT mit steigenden Imidazol-
Konzentrationen (0 mM zuerst, 400 mM zuletzt). In der Reihenfolge ihrer Herstellung wurden die
Ansatze dann mittels des Implen Nanophotometers P330 einer Spektralanalyse unterzogen (Kapitel
4.9). Anschlieend wurden Differenzspektren der jeweiligen Messungen gebildet (Spektrum mit X’
mM Imidazol minus Spektrum mit 0 mM Imidazol) und graphisch aufgetragen.

Mit steigender Imidazol-Menge verschiebt sich die charakteristische Soret-Bande der CYP450s in
Richtung des roten Bereichs des UV/VIS-Spektrums. Daher ergibt sich durch die Bildung der
Differenzspektren fiir jede Imidazol-Konzentration ein Minimum (Absmin) und ein Maximum (Absmax)
bei zwei Wellenlangen zwischen 350 nm und 500 nm (Coml: Absmin = 412 nm, Absmax = 433 nm; ComJ:
Absmin = 410 nm, Absmax = 434 nm). Aus beiden Werten lieB sich die Absorptionsdanderung nach der

folgenden Rechnung bestimmen:

AAbS = |AbSmaxl + |AbSmin |

AbschlieBRend wurde AAbs graphisch gegen die jeweilige Imidazol-Konzentration aufgetragen. Die
Geschwindigkeit mit der sich die Soret-Bande dabei verschob und die Imidazol-Menge ab der keine
Verdanderung mehr sichtbar war sind charakteristische GréBen fiir jedes CYP450. Sie lieRen

Rickschliisse auf die Zuganglichkeit des aktiven Zentrums zu.

4.11 Bindungstests von CYP450s mit der X-Domdne von ComD

Um die Affinitdt der X-Domane von ComD zu verschiedenen CYP450s zu testen, wurde eine
Expressionskultur (250 mL TB) von ComD-PCP+X lysiert, die unldslichen Bestandteile pelletiert (Kapitel

4.6.3) und der resultierende Uberstand in fiinf Aliquots mit identischem Volumen aufgeteilt. Zu jedem
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Aliquot wurden 250 pL Nickelharz gegeben und die Suspensionen fiir 35 min auf Eis inkubiert, um das
|6sliche Protein mit Polyhistidin-Tag an das Harz zu binden (vgl. Kapitel 4.6.4). Weiterhin wurden
Expressionskulturen (250 mL LB) der Proteine Fpr-mT, Coml-mT und ComlJ-mT, welche keinen
Polyhistidin-Tag tragen, sowie einer Kultur (250 mL LB) von E. coli BL21(DE3) ohne Vektor lysiert und
abzentrifugiert (Kapitel 4.6.3). Die Expressionsvektoren fiir Fpr-mT, Coml-mT und ComJ-mT sowie fir
die nicht fiir die Bindungstests verwendeten Kis-P450-1-mT und Kis-P450-2-mT konnten im Vorfeld
durch die Klonierung der entsprechenden Gene mit Stopcodon in pHis8C(+)-TEV generiert werden. Der
Vektor pHis8C(+)-TEV wurde dabei auf Grundlage von pHis8 nach dem Protokoll von Chiu et al. (2008)
konstruiert (Kapitel 4.4.4.5).203:204

Je einer der vier Uberstidnde wurde dann zu einem Aliquot des Nickelharz-gebundenen ComD-PCP+X
gegeben und die resultierenden Losungen fiir weitere 35 min auf Eis inkubiert. Das letzte Aliquot von
ComD-PCP+X verblieb unbehandelt. AnschlieRend erfolgte eine Standardaufreinigung aller Ansatze
(Kapitel 4.6.4) mit einem Waschschritt (10 mL Waschpuffer 1, Tab. 29) und der Elution der Proteine (2
mL Elutionspuffer, Tab. 29). Proben der uninduzierten Zellen, der Uberstinde und der

Aufreinigungsschritte wurden dann mittels SDS-PAGE Uberpriift (Kapitel 4.8).

4.12 Kristallisation von ComJ-m17AS

Fir die Herstellung von Kristallisationsansatzen wurde eine Lésung (ca. 500 uL) des Cytochrom-P450-
Enzyms ComJ-m17AS in Tris-HCI-Puffer (20 mM, pH 7,5) verwendet. Diese wurde im Vorfeld mittels
TEV-Protease behandelt (Kapitel 4.6.8) und Uber eine FPLC aufgereinigt (Kapitel 4.6.9). lhre
Konzentration betrug 9,65 mg/mL. Die Losung wurde zentrifugiert (25 min, 14.000 rpm, 4 °C) und der
Uberstand entnommen. Fiir eine Kristallisation nach dem ,,Sitting drop“-Verfahren pipettierte dann
ein ,Phoenix-Robot’-System ComJ-m17AS und die Kristallisationslosungen aus den vorgefertigten
Sammlungen ,Classic Suite’, ,JCSG+ Suite’, ,PEGs Suite’ (alle Fa. Quiagen) und ,Wizard Classic 1 & 2‘ (Fa.
Emerald BioSystems / Rigaku) auf Mikrotiterplatten des Typs INTELLI (,,96 well sitting drop vapor
diffusion crystallography plates”, Fa. Art Robbins Instruments). Dabei wurden Proteinldsung und
Kristallisationslosungen im Verhaltnis von 1:1 gemischt (0,2 uL Proteinlosung und 0,2 pL
Kristallisationslosung). Das Fassungsvolumen des Reservoirs betrug 40 pL. AnschlieBend wurden die
Platten luftdicht verschlossen und fir mehrere Wochen bei 20 °C gelagert. In regelmaRigen

Zeitabstanden wurde das Fortschreiten des Kristallisationsprozesses mikroskopisch geprift.
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4.13 Enzymatische Assays im Rahmen des Complestatin-Projekts

4.13.1 Test von Redoxsystemen mit Cytochrom C (CytC) als terminalem Elektronenakzeptor

Die Funktionalitdt der heterolog Uberproduzierten Elektronentransfersysteme Fpr/PetF und AdR/Adx
sowie die Interaktion von AdR mit dem Ferredoxin ComK wurden nach Zanetti und Curti (1980) in
Assays mit NADPH als Elektronendonor und Cytochrom C (CytC) als terminalem Akzeptor iiberpriift.1&
Die Assays enthielten standardmafig 200 uM NADPH und 50 uM CytC und variable Konzentrationen
der Reduktasen Fpr und AdR sowie der Ferredoxine PetF, Adx1-128, Adx4-108 oder ComK (Tab. 55).
CytC und eine weitere Komponente wurden dabei in Tris-HCI-Puffer (50 mM, pH 7,5, kein Glycerol)
(Kapitel 4.3.7.12) vorgelegt. Die photometrische Untersuchung der Ansdtze wurde anschlieBend
bereits gestartet, um die Aquilibrierung der Lésungen verfolgen zu kénnen. Hierfiir wurden 1,6 mL
Halb-Mikro-Kivetten (Fa. Sarstedt) und das Nanophotometer P330 (Fa. Implen) verwendet
(Menlpunkt ,Functions’, Unterpunkt ,Kinetics’; Einstellungen: Wavelength: 550 nm; Delay time: O;
Duration: 15 - 20 min; Interval: 10 s; Mode: Delta A; Factor: 1.0; Pathlength: 10 mm). Nach 2 - 4 min
erfolgte die erste Zugabe einer weiteren Assay-Komponente (Tab. 55), wobei eine erneute
Aquilibrierung der Lésungen fiir einige Minuten durchgefiihrt wurde. Nach 5 - 12 min erfolgte die
Komplettierung der Assays durch Zugabe der letzten Komponente (Tab. 55). Hierdurch wurde die
Elektronenibertragung von NADPH auf CytC gestartet. Das Endvolumen aller Ansatze betrug 0,8 oder
1 mL. Die Resultate der Messungen wurden (iber einen an das Nanophotometer angeschlossenen PC
mittels des zugehorigen Programms ,PVC’ (Kapitel 4.1.5) aufgezeichnet und fiir weitere Analysen

gespeichert.

Tab. 55. Zusammensetzung der Assays zum Test der Elektronentransfersysteme Fpr/PetF, AdR/Adx und AdR/ComK.

Assay Bestandteil (Endkonzentration)
Vorgelegte Komponenten Zugabe 1 Zugabe 2

Ansatz 1 CytC (50 uM) NADPH (200 uM) PetF (10 uM) Fpr (10 uM)
Fpr/PetF-System Ansatz 2 CytC (50 uM) NADPH (200 uM) Fpr (10 uM) PetF (10 uM)

Ansatz 3 CytC (50 puM) PetF (10 puM) Fpr (0,1 uM) NADPH (200 uM)

Ansatz 1 CytC (50 uM) NADPH (200 pM) Adx1-128 (10 uM) AdR (1 uM)

Ansatz 2 CytC (50 uM) NADPH (200 pM) AdR (0,01 pMm) Adx1-128 (0,1 uM)
AdR/Adx-System

Ansatz 3 CytC (50 uM) Adx1-128 (0,1 uM) AdR (0,01 pMm) NADPH (200 puM)

Ansatz 4 CytC (50 uM) NADPH (200 uM) Adx4-108 (1,35 uM) AdR (0,5 uM)
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Ansatz 1 CytC (50 uM) ComK (22,9 uM) AdR (0,02 pM) NADPH (200 pM)
AdR/ComK-System Ansatz 2 CytC (50 pM) ComK (22,9 uM) AdR (0,04 pM) NADPH (200 pM)
Ansatz 3 CytC (50 uM) ComK (45,8 uM) AdR (0,02 uM) NADPH (200 pM)

4.13.2 Test der Glucose-Dehydrogenase (Gdh) aus Bacillus megaterium

Um die Funktionalitdt der Glucose-Dehydrogenase zu testen, wurde Gdh (10 uM) in einem Assay mit
Fpr (2,5 uM), PetF (5 uM), NADPH (250 uM) und Glucose (250 uM) getestet (1 mL Anséatze). Die
Reaktionen wurden durch Zugabe von Fpr gestartet und der Verbrauch oder die Regeneration von
NADPH (iber dessen charakteristisches Absorptionsmaximum bei 340 nm verfolgt. Hierfiir wurden
1,6 mL Halb-Mikro-Klvetten (Fa. Sarstedt) und das Nanophotometer P330 (Fa. Implen) verwendet
(Menlpunkt ,Functions’, Unterpunkt ,Kinetics’; Einstellungen: Wavelength: 340 nm; Delay time: O;
Duration: 30 - 40 min; Interval: 30 s; Mode: Delta A; Factor: 1.0; Pathlength: 10 mm). Als Puffer wurden
HEPES (25 mM, pH 7,0) (Kapitel 4.3.7.13) oder Tris-HCI (50 mM, 10 % v/v Glycerol, pH 7,5) (Kapitel
4.3.7.10) genutzt. Eine Negativkontrolle erfolgte ohne Zugabe von Gdh.

Die Resultate der Messungen wurden (iber einen an das Nanophotometer angeschlossenen PC mittels

des zugehorigen Programms ,PVC’ (Kapitel 4.1.5) aufgezeichnet und fiir weitere Analysen gespeichert.

4.13.3 Aktivierung der Apo-PCP-Domdnen ComC-PCP1 und ComD-PCP mittels Sfp

Durch ein enzymatisches Assay sollte getestet werden, ob die PCP-Domanen ComC-PCP1 und ComD-
PCP lber Sfp mit dem Ppant-Arm von CoA (17) beladen werden kénnen. Hierflir wurde der Ansatz in

Tab. 56 verwendet.

Tab. 56. Zusammensetzung der enzymatischen Assays mit PCP-Doméanen und Sfp.

Bestandteil Endkonzentration
ComC-PCP1 2mM
oder

ComD-PCP 2,5mM
CoA (17) 500 uM
Sfp 17,5 uM

Die entsprechenden Bestandteile wurden in 0,5 mL Ansatzen in Tris-HCI-Puffer mit MgCl, (Kapitel

4.3.7.12) zusammengegeben und fiir 1 h bei 37 °C inkubiert. Eine Negativkontrolle erfolgte ohne
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Zugabe von Sfp. Nach der Inkubation wurden die Assays fiir 5 min auf Eis gekiihlt, um die enzymatische
Reaktion zu stoppen, und fiir 5 min bei 14.000 rpm und 10 °C zentrifugiert. 50 uL (ComC-PCP1-Assay),
25 L (Negativkontrollen) oder 12,5 uL (ComD-PCP-Assay) der jeweiligen Uberstiande wurden per LC-
MS vermessen (Saule: ,Eurospher 1l 100-3 C18A, 150 x 4,6 mm mit Vorsdule’, Programm:

,Complestatin’; Kapitel 4.20).

4.13.4 Beladung von ComD-PCP+X mit dem CoA-Derivat der linearen Complestatinkette (39)

Eine Beladung der Didomdne ComD-PCP+X mit der CoA-gebundenen, linearen Complestatin-Kette
(39), welche von Frau Dr. Aldemir synthetisiert und bereitgestellt wurde, erfolgte analog zu Vitali et al.
(2003).%* Hierfur inkubierte man 39 (100 uM; 1:1 geldst in HO und ACN) und ComD-PCP+X (120 uM)
1 h lang unter dreimaliger Zugabe von Sfp (5 uM alle 20 min) bei 30 °Cin Tris-HCI (50 mM, pH 7,5, kein
Glycerol) (Kapitel 4.3.7.12). Das Gesamtvolumen der Ansdtze betrug 250 uL. Als Negativkontrolle
wurde eine weitere Reaktion ohne Zugabe von CoA-gebundenem Heptapeptid (39) hergestellt. Ansatz
und Durchfiihrung waren dabei identisch zu den reguldren Beladungen. Der Ansatz wurde
anschlieRend fir 5 min auf Eis inkubiert und dann sofort fiir eine nachfolgende, enzymatische

Biarylkupplungen verwendet.

4.13.5 Enzymatische Biarylkupplung der linearen Complestatinkette mittels Coml und Com)

Fir die eigentliche Biarylkupplung wurden der Didomane ComD-PCP+X, welche einen Ppant-Arm mit
der linearen Complestatinkette tragt, (40) (Kapitel 4.13.4) weiteren Assay-Komponenten hinzugefiigt
(Tab. 57). Die Zugabe erfolgte auf Eis, das Gesamtvolumen der Ansdtze betrug 313,5 pL. Die
Zusammensetzung des Assays richtete sich nach Untersuchungen der Vancomycin-Biosynthese durch

Woithe et al. (2007).%°

Tab. 57: Zusammensetzung der enzymatischen Biarylkupplungsassays, die der Losung des Substrats 40 zugesetzt wurden.

Bestandteil Coml Com) Fpr PetF NADPH Gdh Glucose

Endkonzentration 8uM 8 uM 10 uM 20 uM 1mM 20 uM 1mM

Hierbei wurde zuerst ComJ zugegeben und der Ansatz fiir 30 min bei 30 °C inkubiert. AnschlieRend
erfolgte die Zugabe von Coml und eine weitere Inkubation fiir 30 min bei 30 °C. Zu Vergleichszwecken

wurde ein zweiter Ansatz hergestellt, bei dem die Zugabe von Coml und ComlJ gleichzeitig stattfand.
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Die Inkubation erfolgte hier fir 60 min bei 30 °C. Die Reaktionsgefde wurden mit perforiertem
Parafilm verschlossen, um den Zugang von Luftsauerstoff zu den Ansatzen zu ermdoglichen, ohne dass
ein Verlust von Reaktionsvolumen durch Verdunstung zu befiirchten war. Die Herstellung der
Negativkontrolle erfolgte ebenfalls mit gleichzeitiger Zugabe der beiden CYP450s. Hierbei wurde eine
Reaktion zur PCP-Beladung ohne 39 mit den Assay-Komponenten komplettiert. Die Negativkontrolle
wurde ebenfalls fir 60 min bei 30 °C inkubiert.

Den drei Ansatzen wurde anschlieBend 1/13 ihres Gesamtvolumens (24,1 pL) von einer wéssrigen
Methylhydrazin-Losung (50% v/v) zugegeben, um den Thioester zwischen Ppant-Arm und der
gebundenen Peptidkette zu spalten. Die resultierende Losung wurde fiir 30 min bei 30 °C (800 rpm)
inkubiert. Im Anschluss konnten die Proteine durch Zugabe von 2% (v/v) TFA gefillt und mittels
Zentrifugation (13.500 rpm, 10 min, RT) entfernt werden. Ein Teil des 16slichen Uberstands (65 pL)
wurde per LC-MS mit einer ,Eurosil Bioselect 300-3 C4‘-Saule (250 x 4 mm mit Vorsdule) und dem

Programm ,Biarylkupplung’ (Kapitel 4.20) analysiert.

4.14 Enzymatische Biarylkupplung linearer Vorlaufer von Cittilin A (47)

Die Uberproduzierten und aufgereinigten Enzyme (Kapitel 4.6) Cit-P450 (aus pGS-21a) oder Cit-P450-
21aRED wurden zusammen mit den anderen Bestandteilen des Assays (Tab. 58) in HEPES-Puffer
(Kapitel 4.3.7.13) auf Eis gemischt (200 pL-MaRstab) und die Reaktion durch Zugabe von Cit-P450 oder
Cit-P450-21aRED gestartet. Die linearen Substrate 48 und 49 wurden durch Prof. Rolf Miiller
(Helmholtz-Institut flir Pharmazeutische Forschung Saarland, Saarbriicken) zur Verfligung gestellt. Die
ReaktionsgefdaRe wurden mit perforiertem Parafilm verschlossen, um den Zugang von Luftsauerstoff
zu den Ansatzen zu ermoglichen, ohne dass ein Verlust von Reaktionsvolumen durch Verdunstung zu
beflirchten war. Eine Negativkontrolle erfolgte jeweils ohne Zugabe des CYP450. Nach einer Inkubation
der Ansatze fir 2,5 Stunden bei 30 °C (300 rpm) wurde die Reaktion fiir 10 min auf Eis gestoppt. Die
Ansatze wurden zentrifugiert (14.000 rpm, 5 min bei 10 °C) und 25 plL der Uberstinde mittels LC-MS
(Saule: ,Eurospher I1 100-3 C18A, 150 x 4,6 mm mit Vorsaule’, Programm: ,Complestatin’; Kapitel 4.20)
analysiert. Zusatzlich erfolgte die Analyse der einzelnen Assay-Bestandteile in den verwendeten

Konzentrationen.

Tab. 58: Zusammensetzung der enzymatischen Biarylkupplungsassays mit Cit-P450 (pGS-21a) oder Cit-P450-21aRED.

Bestandteil Cit-P450 oder Cit-P450-21aRED 48 oder 49 Fpr PetF NADPH Gdh Glucose

Endkonzentration 8 uM 80 uM 10 uM 20 uM 1mM 20 uM 1mM
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4.15 Enzymatische Assays im Rahmen des JBIR-Projekts
4.15.1 Enzymatische Halogenierung von Trp (26) mittels FmoD und FmoE

4.15.1.1 Halogenierung unter Verwendung von Zelllysat-Uberstinden

Expressionskulturen (500 mL TB-Medium) der Proteine FmoD und FmoE wurden, wie in Kapitel 4.6.3
beschrieben, lysiert und die unléslichen Bestandteile pelletiert. Die resultierenden Uberstinde wurden
auf Eis mit den anderen Assay-Bestandteilen (Tab. 59) gemischt (1 mL-MafRstab). Als Puffer wurde
Kaliumphosphatpuffer (10 mM) mit einem pH-Wert von 6,0, 6,6 oder 7,2 (Kapitel 4.3.7.14) verwendet.
Die Reaktionen wurden durch Zugabe das FmoD-haltigen Uberstands gestartet und mit perforiertem
Parafilm verschlossen. Hierdurch wurde der Zugang von Luftsauerstoff zu den Ansatzen ermdoglicht,
ohne dass ein Verlust von Reaktionsvolumen durch Verdunstung zu befiirchten war. Eine Inkubation
erfolgte . N. bei 30 °C und 300 rpm. Als Negativkontrolle dienten Ansatze ohne FmoD- oder FmoE-
Zugabe. Die Reaktionen wurden durch Erhitzen (90 °C flir 5 min) gestoppt und die prazipitierten

Proteine durch Zentrifugation (20 min, 14.000 rpm, 16 °C) entfernt.

Tab. 59. Zusammensetzung der enzymatischen Assays zur Halogenierung von Trp (26) mit Zelllysat-Ubersténden.

Bestandteil FmoD FmoE FAD NADPH Gdh Glucose Trp (26) NaCl

Endkonzentration 50% (v/v) 15% (v/v) 10 uM 2 mM 10 uM 4 mM 0,6 MM 100 mM

Je 50 pL der Uberstinde der inaktivierten Assays wurden mittels LC-MS analysiert. Dabei wurde eine
,Eurosil Bioselect 300-3 C4‘-Sdule (250 x 4 mm mit Vorsdule) und das HPLC-Programm ,Tryptophan’
verwendet (Kapitel 4.20). Zusatzlich erfolgte die Analyse der einzelnen Assay-Bestandteile in den
verwendeten Konzentrationen und des potentiellen Produkts 55, welches von Frau Dr. Schaefers

synthetisiert wurde.?%

4.15.1.2 Halogenierung unter Verwendung von aufgereinigten Proteinen

Die iberproduzierten und aufgereinigten Proteine (Kapitel 4.6) FmoD und FmoE wurden zusammen
mit den anderen Bestandteilen des Assays (Tab. 60) in Tris-HCI-Puffer (50 mM, pH 7,5, kein Glycerol)
(Kapitel 4.3.7.12) auf Eis gemischt (1 mL-Mafstab) und die Reaktion durch Zugabe von FmoD gestartet.
Die ReaktionsgefalRe wurden dabei mit perforiertem Parafilm verschlossen, um den Zugang von
Luftsauerstoff zu den Ansatzen zu ermdglichen, ohne dass ein Verlust von Reaktionsvolumen durch
Verdunstung zu beflirchten war. Eine Inkubation der Assays erfolgte (iber Nacht bei 30 °C und 300 rpm.
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Als Negativkontrolle diente ein Ansatz ohne FmoD-Zugabe. In der Folge wurde die Reaktion durch
Erhitzen (90 °C flir 5 min) gestoppt und die prazipitierten Proteine durch Zentrifugation (20 min, 14.000

rpm, 16 °C) entfernt.

Tab. 60. Zusammensetzung der enzymatischen Assays zur Halogenierung von Trp (26) mit aufgereinigten Proteinen.

Bestandteil FmoD FmoE FAD NADPH Gdh Glucose Trp (26) NacCl
Endkonzentration 0,32 uM 10 uM 100 uM 1mM 10 uM 2mM 80 uM 100 mM
/1,94 uM*

*: Die Konzentrationen des aufgereinigten Enzyms waren zu gering, um die gewlinschte Endkonzentration von 5 - 20 uM zu erreichen. Daher

wurden 200 pl des Proteinkonzentrats eingesetzt was in den dargestellten Konzentrationen resultierte.

Je 50 pL der Uberstinde der inaktivierten Assays wurden mittels LC-MS analysiert. Dabei wurde eine
,Eurospher 11 100-3 C18A‘-S&ule (150 x 4,6 mm mit Vorsaule) und das HPLC-Programm ,Complestatin’
verwendet (Kapitel 4.20). Zusatzlich erfolgte die Analyse der einzelnen Assay-Bestandteile in den

verwendeten Konzentrationen.

4.15.2 Hydroxylierung von Trp (26) oder 6-CI-Trp (55) mittels FmoC

Die enzymatische Hydroxylierung von Tryptophan (26) und 6-Chlorotryptophan (55) erfolgte analog zu
den Untersuchungen der Ikarugamycin-Biosynthese durch Greunke et al. (2017).18 Alle Bestandteile
(Tab. 61) wurden in Tris-HCI-Puffer (50 mM, pH 7,5, kein Glycerol) (Kapitel 4.3.7.12) zusammengefiigt
(200 pL-Malstab). Dabei wurden entweder 26 oder 55 als Substrat verwendet. 6-Chlorotryptophan
(55) wurde dabei von Frau Dr. Schaefers synthetisiert.?> Neben Reaktionen mit FmoA1, FmoB und
FmoC wurden ebenfalls Ansdtze ohne die Zugabe von FmoC oder FmoAl hergestellt, welche als

Negativkontrolle (FmoA1B) oder zum Test der Substratpraferenz von FmoC (FmoBC) dienen sollten.

Tab. 61: Zusammensetzung der enzymatischen Assays zur Hydroxylierung von Trp (26) oder 6-CI-Trp (55).

Proteine
Bestandteil FmoAl FmoB FmoC Sfp AdR Adx4-108 Gdh
Endkonzentration 40 uM 20 uM 10 uM 10 uM 10 uM 20 uM 10 uM

Weitere Assay-Komponenten

Bestandteil Trp (26) oder 6-Cl-Trp (55) ATP NADPH CoA (17) MgCl, Glucose

Endkonzentration 5mM 15 mM 15 mM 2 mM 7,5 mM 30 mM
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Die Lésungen wurden auf Eis hergestellt und die Reaktion durch Zugabe von AdR gestartet. Eine
Inkubation erfolgte Uber Nacht bei 28 °C (800 rpm). Da die Ansatze mit perforiertem Parafilm
verschlossen wurden, war ein standiger Zugang von Luftsauerstoff moglich, ohne dass ein Verlust von
Reaktionsvolumen durch Verdunstung zu befiirchten war.

Nach der Inkubation wurden die Reaktionen durch Zugabe von MeOH im Verhaltnis 1:1 (v/v) und
intensives Vortexen gestoppt. Die Entfernung aller unldslichen Bestandteile erfolgte durch
Zentrifugation (14.000 rpm, RT fiir 10 min) und anschlieBende Filtration (Spritzenvorsatzfilters mit
0,2 um PorengroRe, PTFE, Fa. Fisherbrand™). Ein Teil der Uberstinde wurde entnommen und
ausgehend von der Substratkonzentration (5 mM) so mit MeOH verdiinnt, dass die kombinierte
Konzentration von 26 oder 55 und ihrer eventuellen Produkte 1,6 mM betrug. Von diesen Losungen
wurden 10 pL Gber LC-MS (S&ule: ,Syncronis™ Amino, 150 x 2,1 mm, 5 um‘, Programm: ,Trp/6-Cl-Trp-
Hydroxylierung’, Detektion bei 220 und 280 nm; Kapitel 4.20) analysiert. Als Standards wurden zwei
Proben der Substrate Tryptophan (26) und 6-Chlorotryptophan (55) (0,8 mM, 10 uL) unter identischen

Bedingungen gemessen.

4.16 Expression von Naturstoff-Genclustern

4.16.1 Naturstoffexpression durch S. filipinensis NRRL 3217

S. filipinensis NRRL 3217 enthélt ein Gencluster, welches zum biosynthetischen Cluster von JBIR-34
und -35 (52 - 53) homolog ist. Zur Expression von 52 - 53 oder potentieller Derivate hiervon wurden
250 mL - 500 mL ISP-2-Medium (in Erlenmeyerkolben mit 4 Mal groRerem Volumen) mit einer frischen
Vorkultur von S. filipinensis NRRL 3217 beimpft und fiir 5 - 7 Tage bei 28 °C und 200 rpm inkubiert.
AnschlieBend erfolgte eine Extraktion von 2 L der vollstandigen Kulturen mittels lonenaustauschharz

(Kapitel 4.17.1.1) oder von 250 mL - 1 L der KulturGberstdnde mittels EtOAc (Kapitel 4.17.1.2).

4.16.2 Expression potentieller Biphenomycin-Gencluster in E. coli

Die mittels Gibson-Assemblierung (Kapitel 4.4.8.6) erzeugten Plasmide mit den bip-Genclustern von
S. griseorubiginosus No. 43708 und S. filipinensis NRRL 3217 wurden in den Expressionsstamm E. coli
BL21(DE3) transformiert (Kapitel 4.5). Ein Klon der jeweiligen Transformationen wurde fir die
Herstellung einer Vorkultur verwendet (Kapitel 4.3.1). Aus dieser wurde die eigentliche
Expressionskultur (100 mL TB-Medium in 500 mL Erlenmeyerkolben) im Verhaltnis 1:100 beimpft. Die

Expressionskulturen wurden bei 37 °C, 200 rpm bis zu einer ODgo von 0,8 - 1,2 angezogen, dann fir
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60 min bei 4 °C gelagert und anschlieBend mit 0,1 mM IPTG induziert. Die Expression erfolgte fir 2 %
Tage bei 16 °C, 200 rpm. Im Anschluss wurden Zellen und Uberstand durch Zentrifugation (10.000 rpm,
10 min, 4 °C) getrennt und separat extrahiert (Kapitel 4.17.2.1 und 4.17.2.2).

4.17 Extraktion von Bakterienkulturen

Die folgenden Methoden wurden angewandt, um Bakterien zu extrahieren. Dies diente der Isolierung
von Substanzgemischen, welche einen oder mehrere potentielle Naturstoffe enthielten, die auf

natirliche Weise oder heterolog von dem entsprechenden Bakterium produziert wurden.

4.17.1 Extraktion von S. filipinensis NRRL 3217-Kulturen

4.17.1.1 Extraktion von mittels lonenaustauschharz

Vor einer Verwendung wurden 40 g des lonenaustauschharzes Diaion® HP-20 mit 2 x 40 mL eines 1:1
Gemischs aus MeOH und Aceton gewaschen. Lésungsmittelreste wurden mit 10 x 40 mL destilliertem
Wasser entfernt und das Harz an der Luft getrocknet. Fiir eine Extraktion wurden die 40 g zu zwei Litern
(20 g/L = 2% w/v) einer 5 Tage alten Kultur von S. filipinensis NRRL 3217 (4 x 500 mL, Kapitel 4.16.1),
gegeben. Die Kultur wurde dann fir weitere 4 h bei 28 °C und 200 rpm inkubiert. Pellet und Harz
wurden anschlieRend durch Zentrifugation vom Kulturiiberstand getrennt (11.000 rpm, 15 min, RT).
Der Uberstand wurde verworfen und die Mischung aus Pellet und Diaion® HP-20 3 x mit 150 - 200 mL
MeOH uberschichtet und flir 30 min bei 100 rpm und RT inkubiert. Das MeOH wurde anschliefend
durch Filtration abgetrennt, alle MeOH-Phasen vereinigt und das Losungsmittel unter vermindertem
Druck entfernt. Der Riickstand wurde dann in 50 mL H,0 resuspendiert und 3 x mit einem identischen
Volumen EtOAc extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden iber MgSO, getrocknet und
das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Die verbliebene wassrige Phase wurde mit HCI
auf einen pH von 1,0 gebracht und erneut 3 x mit einem identischen Volumen EtOAc extrahiert. Auch
hier wurden die organischen Phasen vereinigt, iber MgS0O, getrocknet und das Losungsmittel unter
vermindertem Druck entfernt. Zur Analytik wurden die jeweiligen Riickstande in MeOH (1 mg/mL)
gelost und 50 pL mittels LC-MS untersucht (Sadule: ,Eurospher Il 100-3 C18A, 150 x 4,6 mm mit

Vorsaule’, Programm: ,Complestatin’, Detektion bei 300 nm; Kapitel 4.20).
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4.17.1.2 Extraktion von Kulturiiberstinden

Eine 7 Tage alte Kultur von S. filipinensis NRRL 3217 (250 - 1000 mL ISP-2-Medium) (Kapitel 4.16.1)
wurde abzentrifugiert (11.000 rpm, 15 min) und der Uberstand 3 bis 4 x mit EtOAc (30 - 50 % des
Kulturvolumens) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden {iber MgSO, getrocknet und
das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Die verbliebene wassrige Phase wurde mit HCI
auf einen pH von 1,0 oder 4,0 gebracht und erneut 3 bis 4 x mit einem EtOAc (35 - 50% des Volumens)
extrahiert. Auch hier wurden die organischen Phasen vereinigt, (ber MgS0O, getrocknet und das
Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Zur Analytik wurde die jeweiligen Riickstande in
MeOH (1 mg/mL) geldst und 50 pL mittels LC-MS untersucht (Saule: ,Eurospher 1l 100-3 C18A, 150 x
4,6 mm mit Vorsaule’, Programm: ,Complestatin’, Detektion bei 300 nm; Kapitel 4.20). Als Negativ-

kontrolle wurden 250 mL unbeimpftes ISP-2-Medium auf identische Art extrahiert und analysiert.

4.17.2 Extraktion von E. coli mit potentiellen Biphenomycin-Genclustern

4.17.2.1 Extraktion von Zellpellets

Zur Extraktion der Zellpellets von E. coli BL21(DE3) mit einem potentiellen Biphenomycin-Gencluster
(Kapitel 4.16.2) wurden diese in 25 - 30 mL einer 1:1 MeOH/Aceton-Losung resuspendiert und dann
flr 45 min in einem Ultraschallbad inkubiert. Im Anschluss wurde die L6sung zentrifugiert (10.000 rpm,
10 min, 4 °C), der Uberstand entnommen und das Gemisch aus Losungsmitteln und Wasser unter
vermindertem Druck entfernt. Zur Analytik wurden die Rickstande in MeOH (1 mg/mL) gel6st, mittels
Spritzenvorsatzfilters (0,2 um PorengréRe, PTFE) der Fa. Fisherbrand™ filtriert und 5 pL der Lésungen
mittels LC-MS untersucht (Saule: ,Hypersil GOLD™ aQ C18, 150 x 2,1 mm, 3 um‘, Programm:

,Biphenomycin‘; Kapitel 4.20).

4.17.2.2 Extraktion von Kulturiiberstinden

Die Uberstande von E. coli BL21(DE3) mit einem potentiellen Biphenomycin-Gencluster (Kapitel 4.16.2)
wurden mit HCI auf einen pH von 5,0 eingestellt. Die Extraktion erfolgte 3 x mit einem identischen
Volumen EtOAc. Anschlieend wurden die vereinigten organischen Phasen lber MgSO,4 getrocknet
und das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Zur Analytik wurden die Riickstande in

MeOH (1 mg/mL) gelost, mittels Spritzenvorsatzfilters (0,2 um PorengroRe, PTFE) der Fa. Fisherbrand™
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filtriert und 5 pL der Lésungen mittels LC-MS untersucht (Saule: ,Hypersil GOLD™ aQ C18, 150 x 2,1

mm, 3 um’, Programm: ,Biphenomycin‘; Kapitel 4.20).

4.18 Isolierung potentieller JBIR-Derivate mittels semi-praparativer HPLC

Zur weiteren Identifizierung des potentiellen JBIR-Derivats aus S. filipinensis NRRL 3217 mit einer
Masse von 641,3 m/z sollte dieses mittels semi-praparativer HPLC isoliert werden. Daflir wurde das
EtOAc-Extrakt (40 mg) des Uberstands einer 250 mL-Kultur (ISP-2-Medium) (Kapitel 4.17.1.2) in 1 mL
MeOH geldst und mittels Spritzenvorsatzfilters (0,2 um PorengréRe, PTFE) der Fa. Fisherbrand™
filtriert. Eine Isolierung erfolgte mittels des HPLC-Programms aus Tab. 62 unter Verwendung der Saule
,Eurospher Il 100 RP C18, 5 um, 250 x 16 mm mit Vorsaule: 30 x 16 mm’ (Fa. Knauer) und einer
Detektion bei 300 nm. Dabei wurde die Substanz bei einer Retentionszeit von 9 min 24 s aufgesammelt.
AnschlieBend wurde das Acetonitril unter vermindertem Druck entfernt. Die restliche Probe wurde in
flissigem N, eingefroren und . N. lyophilisiert. Das resultierende Extrakt (ca. 1,3 - 1,4 mg) wurde in
deuteriertem DMSO gel6st und einer Langzeit-NMR-Messung mit einem ,AVHD 500° der Fa. Bruker

unterzogen.

Tab. 62. Programm der semi-praparativen HPLC (A: Wasser + 0.05% TFA, B: ACN + 0.05% TFA). Die Flussrate betrug 8 mL/min.

Zeit [min] A [%] B [%]
0 80 20
2 80 20
15 30 70
16 5 95
20 5 95
21 80 20
26 80 20

4.19 Chromatographische Methoden

High Performance Liquid Chromatography (HPLC): Fir die HPLC-Analyse von Proben wurden

computergesteuerte Jasco-Systeme verwendet (System 1: MD-2010 Plus Multiwavelength Detector,
DG-2080-53 3-Line Degaser, zwei PU-2086 Plus Intelligent Prep. Pumps, AS-2055 Plus Intelligent
Sampler, MIKA 1000 Dynamic Mixing Chamber, 1000 pL Portmann Instruments AG Biel-Benken

Probenschleife, LCNetll/ADC; System 2: UV-1575 Intelligent UV/VIS Detector, DG-2080-53 3-Line
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Degaser, zwei PU-1580 Intelligent HPLC Pumps, AS-1550 Intelligent Sampler, HG-1580-32 Dynamic
Mixer, LC-Netll/ADC). Die Auswertung erfolgte mittels ,ChromPass Chromatography Data System’-
Software bzw. ,Galaxie Chromatography‘-Software, jeweils von der Firma Jasco.

Produkt-Isolierung tiber semi-praparative HPLC-Trennungen wurden an einem PC-gesteuerten Jasco-
HPLC-System durchgefiihrt, das sich wie folgt zusammensetzte: UV-1575 Intelligent UV/VIS Detector,
zwei PU-2086 Intelligent HPLC Pumps, MIKA 1000 Dynamic Mixing Chamber, 1000 uL Portmann
Instruments AG Biel-Benken Probenschleife, LC-Netll/ADC, Rheodyne Injektionsventil. Die
Programmsteuerung wurde mittels Galaxie-Software durchgefiihrt. Das Losungsmittelsystem bestand
aus A =Wasser + 0.05% TFA und B = Acetonitril + 0.05% TFA. Die angewendeten Gradienten und Saulen
sind in den entsprechenden Versuchsvorschriften notiert. Nach der prdparativen Produkt-Isolierung
wurden die entsprechenden Fraktionen kombiniert und unter vermindertem Druck vom Acetonitril
befreit. Die wassrigen Phasen wurden anschlieBend entweder mittels Lyophilisation getrocknet oder
mit Ethylacetat extrahiert. Die organischen produkthaltigen Losungen wurden tiber Magnesiumsulfat

getrocknet und das organische Losungsmittel im Vakuum entfernt.

HPLC-MS-Kopplung: HPLC-HRMS-Untersuchungen wurden an der Rheinischen Friedrich-Wilhelms

Universitdt Bonn von den Mitarbeitern der Abteilung fiir Massenspektroskopie am Kekulé-Institut fur
Organische Chemie und Biochemie unter der Leitung von Frau Dr. Engeser an einem ,micrOQ-TOF‘-
Flugzeitspektrometer (Fa. Bruker Daltonik) mit Apollo-ESI-Quelle gekoppelt mit einer Agilent-1200-
HPLC-Anlage mit einer Messgenauigkeit von 5 ppm durchgefiihrt. Die Steuerung des Systems erfolgte
Uber ,HyStar’ (Fa. Bruker) und die Messergebnisse wurden mittels ,Data Analysis’ (Fa. Bruker)
ausgewertet. An der TUM wurden fiir die HPLC-MS-Analyse die beiden oben aufgelisteten HPLC-
Systeme mit ,Advion Expression CMS‘-MS-System gekoppelt (Kapitel 4.1.4). Weiterhin wurde das ,LCQ
Fleet lon Trap‘-Massenspektrometer gekoppelt an ein ,UltiMate 3000 HPLC'-System verwendet
(Kapitel 4.1.4).

Die HPLC-Methoden und Sadulen, welche zusammen mit den jeweiligen Geraten verwendet wurde, sind

in Kapitel 4.20 aufgelistet.

4.20 HPLC-Methoden
Die folgenden Programme wurden zusammen mit den angegebenen Saulen verwendet, um Extrakte,
Protein- oder Substanzlésungen mittels HPLC oder LC-MS analysieren. Laufmittel ,A” war dabei immer

Wasser mit 0,05% TFA (v/v), Laufmittel ,B‘ entsprach immer Acetonitril mit 0,05% TFA (v/v).
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4.20.1 ,Complestatin’

Das Programm ,Complestatin‘ (Tab. 63) wurde auf einem ,MD-2010 Plus Multiwavelength Detector
HPLC’-System (Fa. Jasco) mit einer ,Eurospher Il 100-3 C18A‘-Saule (150 x 4,6 mm mit Vorsaule) (Fa.

Knauer) verwendet. Die Flussrate betrug 1 mL/min.

Tab. 63. Gradient des HPLC-Programms ,Complestatin‘.

Zeit [min] A [%] B [%]
0 95 5
2 95 5
25 5 95
30 5 95
31 95 5
38 95 5

4.20.2 ,Biarylkupplung’

Das Programm ,Biarylkupplung’ (Tab. 64) wurde auf einem ,MD-2010 Plus Multiwavelength Detector
HPLC’-System (Fa. Jasco) mit einer ,Eurosil Bioselect 300-3 C4‘-Saule (250 x 4 mm mit Vorsaule) (Fa.

Knauer) verwendet. Die Flussrate betrug 0,5 mL/min.

Tab. 64. Gradient des HPLC-Programms ,Biarylkupplung’.

Zeit [min] A [%] B [%]
0 80 20
2 80 20
17 20 80
18 5 95
23 5 95
24 80 20
31 80 20
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4.20.3 ,Biphenomycin’
Das Programm ,Biphenomycin‘ (Tab. 65) wurde auf einem ,UltiMate 3000 HPLC'-System (Fa. Thermo
Scientific) mit einer ,Hypersil GOLD™ aQ C18‘-Sdule (150 x 2,1 mm, 3 um) (Fa. Thermo Scientific)

verwendet. Die Flussrate betrug 0,7 mL/min.

Tab. 65. Gradient des HPLC-Programms ,Biphenomycin’.

Zeit [min] A [%] B [%]
0 95 5
4 95 5
24 5 95
24,5 0 100
28,5 0 100
29 95 5
30 95 5

4.20.4 ,Trp-Halogenierung’

Das Programm ,Trp-Halogenierung’ (Tab. 66) wurde auf einem ,MD-2010 Plus Multiwavelength
Detector HPLC'-System (Fa. Jasco) mit einer ,Eurosil Bioselect 300-3 C4‘-Sdule (250 x 4 mm mit

Vorsaule) (Fa. Knauer) verwendet. Die Flussrate betrug 1 mL/min.

Tab. 66. Gradient des HPLC-Programms ,Trp-Halogenierung'.

Zeit [min] A [%] B [%]
0 95 5
2 95 5
17 40 60
18 2 98
20 2 98
21 95 5
26 95 5
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4.20.5 ,Trp/6-Cl-Trp-Hydroxylierung’

Das Programm ,Trp/6-Cl-Trp-Hydroxylierung’ (Tab. 67) wurde auf einem ,UltiMate 3000 HPLC'-System
(Fa. Thermo Scientific) mit einer ,Syncronis™ Amino‘-Saule (150 x 2,1 mm, 5 um) (Fa. Thermo Scientific)

verwendet. Die Flussrate betrug 0,5 mL/min.

Tab. 67. Gradient des HPLC-Programms ,Trp/6-Cl-Trp-Hydroxylierung’.

Zeit [min] A [%] B [%]
0 10 90
5 10 90
35 50 50
35,5 100 0
39,5 100 0
40 0 100
44,5 0 100
45 10 90
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