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1 Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit werden Experimente zur Aufkldrung der Biosynthese, Untersuchungen
zum evolutiondren Ursprung der Adenylierungsdomanen und Studien zur Flexibilitat der
Biosyntheseenzyme des bakteriellen Peptids Hormaomycin présentiert. Hormaomycin wird von
Streptomyces griseoflavus W-384 synthetisiert und besitzt mehrere interessante biologische
Aktivitaten. Einzigartig ist die Struktur des Hormaomycins; es ist ein zyklisches Peptidlacton mit acht
Bausteinen, von denen sieben nicht-proteinogenen Ursprungs sind. Einige dieser Bausteine, wie (3-
Nitrocyclopropylalanin [(3-Ncp)Ala], 4-(Z-Propenyl)prolin [(4-Pe)Pro] und 5-Chlor-N-hydroxy-
pyrrol-2-carbonsdure [Chpca] sind in der Natur bisher einzigartig. Vorlaufer-dirigierte Biosynthese-
experimente haben gezeigt, dass die Biosynthesemaschinerie von Hormaomycin ungewdhnlich
flexibel ist. In der Arbeitsgruppe Piel konnte in Vorarbeiten der Biosynthesegencluster des
Hormaomycins isoliert und sequenziert werden. Die Analyse der Sequenz zeigte, dass Hormaomycin
von einer nichtribosomalen Peptidsynthetase (NRPS) synthetisiert wird.

Im ersten Teil der vorliegenden Arbeit wurden die Biosynthesen der Vorstufen durch heterologe
Expressionen von Biosynthesegenen teilweise aufgeklért. Durch bioinformatische Analysen wurden
zwei Gene mit unbekannter Funktion, hrml und hrmJ, dem postulierten Biosyntheseweg von (3-
Ncp)Ala zugeordnet. Beide Enzyme haben keine eng verwandten Homologe. Eine Fitterung von (3-
Ncp)Ala zu einer Knock-Out-Mutante von hrml fihrte zu einer Komplementierung der
Hormaomycinproduktion, was die Zugehdrigkeit des Enzyms zu diesem Biosyntheseweg beweist.
HrmJ, eine o-Ketoglutarat-abhéngige Oxygenase, Kkatalysiert vermutlich den ersten Schritt des
Biosyntheseweges. Das Enzym konnte in hohen Ausbeuten in E. coli exprimiert und isoliert werden
und bildete in Enzymassays aus Lysin ein neues Produkt. Massenspektrometrische Messungen geben
erste Hinweise darauf, dass es sich hierbei um ein hydroxyliertes Lysin mit terminaler Oximfunktion
handelt. Hrml ist putativ eine Oxidase und konnte zu einer neuen Enzymfamilie gehéren. (4-Pe)Pro
wird, analog zur Biosynthese des Lincomycins, Uber Tyrosin und L-Dihydroxyphenylalanin (L-
DOPA) synthetisiert. HrmF, eine L-DOPA-Dioxygenase, katalysiert die Offnung des Catecholrings zu
einem instabilen, gelb gefarbten Pyrrolinintermediat. HrmF wurde in dieser Arbeit kinetisch
charakterisiert. Die Ergebnisse zeigen, dass das Enzym eine fast 160-fach hohere katalytische
Aktivitat als sein Homolog aus der Lincomycinbiosynthese, LmbB1, besitzt. Das Enzym ist aufgrund
seiner hohen Aktivitat, der sehr losen Substratspezifitdt und hohen Expressionsausbeuten ein guter
Kandidat fur chemoenzymatische Syntheseverfahren. Die Startereinheit der Hormaomycinbiosynthese,
Chpca, wird aufgrund von bioinformatischen Voraussagen aus Prolin, kovalent gebunden an HrmL,
ein freistehendes Peptidylcarrierprotein (PCP), synthetisiert. Im Rahmen dieser Arbeit wurden die
Acyl-CoA-Synthetase HrmK und HrmL heterolog exprimiert und charakterisiert. Es konnte gezeigt
werden, dass Prolin vom Enzym sehr selektiv adenyliert wird. Fir HrmL wurde

massenspektrometrisch die 4" -Phosphopanthetheinylierung nachgewiesen.




1 Zusammenfassung

Der zweite Teil der Arbeit beschaftigt sich mit der Charakterisierung der Adenylierungsdomanen (A-
Domanen) der Hormaomycin-NRPS. Alle sieben A-Doménen wurden mit dem MbtH-artigen Protein
HrmR coexprimiert und isoliert. Fir den Komplex wurde ein stéchiometrisches Verhéltnis von 1:1
bestimmt. Die Proteine wurden in einem massenspektrometrisch basierten Assay umfassend
charakterisiert und zur Eliminierung von falsch positiven Resultaten mit FPLC weiter aufgereinigt.
Fir HrmO3, und HrmP1, wurde eine selektive Aktivierung von (8-Me)Phe nachgewiesen. HrmO1,
und HrmO4, aktivieren (3-Ncp)Ala fast quantitativ und Leucin am zweithaufigsten [jeweils etwa 10%
im Vergleich zu (3-Ncp)Ala]. HrmO2, adenyliert L-Threonin sehr selektiv, und HrmP3, zeigt eine
fast quantitative Umsetzung fiir (4-Pe)Pro. HrmP3, kann zusétzlich ein Prolinderivat mit einer
Ethinylkette aktivieren. Dieses Ergebnis ist sehr vielversprechend im Hinblick auf die Mutasynthese
eines Hormaomycinderivates mit Alkinylseitenkette. Dieses Derivat kénnte in Pull-down-
Experimenten zur Auffindung des molekularen Targets fir Hormaomycin eingesetzt werden. HrmP2,
aktiviert in vitro bevorzugt Valin, was der bioinformatischen Voraussage entspricht. Allerdings wird
in vivo Isoleucin von der NRPS inkorporiert. Die Grunde fur diese Diskrepanz sind nicht bekannt. Die
Sequenzen der Hormaomycin A-Doménen zeigen in einigen Féllen eine weitgehende
Ubereinstimmung am N- und C-Terminus (jeweils etwa 200 Aminosauren). Das legt einen méglichen
Austausch der zentralen DNA-Abschnitte, und damit der Substratspezifitat, durch Rekombination
wéhrend der Evolution nahe. Um diese Hypothese experimentell zu Uberprifen, wurden fiinf
rekombinante A-Domanen konstruiert, die alle die N-und C-terminale Sequenz von HrmQO3, trugen.
Die zentralen Abschnitte wurden einerseits drei A-Doménen aus der Hormaomycin-NRPS andererseits
zwei A-Domaénen der NRPS des calcium dependent antibiotic (CDA) aus Streptomyces coelicolor
A3(2), entnommen. Alle rekombinanten Enzyme wurden stabil in E. coli mit HrmR coexprimiert. Die
Hormaomycinfusionen waren aktiv und zeigten in etwa die gleiche Substratspezifitat und Aktivitat wie
die nativen, die zentralen Abschnitte enthaltenden, A-Domanen. Die Ergebnisse dieser Experimente
geben Einblicke in die Evolution der Hormaomycin-A-Doméanen und zeigen neue Strategien fiir die

kombinatorische Biosynthese von nichtribosomalen Peptiden auf.

Im dritten Teil wurden die ersten bekannten, natiirlich gebildeten Analoga des Hormaomycins aus
einem Extrakt eines Hormaomycin-Uberproduktionsstammes isoliert und deren Strukturen
anschlielend aufgeklart. Hormaomycin Al ist ein Deschlorohormaomycin, wogegen in Hormaomycin
A2 Valin statt Isoleucin in das Peptid eingebaut wurde. Hormaomycin A3 und A4 tragen jeweils ein
Leucin, Hormaomycin A5 zwei Leucine statt (3-Ncp)Ala im Molekil. Der Einbau der proteinogenen
Aminosduren in Hormaomycin A2-5 korrespondiert sehr gut mit den Ergebnissen der A-Domanentests
und demonstriert die Anwendbarkeit dieser Tests fur zukilnftige Mutasyntheseexperimente. Die
Aktivitaten der isolierten Analoga werden weitere Einblicke in die Struktur-Wirkungsbeziehungen von

Hormaomycin geben.
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Presented here are the results carried out on the elucidation of the biosynthesis, evolutionary
investigations on the adenylation domains and studies on the flexibility of the biosynthetic machinery
of the bacterial peptide hormaomycin. Hormaomyecin, produced by Streptomyces griseoflavus W-384,
bears several interesting biological activities. In addition, hormaomycin has a unique and interesting
structure; it is a cyclic peptide lactone with eight building blocks, seven of which are non-
proteinogenic. Some of these building blocks are unprecedented, such as (3-nitrocyclopropyl)alanine
[(3-Ncp)Ala], 4-(Z-propenyl)proline [(4-Pe)Pro] and 5-chloro-N-hydroxypyrrole-2-carboxylic acid
[Chpca]. Previous precursor-directed biosynthetic experiments showed an unusually flexible
biosynthetic machinery. In the Piel group, the putative biosynthetic gene cluster of hormaomycin was
isolated and sequenced. Analysis of the sequence revealed that hormaomycin is assembled by a
nonribosomal peptide synthetase (NRPS).

In the first part of this work, the biosyntheses of the unique building blocks were partially elucidated
with heterologous expressions of various biosynthetic genes in E. coli. Bioinformatic analyses could
assign two gene candidates with unknown function, hrml and hrmJ, to the (3-Ncp)Ala biosynthetic
pathway. For both enzymes no close homologs are known. Feeding of (3-Ncp)Ala to a knock-out
mutant of hrml could complement hormaomycin production, proving that Hrml belongs to this
precursor pathway. HrmJ, a a-ketoglutarate-dependent oxygenase, is hypothezised to catalyze the first
step of the (3-Ncp)Ala pathway. The enzyme was heterologously expressed in E. coli and purified in
high yields. Enzymatic assays with HrmJ and lysine produced a new product that was detected by
mass spectrometry. The results provide evidence for a hydroxylated lysine with a terminal oxime
moiety. Hrml is a putative oxidase that could belong to a new enzyme family. (4-Pe)Pro was shown to
be synthesized from tyrosine and dihydroxypenylalanine (L-DOPA), analogous to the lincomycin
pathway. HrmF, a L-DOPA dioxygenase, catalyzes ring opening of the catechol leading to formation
of a unstable, yellow pyrroline intermediate. In this work, HrmF was kinetically characterized and
shown that the enzyme has catalytic efficiency of around 160 times higher than its homolog from the
lincomycin pathway, LmbB1. The high activity, very relaxed substrate specificity and high protein
yields make HrmF a good candidate for chemoenzymatic synthetic utility. The starter unit of
hormaomycin biosynthesis, Chpca, was proposed to be synthezised from proline covalently bound to
HrmL, a peptidyl carrier protein (PCP) through bioinformatic analyses. In this work, HrmK and HrmL
were heterologously expressed and purified. The Acyl-CoA synthetase HrmK was characterized in a
mass spectrometry based assay. Proline was shown to be activated very selectively and quantitatively
in the assay. Analogs of proline could be activated only in trace amounts. For HrmL, 4'-

phosphopanthetheinylation was observed by mass spectrometry.
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The second part of this work deals with the characterization of the adenylation domains (A domains)
of the hormaomycin NRPS. All seven A domains could be heterologously expressed and isolated. It
was shown that all A domains need HrmR, a MbtH-like protein, for their catalytic activities. Hence,
HrmR was coexpressed with the adenylation domains. For the protein complex, a stochiometric ratio
of 1:1 was determined. The proteins were comprehehensively characterized in a mass spectrometry-
based assay and further purified by FPLC to remove false positive activities. For HrmO3, and
HrmP1,, (8-Me)Phe was shown to be the native substrates. HrmO1, and HrmO4, activate (3-Ncp)Ala
to a great extent; the second preferred substrate was shown to be leucine [around 10% compared to (3-
Ncp)Ala]. HrmO2, adenylates threonine very selectively and HrmP3, shows a high turnover for (4-
Pe)Pro. HrmP3, can additionally activate a proline derivative with an ethinyl side chain. This result is
very promising in terms of mutasynthetic experiments, to yield a hormaomycin derivative with an
alkinyl side chain. This hormaomycin could then be used in pull-down experiments for the
identification of the molecular target of hormaomycin. HrmP2, was shown to activate valine in vitro,
which fits to the bioinformatic prediction. However, in vivo, isoleucine is incorporated into
hormaomycin. This discrepancy has yet to be elucidated. Multiple hormaomycin A domains exhibit
high sequence identity at their N- and C-termini (around 200 amino acids in each case). This
suggested an exchange of the central DNA stretches of the domains might have occurred during
evolution, and thus an exchange of substrate specificity via recombinatoric events. To test this
hypothesis experimentally, five recombinant A domains were constructed, all of them having the same
sequence of HrmO3, at their N- and C-termini. Three central DNA stretches originated from
hormaomycin A domains on the one hand while the other two were taken from adenylation domains of
the NRPS of the “calcium-dependent antibiotic” (CDA) from Streptomyces coelicolor A3(2). All five
recombinant enzymes were coexpressed with HrmR in E. coli. The hormaomycin fusions were active
and showed virtually the same substrate specificity and enzymatic turnover as the native central-
domain containing enzymes. The results of this study give new insights into the evolution of the
hormaomycin adenylation domains and point to a combinatorial exchange of substrate specificities.
This study could lead to new, evolution-based strategies for nonribosomal peptide combinatorial

biosynthesis.

In the third part, the first known natural hormaomycin analogs were isolated from an extract of a
hormaomycin overproducing strain and their structures were subsequently elucidated. Hormaomycin
Al is a dechlorohormaomycin, while in hormaomycin A2, valine was shown to be incorporated
instead of isoleucine. Hormaomycin A3 and A4 have one leucine each and Hormaomycin A5 harbors
two leucines instead of (3-Ncp)Ala. The incorporation of the proteinogenic amino acids into
hormaomycin A2-5 corresponded well with the the results of the A domain assays and demonstrates
the applicability of these tests for mutasynthetic experiments in the future. Furthermore, the
bioactivities of the isolated analogs will give further insights into the structure-activity relationships of

hormaomycin.
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3.1 Biologie und Signalstoffe der Streptomyceten

Bakterien bilden die gréfite Gruppe von Organismen und haben fiir den Menschen in vielerlei Hinsicht
wichtige Bedeutungen: Unter anderem haben sie grofen Einfluss als Krankheitserreger, als
symbiotische Organismen sowie in der Lebensmittel- und Biotechnologie. Bedeutend ist auch der
ausgepragte sekundédre Metabolismus der Bakterien. Die Menschheit hat sich die vielféltigen
biologischen Aktivitaten bakterieller Stoffwechselprodukte zunutze gemacht. Eine besonders wichtige
Bakteriengruppe fir den Menschen ist die Ordnung der Actinomycetales, da deren Vertreter extrem
viele biologisch aktive Substanzen produzieren, von denen viele als Therapeutika aus der heutigen
Medizin nicht mehr wegzudenken sind.** Von den mehr als 5000 bekannten Antibiotika werden mehr
als zwei Drittel von Actinomyceten synthetisiert.®> Naturstoffe aus Actinomyceten machen heute ein

Milliardenvolumen auf dem Arzneimittelmarkt aus.*
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Abb. 3-1: Einige medizinisch verwendete Stoffwechselprodukte von Streptomyceten

Als herausragende Beispiele sind Zytostatika wie Actinomycin (1)° und Immunsuppressiva wie
Rapamycin (2)° zu nennen. Besonders zahlreich sind die Antibiotika aus den verschiedensten
Stoffklassen, wie die B-Lactame [Beispiel Clavulansaure (3)],” Makrolide [Beispiel Rifamycin B (4)],°
Tetracycline (5),° oder Aminoglykoside [Beispiel Streptomycin (6)]."° Abbildung 3-1 zeigt die

Strukturen dieser Substanzen. Actinomycin (1) und Streptomycin (6) waren die ersten Antibiotika, die
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Selman A. Waksman, einer der Pioniere der Antibiotikaforschung, in den 1940er Jahren aus der

Fermentationsbriihe von Streptomyces griseus isolieren und charakterisieren konnte.™*?

Die Gattung Streptomyces ist die artenreichste der Actinomyceten. Streptomyceten sind an extreme
Lebensbedingungen angepaft, sie sind vor allem im Erdboden und in marinen Habitaten zu finden.
Die Streptomyceten sind Einzeller, haben aber als eine der wenigen Prokaryoten die Fahigkeit zu
Mycelienbildung entwickelt. AuBerdem kdnnen sie, ahnlich wie Bacillus-Arten, Sporen bilden, die
lange Perioden auch bei Trockenheit Uberdauern kénnen. Der Lebenszyklus von Streptomyceten ist

komplex™*®

und &hnelt dem von Pilzen. Sie formen bei ausreichendem Nahrungsangebot aus einer
Spore ein vegetatives Mycelium, das aus sich verzweigenden Hyphen besteht (vergleiche Abb. 3-2).
Wenn das Nahrungsangebot wieder knapper wird, werden weitere morphologische Verénderungen
eingeleitet. Es bildet sich ein sogenanntes Luftmycel aus langen, gestreckten Hyphen aus, das aus der
wassrigen Umgebung in die Luft wachsen kann. Dort bildet es durch eine kontrollierte Form der
Zellteilung wieder Kompartimente aus, die sich durch Verdickung der Zellwéande und Bildung eines

grauen Pigmentes wieder in Ketten von Sporen differenzieren. Diesen Vorgang nennt man

Sporulation.
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Abb. 3-2: Der Lebenszyklus von Streptomyceten (aus http://openwetware.org/wiki/ Streptomyces:Other_Bits/
An_Introduction_to_Streptomyces, © Jim Hunter, Goss Laboratory).

Der sekunddre Metabolismus von Streptomyceten ist, wie oben erwahnt, dulerst vielfaltig. Durch die
Sequenzierung des Genoms von Streptomyces coelicolor A3(2)'" und weiterer Streptomycetengenome
zeigte sich, dass Streptomyces-Arten eine Vielzahl von Biosynthesegenclustern flir bioaktive
Metaboliten besitzen."® Viele Produkte dieser Gencluster sind bis heute nicht bekannt. Die Vielfalt an

Genclustern zeigt, dass diese Bakterien fiir den Kampf gegen diverse Umwelteinflisse und Feinde mit
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einem Arsenal aus Substanzen mit verschiedenen Wirkungen ausgestattet sind. Im Laufe der
Evolution haben zum Beispiel horizontaler Gentransfer, Mutationen und Rekombination von DNA-
Abschnitten zu dieser auBergewdhnlichen Vielfalt an sekundaren Metaboliten gefiihrt."*** Gerade die
sehr komplexe Umgebung des Erdbodens, die Tatsache, dass Streptomyceten unbeweglich sind und
der hohe Stress (chemischer, biologischer, physikalischer), haben laut Bentley et al. die Evolution der
Metabolitenproduktion beschleunigt.*” Challis und Hopwood heben auBerdem Synergieeffekte, wie sie
zum Beispiel bei Clavulansiure und anderen R-Lactamen® oder bei dem Zweikomponenten-

antibiotikum Streptogramin® auftreten, als Antrieb fiir die Evolution von Genclustern hervor.?

Es gibt starke Evidenz dafiir, dass die Produktion von sekunddren Metaboliten mit der Bildung von
Luftmycel assoziiert ist."** Das wird auch aus der Beobachtung deutlich, dass Streptomyceten in ihrer
naturlichen Lebenswelt dann Antibiotika produzieren, wenn die unmittelbare Umgebung nahrstoffarm
ist, und die Phase der Luftmycelbildung beginnt.®® Wie wird nun die Produktion von
Sekundérmetaboliten und Luftmycelbildung koordiniert? Zum Beispiel ist in den Genclustern von
Actinorhodin in Streptomyces coelicolor und Streptomycin (6) in Streptomyces griseus nur ein
einziges Regulatorgen kodiert.® Dieser Wachstumsfaktor, im Falle von 6 strR, ist von einem direkten
Signalaktivator, AdpA, kontrolliert.”” Die Transkription dieses Aktivators wird von einem vy-
Butryrolacton, genannt A-Faktor (7) (vgl. Abb. 3-3), aktiviert.

A-Faktor-Synthetase A-Faktor (7) A-Faktor-Rezeptorprotein
(Repressor)

OH
|
Ooy

Biosynthese-
gene von
Streptomycin

SapB /

Bildung von Luftmycel

Bildung von
Septen

0

Sporulation

Abb. 3-3: Die Regulation der Streptomycinbiosynthese und der morphologischen Differenzierung durch den A-
Faktor (nach %). Pfeilspitzen indizieren Aktivierung, wohingegen Ovale am Ende des Pfeils eine Repression
indizieren.




3 Einleitung

Dieser A-Faktor (7) bindet an ArpA, einen Repressor der Transkription von adpA. Die Biosynthese
von Streptomycin ist aber auBerdem noch durch andere Faktoren, wie z.B. den Transkriptionsfaktor
AtrA® {iber StrR reguliert. AdpA bindet nicht nur an das Aktivatorgen der Streptomycinbiosynthese,
sondern kann auch das Wachstum von Luftmycel und Sporen induzieren. Es sind bis heute mehrere
Targets von AdpA identifiziert worden: ssgA, das fur die Ausformung von Septen bei der
Sporenbildung notwendig ist,® und einige Gene die fiir essentielle Proteine in der Luftmycelbildung
kodieren. Dazu gehoren unter anderem ein extracytoplasmatischer o-Faktor,® die Metallo-
endopeptidase SgmA,** und AmfR, ein Regulator des amf-Operons. Dieses ist fiir die Expression eines
lanthioninartigen Peptides, SapB, verantwortlich.*® SapB besitzt aber keine antibiotischen
Eigenschaften, sondern kann als hydrophobes Peptid tensidartig die Oberflachenspannung senken, und
erleichtert so die Aufrichtung der Zelloberflache aus wassriger Umgebung in die Luft, die Initiation
der Luftmycelbildung.®*3* SapB wurde erstmals im anderen Modellorganismus der Streptomyceten,
Streptomyces coelicolor, entdeckt. In diesem Organismus scheint die Regulation der Luftmycelbildung
komplexer zu sein als in S. griseus, einige Elemente sind aber konserviert. Es gibt Orthologe zu den
dargestellten Aktivatoren. Das amf-Operon fiir die Produktion von SapB heifRt hier ram-Operon,®
bldH &hnelt adpA®* und der o-Faktor BIdN ist das Ortholog des AdpA-c-Faktors.®’” Die essentiellen
Gene fir die Luftmycelbildung in S. coelicolor wurden bld genannt, nach dem englischen Wort bald
(kahl), da die Mutanten dieser Gene kein Myecel bilden kénnen. bldH enthalt ein in Streptomyceten
auBerst seltenes TTA-Codon, dessen Translation durch die Expression der Leucyl-tRNA BIdA
reguliert wird.*® AuRerdem existiert in S. coelicolor noch ein weiterer, zum gerade beschriebenen
Mechanismus komplementarer Weg zur Luftmycelbildung. Er wird auf ndhrstoffarmem Medium
induziert und filhrt zur Bildung von sogenannten Chaplins.***° Diese kleinen Proteine formen
fibrillenartige Strukturen aus, die ihrerseits wie SapB hydrophobe Oberflachen haben, und ebenso zur
Ausbildung von Luftmycelium fihren.*** Die Regulation der Luftmycelbildung ist in diesem
Organismus sehr komplex und noch nicht vollstandig verstanden. Es scheint in S. coelicolor mehrere
aktivierende, hemmende und verstirkende Querverbindungen zwischen diesen beiden

Aktivierungskaskaden zu geben. Fir tiefergehende Informationen sei auf die Literatur verwiesen.'**

Der sekundére Metabolismus in Streptomyceten ist aulerdem durch andere Faktoren, wie zum
Beispiel das Kohlenstoff-, Phosphat- und Stickstoffangebot und die Produktion von N-
Acetylglucosamin reguliert.”*® Es gibt aber auch immer mehr Evidenz fiir weitere, artspezifische
Effektoren von Wachstum und Sekundarmetabolismus.”” Neben dem oben erwéhnten A-Faktor (7)
sind bis zum heutigen Tage 13 weitere y-Butyrolactone aus verschiedenen Streptomyces-Arten isoliert
worden.**® Den y-Butyrolactonen chemisch und von der Wirkweise recht &hnlich sind die
Methylenomycinfurane (8),* Furancarbonsauren, die zuerst aus Streptomyces violaceoruber isoliert
wurden.”® Sie erhdhen die Produktion des Antibiotikums Methylenomycin. Autoinduzierend wirken
auch das AMP-Analogon B-Faktor (9)** oder das Diaminotetrol PI-Faktor (10) aus Streptomyces

natalensis.® Fiir die Pamamycine (11), Polyketide aus Streptomyces alboniger,” wurde dagegen

8
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gezeigt, dass sie in geringen Konzentrationen Wachstum und Antibiotikaproduktion auch in

verschiedenen anderen Streptomyces-Arten induzieren kénnen.>*>

Neben Proteinen wie dem C-Faktor®® gibt es auBerdem niedermolekulare Peptide wie das Goadsporin
(12) oder das Hormaomycin (13) (siehe Abb. 3-4), die ebenso in nanomolaren Konzentrationen die
Antibiotikaproduktion und das Wachstum von vielen verschiedenen Streptomyceten fordern.*®*” Da
sie ein sehr breites Wirkspektrum besitzen, wird angenommen, dass sie in die oben beschriebenen
Signalketten, die zur Mycelbildung und Antibiotikaproduktion fiihren, eingreifen. Goadsporin (12),
ein lineares Peptid aus Streptomyces sp. TP-A0584,” konnte ebenfalls ein breites Spektrum von
Streptomyceten anregen. Es besitzt eine Reihe von Oxazolen und Thiazolen, die aus Serin- Threonin-
und Cysteinresten posttranslational gebildet werden.* Hormaomycin (13), der Gegenstand dieser
Arbeit,>"® ist das strukturell auBergewdhnlichste der genannten bakteriellen Hormone und zeigt eine
ganz &hnliche Wirkung wie Goadsporin. Im Gegensatz zu Goadsporin (12) wird Hormaomycin (13)
aber nichtribosomal synthetisiert (siehe Abschnitt 3.2).°* Weitere Informationen iber 13 befinden sich
im Abschnitt 3.4. Vergleichende Untersuchungen zum Wirkmechanismus von Hormaomycin und
Goadsporin sind derzeit Forschungsgegenstand in den Arbeitsgruppen Piel (Universitat Bonn) und
Onaka (Toyama University).

NH,

N
LY
H N
COOH NH, OH
o X Ho\ﬂ\POH
OH O:P OH HO NH,
A-Faktor (7) Methylenomycinfuran A (8 B-Faktor (9) PI-Faktor (10) Pamamycin 621 A (11)

»&ﬁﬁﬁ%%ﬁfkﬁwﬂé%%%wﬂmw

Goadsporin (12)

HN\]\;
i~ 4NO,
N ¢}
>
cl “oH Hormaomycin (13)

Abb. 3-4: Niedermolekulare Signalstoffe in Streptomyceten
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3.2 Nichtribosomale Peptidsynthetasen (NRPS)

Wie seit den 1950er Jahren bekannt ist, werden Peptide und Proteine in Organismen grundsétzlich am
Ribosom synthetisiert.”® Es existieren aber auch vom Ribosom unabhéngige Mechanismen, Peptide als
Produkte des Sekundéarstoffwechsels zu synthetisieren. Einige dieser nichtribosomalen Peptide (NRP)
haben auch fir den Menschen als Arzneistoffe eine wichtige Bedeutung.®* Nichtribosomale Peptide,
die in der heutigen Medizin eine wichtige Rolle spielen, sind unter anderem das Lipopeptid
Daptomycin (14)% und das Glycopeptid Vancomycin (15),%° die als Antibiotika eingesetzt werden.
AuBerdem sind das immunsuppressiv wirkende Ciclosporin (16)°” und das antitumoral wirkende
Bleomycin A, (17) als Hauptkomponente des Zytostatikums Bleomycin® (siehe Abb. 3-5) zu nennen.
Ein wichtiges Merkmal nichtribosomal synthetisierter Peptide ist, dass sie oft eine betréchtliche
Anzahl an nicht-proteinogenen Aminosauren enthalten. Mehr als 300 verschiedene Bausteine wurden

in nichtribosomalen Peptiden identifiziert.*

Vancomycin (15) (Amycolatopsis orientalis) Bleomycin A, (17)(Streptomyces verticillus)

Abb. 3-5: Einige medizinisch eingesetzte nichtribosomale Peptide
Die Geschichte der Erforschung der NRP beginnt im Jahr 1963, als Tatum und Mitarbeiter bewiesen,

dass die Biosynthese des Antibiotikums Tyrocidin (18), produziert von Bacillus brevis, durch einen

vom Ribosom unabhéngigen Mechanismus stattfindet.”* Dies wurde dadurch belegt, dass die
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Proteinbiosynthese durch Antibiotika wie Chloramphenicol gehemmt wurde, nicht aber die
Biosynthese von 18. In den folgenden Jahren konnten immer mehr Einsichten in die Biosynthese
dieser nichtribosomalen Peptide gewonnen werden. Besonders Fritz Lipmann und Mitarbeiter konnten
entscheidende Erkenntnisse tber die Mechanismen der Aktivierung, Bindung und Kondensation der

Aminosauren gewinnen.’* "

Die NRP werden nach einem sogenannten Thiotemplatmechanismus synthetisiert. Das bedeutet, dass
jede Aminoséure durch Uber eine Thioesterbindung an eine SH-Gruppe im Enzym gebunden wird.
Diese SH-Gruppe gehdrt, wie unten beschrieben, zu einem 4"-Phosphopanthetheinylrest, der mit dem
Enzym verknlpft ist (siehe Abb. 3-8). An diesen Thioestern wird durch Transpeptidierungen und
Transthiolierungen die Peptidkette generiert. Mit der Isolierung und Sequenzierung der
Biosynthesegene von Tyrocidin (18) konnten entscheidende Einsichten in den Aufbau der
Biosyntheseenzyme dieser Peptide gewonnen werden.” Nichtribosomale Peptide werden an riesigen
Enzymkomplexen, den nichtribosomalen Peptidsynthetasen (NRPS) hergestellt.”*"® Deren Aufbau ist
modular, das bedeutet, dass die Megaenzyme baukastenartig aus Enzymmodulen zusammengesetzt
sind. Die Module setzen sich ihrerseits wiederum aus definierten Domanen zusammen, von denen jede
eine bestimmte Funktion im Zusammenbau des nichtribosomalen Peptids hat. Eine NRPS kann aber,
wie auch im Falle des Hormaomycins,® (siche Abschnitt 3.4) aus mehreren ,,open reading frames*
(ORF) bestehen. Ein Modul ist im Normalfall aus einer Abfolge von Kondensationsdoméne (C-
Domane), Adenylierungsdomane (A-Doméne) und Peptidyl-carrierprotein (PCP oder T-Domane)
aufgebaut. Am Ende des letzten Moduls befindet sich meistens eine Thioesterasedoméne (TE-
Domane), die das fertige Peptid vom Enzym abldst. Es gibt aber auch andere Domanen in der NRPS,
die die Struktur des gebundenen Peptids verdndern, wie Epimerase-(E), Zyklisierungs-(Cy) und
Methyltransferase-(MT)-Domaénen. Diese einzelnen Domanen sollen in den Kapiteln 3.2.1 und 3.2.2
naher erlautert werden. Schematisch ist eine NRPS am Beispiel der Tyrocidinsynthetase in Abbildung
3-6 dargestellt.
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Abb. 3-6: Die Biosynthese des Tyrocidins (18) an der Tyrocidinsynthetase. A=Adenylierungsdomane;
E=Epimerasedomdne; C=Kondensationsdoméne; TE=Thioesterasedoméne
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Die meisten bakteriellen NRPS folgen der sogenanten Kolinearitéatsregel, das heilit, jedes Modul ist fr
die Aktivierung und den Einbau von genau einer Aminoséure verantwortlich. Da die wachsende
Peptidkette von Modul zu Modul weitergereicht wird, kann man aus der Abfolge der Module auf das
Produkt und umgekehrt vom NRP auf die Struktur der NRPS schlielen. Dazu sind bioinformatische
Methoden zur Entschlisselung der Substratspezifitit der Module notwendig. Diese Substratspezifitat
wird hauptsachlich durch das aktive Zentrum der Adenylierungsdomanen (A-Doménen) (siehe 3.2.1)
determiniert. Die Entschliisselung des ,nichtribosomalen Codes durch zwei unabhéngige
Arbeitsgruppen’®®! hat es ermdglicht, einerseits Gencluster fiir viele bekannte nichtribosomale Peptide
zu finden, aber auch durch ,,genomic mining“ aufgrund vorhandener Gensequenzen neue Naturstoffe
vorherzusagen und zu isolieren.®*® Dariiber hinaus sind in Bakterien Hybride aus NRPS und
Polyketidsynthasen (PKS) weit verbreitet: Die Polyketidbiosynthese funktioniert nach einem
ahnlichen Thiotemplatmechanismus, in der Natur was die Kombination von Modulen aus beiden
Biosynthesewegen erlaubt.?* Prominente Beispiele fiir natiirlich vorkommende NRPS/PKS-Hybride
sind z.B. das Immunsuppressivum Rapamycin (2) (Abb. 3-1) und das antiproliferativ wirkende
Bleomycin (17) (Abb. 3-5).

Es gibt aber auch Ausnahmen von der Kolinearitatsregel. Bei Dimeren, wie dem marinen Chinoxalin
Echinomycin, werden alle Module zweimal durchlaufen, bevor an der Thioesterase Uber zwei
Esterifizierungen die Monomere zum Dimer verknipft werden.®® Auch die Thioesterasen von
Gramicidin S* und Enterobactin®’ arbeiten iterativ und katalysieren die Di- bzw. Trimerisierung der
assemblierten Peptidketten. In der Nocardicin-NRPS befinden sich funf Module statt aufgrund des
Molekiils zu erwartenden drei Modulen.® Eine kiirzlich erschienene Studie zeigt aber, dass alle funf
Module in der Biosynthese des Tripeptids involviert sind.?® Die Inaktivierung jeder einzelnen PCP-
Domane fiihrte zu einer nichtproduzierenden Mutante. Ein Vergleich der Biosynthesegencluster der
drei antitumoralen Substanzen Bleomycin (17), Tallysomycin und Zorbamycin zeigte, dass alle drei
NRPS eine unterschiedliche Anzahl von Modulen besitzen, obwohl die Produkte von der

Aminosaurenanzahl identisch sind.*

Neben den oben dargestellten NRPS gibt aber auch iterative NRPS. Hier werden einzelne Module fir
die Synthese eines Molekils mehrfach benutzt. Diese NRPS kommen hauptsachlich in Eukaryoten

91,92
1

vor aber es gibt auch bakterielle Beispiele. Das Oligopyrrolantibiotikum Congocidin aus

Streptomyces ambofaciens wird an einer NRPS mit einer einzigen A-Doméne assembliert.*®
3.2.1 A-Domanen

Die Adenylierungsdomdne (A-Doméne) katalysiert die sogenannte Adenylierung der einzubauenden
Aminosdure, d.h. die Aktivierung durch Bildung eines Aminoacyl-intermediates aus Aminosaure und

Adenosintriphosphat (ATP) (siehe Abb. 3-7 a). AnschlieRend wird diese aktivierte Aminoséure unter
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Abspaltung von Adenosinmonophosphat (AMP) auf eine terminale Sulfhydrylgruppe im aktiven
Zentrum der PCP-Domaéne (bertragen (Abb. 3-7 b).

PP
a) R R |c|)
. O aTP O—P—0—Adenosin
HsN *HN |
o] o
PPi ©

b) R o AMP o
I ) . f
*HyN O—IT—O—Adenosm + HS~+PCP-Doméane o N)ﬁ(swpcp.noméne
o 3
(¢]

(o}

Abb. 3-7: Aktivierung (a) und Ubertragung auf das Peptidylcarrierprotein (PCP) (b) von Aminosauren durch die
A-Doméne.

Durch die 1997 publizierte Aufklarung der Kristallstruktur von PheA, dem Phenylalanin aktivierenden
ersten Modul der Gramicidinsynthetase,® konnten wichtige Einsichten in die Struktur und den
Aktivierungsmechanismus einer A-Domane gewonnen werden. Demnach ist die A-Domane aus einer
kleineren, etwa 100 Aminosauren (AS) umfassenden C-terminalen Subdoméne und einer gréReren,

t.% Das aktive Zentrum ist an

ungefédhr 400 Aminosduren langen, N-terminalen Subdoméne aufgebau
der Verbindungsflache zwischen diesen Subdomdnen lokalisiert, wobei fast alle fur die
Substraterkennung wichtigen Aminosdure-Positionen Teil der C-terminalen Doméne sind. Weitere
gewonnene Kristallstrukturen zeigen, dass die Struktur von vielen Acyl-Adenylat generierenden
Enzymen sehr &hnlich ist, wie z.B. bei der freistehenden, 2,3-Dihydroxybenzoat-aktivierenden
Doméne EntB aus der Bacillibactin-Biosynthese,* aber auch bei der Acetyl-CoA-Synthase®” oder der
Luciferase der Leuchtkéfer.®® Deshalb wurde fiir diese Superfamilie der Name ,,ANL* (Acyl-CoA-

Synthetasen, NRPS-Adenylierungsdoménen, Luciferasen) vorgeschlagen.”

In der Bindetasche von PheA wurden zehn Aminosdurereste ausgemacht, die mit der aktivierten
Aminoséaure interagieren. Eine bioinformatische Analyse aller bis dahin publizierten Sequenzen von
A-Domaénen ergab, dass sich diese Aminosaurereste je nach Substrat unterscheiden, und dass man in
den meisten Féllen aus der Sequenz dieser zehn Aminosduren auf das aktivierte Substrat schlieRen
kann. Diese Aminosauresequenz wird als nichtribosomaler Code (,,nonribosomal code®) bezeichnet
und erlaubt in vielen Féllen eine funktionelle Vorhersage der A-Doménen.”*® Der nichtribosomale
Code wurde spater noch auf acht Aminosauren reduziert (Position 236, 239, 278, 299, 301, 322, 330,
331 von PheA) da die Positionen 235 (Asp) bzw. 517 (Leu) bei allen sequenzierten A-Doménen
nahezu invariant sind. Erstere ist in die Bindung der a-Aminogruppe der gebundenen Aminoséure

involviert, letztere in die Bindung der a-Carboxygruppe.

Die Bestimmung des nichtribosomalen Codes hat viele Forscher herausgefordert, durch Mutationen
der involvierten Aminosauren die Substratspezifitat der A-Doméne zu verandern. In der Studie von

Stachelhaus et al. anderte sich die Spezifitit der A-Doméane AspA aus der Surfactinsynthetase durch
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Austausch einer einzigen Aminoséure (His322Glu) von Asparaginsaure zu Asparagin.” AnschlieRend
konnten Eppelmann et al. durch Austausch einer einzigen Aminoséure (Lys239GIn) der A-Domane
GIuA aus der Surfactinsynthetase die Substratspezifitadt des Enzyms von Glutaminsdure zu Glutamin
verdndern.*® In einem strukturbasierten, bioinformatischen Ansatz gelang es Chen et al. die
Substratspezifitét der kristallisierten A-Doméane PheA* durch einen eigens entwickelten Algorithmus
und dann nachfolgenden einzelnen Mutationen im aktiven Zentrum die Substratspezifitdt von
Phenylalanin zu dndern. So liel} sich das bevorzugte Substrat von Phenylalanin zur ungeladenen
Aminosdure Leucin, aber auch zu den geladenen Aminosauren Arg, Glu, Lys, und Asp dndern. Die
mutierten Enzyme hatten aber durchweg eine geringere katalytische Aktivitat als der Wildtyp

(maximal 16%).*

In vielen Fallen besitzen die A-Domanen eine gewisse Flexibilitat hinsichtlich der Substraterkennung.

1.8 Somit kommt es oft zu natiirlichen

Das ist besonders bei hydrophoben Aminoséureresten der Fal
Strukturvarianten von nichtribosomalen Peptiden. Das cyclische Dekapeptid Tyrocidin (18) besteht
beispielsweise aus vier verschiedenen Verbindungen, die sich untereinander in zwei Aminosaure-

Positionen (Phe und Tyr) unterscheiden.'™

Von den ,,calcium-dependent antibiotics™ (CDA) (20) sind
insgesamt sechs verschiedene natiirliche Varianten isoliert worden, die sich an drei Aminoséureresten
unterscheiden (vgl. Abb. 3-16).1% Vom Immunsuppressivum Ciclosporin (16) (Abb. 3-5) sind sogar

ca. 30 Strukturvarianten bekannt.'%

Die Evolution von A-Doménen und damit von NRPS-Genclustern ist in den Microcystinen, die von
yerschiedenen Cyanobakterienarten synthetisiert werden, untersucht worden. Christiansen et al.
konnten interessante Erkenntnisse tber die Evolution von A-Domdénen der Anabaenopeptine aus
Planktothrix-Arten gewinnen. Durch phylogenetische Analysen konnten Einsichten in die Evolution
dieser A-Doménen und ihrer Spezifititen aus gemeinsamen Vorlaufern gewonnen werden.'™ Die
Spezifitdten homologer A-Domanen haben sich durch Punktmutationen in Aminosaureresten in der
Bindetasche verandert. Bei den Microcystinen und den Aeruginosinen haben rekombinatorischer
Austausch von A-Doménen zur Bildung von neuen NRPS, und damit neuen Peptiden gefiihrt.'%>*%
Das konnte durch Sequenzanalysen gezeigt werden. Tooming-Klunderud et al. konnten nicht nur
Austausch von ganzen A-Domanen, aber auch Rekombinationspunkte in A-Domanen im Microcystin-

Operon ausmachen, die zu einer zusétzlichen Varietat der Microcystine gefiihrt haben.'®’

Klassischerweise wird die Substratspezifitit der A-Doménen in vitro, das hei8t isoliert im
ReaktionsgefaR, mit dem ATP/Pyrophosphat-Austauschassay ermittelt.'® In diesem Assay wird der
Austausch von natiirlichem Pyrophosphat und markiertem, im Uberschuss zugesetzten 3P-
Pyrophosphat gemessen. Aus der Rate des Austauschs lassen sich Riickschliisse auf das AusmaRe der
Aminosdurenaktivierung schliefen. Einen modifizierten, massenspektrometrisch basierten Assay mit

109

einem stabilen Sauerstoffisotop (180), das nicht radioaktiv ist, haben Phelan et al. entwickelt.”™ Dieser

Assay wird auch in dieser Arbeit verwendet (siehe Abschnitt 5.4.4, Abb. 5-54). Dorrestein et al. haben
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einen ebenfalls massenspektrometrisch basierten Assay publiziert, in dem der AT-Didoméne ein Pool

von Aminosauren angeboten wird, und nur das préferierte, gebundene Substrat detektiert wird.™

3.2.2 Andere Domanen der NRPS

Peptidylcarrierproteine (PCP) sind kleine, 80-100 Aminoséuren lange Proteine, die entweder
freistehend, aber auch als Teil von NRPS vorkommen konnen.”™* Um Aminosduren von der A-
Doméne aufnehmen zu konnen, missen die PCP phosphopanthetheinyliert werden. Bei dieser
Reaktion wird ein Phosphopanthetheinylrest (4"-Ppant) aus Coenzym A (19) an ein Serin, das in
einem konservierten GGXS-Motiv liegt, im aktiven Zentrum des Proteins angehéngt. Dies geschieht
durch die Aktivitét einer Phosphopanthetheinyltransferase (PPTase).*** 3",5"-ADP wird freigesetzt und
das Serin besitzt nun einen etwa 20 A langen, beweglichen Rest mit einer terminalen
Sulfhydrylgruppe (-SH) (vgl. Abb. 3-8). Dieser ist gut zuganglich fiir nucleophile Substitutions-
reaktionen. Die unmodizierte Form der PCPs wird als apo-Form, der phosphopanthetheinylierte

Zustand als holo-Form bezeichnet. Das PCP selber scheint kaum Substratspezifitat zu besitzen.'*

° Coenzym A (19)
b —OH
l;l/\\N HO, K\
S S
LR oSS I N S
NQ/N (0] O/é_\o/é-\o%( \/\[( ~"sH 3",5-ADP
o o
? PPTase Q
HO o SH
o=p—0
apo-PCP (\)

holo-PCP

Abb. 3-8: Phosphopanthetheinylierung durch Phosphopanthetheinyltransferasen (PPTasen). Die PPTase
Ubertragt eine 4°-Phosphopanthetheinylgruppe aus Coenzym A (19) auf ein Serin eines apo-
Peptidylcarrierproteins (PCP). Es entsteht ein holo-PCP mit einer terminalen —SH-Gruppe.

Die Kondensationsdoménen (C-Doménen) sind fir die Verlangerung der Peptidkette verantwortlich.
Sie katalysieren die Kondensationsreaktion zwischen der Peptidylkette, die an das 4 -Ppant des in der
Enzymkette stromaufwarts gelegenen PCP gebunden ist, und der Aminoséure, die an das stromabwarts
gelegene PCP gebunden ist (vgl. Abb. 3-9). Kristallisationsstudien der freistehenden C-Doméane VibH
aus der Vibriobactinbiosynthese zeigen die Existenz eines Losungsmittelkanals, der von beiden Seiten

der C-Domane zugénglich ist.™** Es wird postuliert, dass sowohl der 4-Ppant-Arm der stromaufwérts
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(Donor), als auch der stromabwarts (Akzeptor) liegenden PCP-Domane durch diesen Tunnel das

aktive Zentrun, in dem die Kondensation stattfindet, erreichen konnen.

Das aktive Zentrum enthalt ein charakteristisches Motiv mit konservierten Histidinen (HHxxxxDG),**®

das sich als essentiell fir die katalytische Aktivitat herausstellte.*® Die Substratspezifitat der C-
Domane wird als eher breit angesehen,**” wobei durch Fitterungsexperimente mit Aminoacyl- oder
Peptidyl-N-acetylcysteaminthioestern (SNACS) gezeigt wurde, dass es Unterschiede zwischen Donor-
und Akzeptorseite gibt.”” So gibt es an der Donorseite eine breite Erkennung unbekannter Substrate,
wie z.B. Aminoacyl- statt Peptidresten oder Peptidketten mit unterschiedlicher Aminosaurenanzahl
und —zusammensetzung.****'*'% Dije Tatsache, dass gegeniiber den Doménen im selben Modul eine
groRere Selektivitat vorherrscht als gegenliber den im vorherigen, zeigt, dass bei kombinatorischen
Experimenten die Rekombination von ganzen Modulen erfolgsversprechender als die Rekombination

einzelner Domanen ist.
*DD? PQD?
(“S S SH S
(e] (o] (@]
R T )R, Ry
HoN H,N
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Abb.  3-9:  Peptidknipfung durch die Kondensationsdoméne (C). T=Thiolierungsdoméne (PCP);
A=Adenylierungsdomane

Zusatzliche katalytische Domanen, die in NRPS-Module inkorporiert sein kénnen, sind Epimerase-

(E), Zyklisierungs- (Cy)- und Methyltransferase  (MT-)-Doménen.  Epimerase- und

h121 |114

Zyklisierungsdomanen sind phylogenetisc und strukturel mit den Kondensationsdomanen

verwandt. Epimerasedoménen katalysieren die Epimerisierung von Aminosdureresten von der L- zur

122 Marahiel und

D-Konfiguration, wahrscheinlich iber eine Keto-Enol-Tautomerie (vgl. Abb. 3-10 a).
Mitarbeiter konnten zeigen, dass Epimerasen eine breite Substratspezifitdt besitzen, und fir
biokombinatorische Experimente eingesetzt werden konnen.'® Allerdings sind Epimerasedomanen
aus Initiationsmodulen, also den ersten Modulen der NRPS, weit schlechter fur die kombinatorische
Biosynthese geeignet.”™ Zyklisierungsdomanen kondensieren den intramolekularen nukleophilen
Angriff eines Heteroatoms (O oder N) aus Cystein, Serin oder Threonin auf den benachbarten
Ketokohlenstoff. Durch Dehydratisierung bildet sich ein Thiazolin- oder Oxazolin-Heterozyklus.
Abbildung 3-10 b) zeigt diesen Mechanismus am Beispiel der Thiazolinbildung. Dieser kann durch
eine Oxidationsdoméne (Ox) noch weiter zum Oxazol oder Thiazol oxidiert werden, wie z.B. im
Bleomycin (Abb. 3-5)."® Durch Mutationen von konservierten Aminosauren in der Bacitracin-
Zyklisierungsdomane und dem anschlielenden Verlust der Zyklisierung konnten essentielle

Aminoséaurereste im aktiven Zentrum dieses Enzyms bestimmt werden. AuBerdem konnten mit
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kombinatorischer Biosynthese durch Austausch von NRPS-Modulen neue Heterozyklen erzeugt

werden.'?®
a) @ @@ @@ b) (ﬁ @ @@
3 3 H 3 3 3
S S S S S S
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Abb. 3-10: a): Epimerisierung durch die Epimerasedoméne (E), b): Zyklisierung zweier Aminosduren durch die
Zyklisierungsdomdne (Cy) am Beispiel der Thiazolinbildung aus Cystein. T=Thiolierungsdoménen (PCP).

Methyltransferasedoméanen (MT) Kkatalysieren die Ubertragung eines Methylrestes aus S-
Adenosylmethionin (SAM) (87), (siehe Abb. 5-21) meist auf den Peptidstickstoff. Die Thio-
esterasedoméne (TE) ist normalerweise die letzte Doméne in der NRPS. Sie katalysiert die Ablésung
des assemblierten Peptides von der letzten PCP-Domaéne. Dabei kann das Produkt durch Hydrolyse in
linearer Form einfach abgel6st werden oder intramolekular cyclisiert werden (vgl. Abb. 3-11).%” So
kdénnen neben linearen Peptiden auch zyklische Peptide, Makrolactone, Makrolactame oder
Makrothiolactone mit oder ohne Seitenkette entstehen.*?® 2002 wurde die erste Kristallstruktur einer
NRPS-Thioesterasedomane, SrfTE aus der Surfactinsynthetase, aufgekléirt.129 Sie zeigte, dass
Thioesterasen zu Familie der o/B-Hydrolasen gehdren. Sie besitzen eine katalytische Triade aus Serin,
Histidin und Aspartat, die die Spaltung der Thioesterbindung zwischen dem 4‘-Ppant des letzten PCP
und dem Peptid und die darauf folgende Bildung eines Peptidyl-TE-Intermediates katalysieren. Dieses
Intermediat kann entweder durch den Angriff von H,O hydrolytisch als lineares Peptid freigesetzt
werden, oder durch den Angriff eines intramolekularen Nukleophils zyklisieren und als zyklisches

Peptid freigesetzt werden.

.~ Hydrolyse—>
A lineares Peptid
H

b)

intramolekularer Angriff—>
zyklisches Peptid

Abb. 3-11: Die Ubertragung des Peptids auf die Thioesterasedoméne (TE) und Abldsung durch a) Hydrolyse
oder b) intramolekularen Angriff. T=Thiolierungsdoméne (PCP).

Experimente zur Substratspezifitdt der TE-Doménen haben gezeigt, dass das Enzym besonders
selektiv ist fir die Seitenketten der Aminosauren, die das Peptidyl-O-TE-Intermediat formen.® Auch

benétigt das Substrat eine bestimmte strukturelle Organisation, um erkannt zu werden.'*
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Thioesterasen scheinen eine unterschiedlich breite Substratspezifitdt zu besitzen. Wéhrend die
Surfactin-TE relativ spezifisch fiir ihr natirliches Substrat ist,"*" hat die Tyrocidin-TE eine sehr breite
Substratspezifitat, die es in Kombination mit Festphasenpeptidsynthese erlaubte, chemoenzymatisch
eine ganze Bibliothek von zyklischen Peptiden zu erstellen.*®

3.2.3 Strukturelle Einsichten in NRPS

In den letzten Jahren wurden zunehmend Erkenntnisse tber die Struktur und den Mechanismus der
NRPS-Enzyme gewonnen.”**™* Lange standen nur die einzelnen Doméanen der NRPS im Fokus, doch

138137 oder ganzen Modulen™® konnten weitreichende neue

durch Kristallisation von Didoménen
Einsichten sowohl in strukturelle Modi von NRPS-Doménen als auch in Lokalisationen und
Interaktionen von Domanen gewonnen werden. NMR-Strukturanalysen der TyrocidinC3-PCP-
Domane haben gezeigt, dass PCPs in drei verschiedenen Konformationen vorliegen kénnen, in der A-,
H- und der A/H-Konformation.** Apo-PCPs konnen in der A oder A/H-Konformation, holo-PCPs
dagegen in der A/H oder H-Konformation vorliegen. Die Phosphopanthetheinyltransferase Sfp
interagiert wahrend der Phosphopanthetheinylierung nur mit der A-Konformation des PCP. Da
Coenzym A (19) zu einem grof3en Teil innerhalb der Zelle acetyliert als Acetyl-CoA vorliegt, kommt
es oft zu Fehlbeladungen (mispriming) des PCP, und somit zum Abbruch der Kettenverlangerung des
Peptids. Diese Fehlbeladungen kénnen durch ein Reparaturenzym, die sogenannte Thioesterase Typ Il
(TEN) korrigiert werden, indem die TEIl mit dem fehlbeladenen PCP in der H-Konformation
interagiert und kleine Molekiile, wie z.B. die Acetylgruppe wieder abspaltet.**® In der H-Konformation

kann das holo-PCP dann mit der A-Domane interagieren.

Auch fiir die A-Doménen wurden durch die Kristallstruktur und ausfuhrliche Modellierungsstudien
von DItA, einem D-Alanin aktivierenden Enzym, verschiedene Konformationen nachgewiesen.**!
Diese Konformationen koénnen ebenfalls in einem Zyklus dargestellt werden. In der offenen
Konformation weist die C-terminale Subdoméne von der A-Doméne weg. In dieser Konformation
kdnnen die Aminoséure und ATP gebunden werden. Das Aminoacyl-AMP-Intermediat wird gebildet,
und die Abspaltung von Pyrophosphat fuhrt zu einer geschlossenen Konformation, in der das
Aminoacyl-AMP vor der Umgebung geschiitzt ist. Der anschlieRende Schritt ist die Ubertragung der
Aminosdure und Generierung einer Thioesterbindung am holo-PCP. Die A-Doméne kehrt wieder in
die offene Konformation zurtick. Die beschriebenen Zyklen fir PCP- und A-Domadne sind in Abb.3-12
bildlich dargestellt. Die Rontgenkristallstruktur einer PCP-C-Didoméne aus der Tyrocidin-Synthetase
hat weitere Einblicke in die Umgebung der PCP gegeben."*’
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Abb. 3-12: Reaktionszyklus der PCP- und A-Domanen (aus ***). Die apo-PCP-Domane (links, griin) wird in die
holo-Form von einer PPTase (blau) konvertiert. Falsche Beladungen werden von einer TE, Typ Il repariert
(orange). Die korrekt beladene holo-PCP-Doméne interagiert mit dem A-Doméanen-Zyklus, und wird mit einer
Aminosaure (AS) beladen. Nach Translokation der AS durch Kondensation kann die holo-PCP-Domane neu
beladen werden. Im A-Domanenzyklus (rechts) durchlauft die kleine C-terminale Subdoméne (braun) der A-
Domane (rot) mehrere Konformationen. In der offenen Konformation kann die A-Doméane die Aminosaure und
ATP binden. Wahrend der Adenylierung wird Aminoacyl-AMP generiert und Pyrophosphat abgespalten. Das
Aminoacyl-AMP ist von der Umgebung durch eine geschlossene Konformation geschiitzt, was den Transfer auf
die PCP-Domane (Thiolierung) erleichtert.
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Abb. 3-13: Das Terminationsmodul der Surfactin-NRPS (aus **°). Der 20 A -Radius, der vom 4" -Ppant-Arm des
PCP erreichbar ist (S1003A), ist grau markiert. Linkerregionen sind blau markiert; die Doménen sind
korrespondierend zu der schematischen Ubersicht in der oberen linken Ecke angeordnet und gefarbt.
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Es ist fur die korrekte Assemblierung notwendig, dass die PCP-Domane mit ihrem 4”-Ppant-Arm alle
umliegenden Doménen, wie die stromaufwérts liegende A-Doméne, aber auch die aufwarts und die
abwarts liegende C-Doméne erreichen kann. Die C-Doménen besitzen eine V-artige Struktur aus 2
gleich grofRen Subdoménen, die durch eine kurze Verbindungs-(hinge)-Region und durch eine
Schlaufe in der Mitte des Proteins verbunden sind. Die Form des Enzyms erlaubt den PCP-Domanen
stromaufwarts und -abwaérts, von beiden Seiten des Enzyms die Substrate fir die Kondensation zu
positionieren. Die Lénge des 4 -Ppant-Arms betrégt in etwa 20 A. Eine NMR-Struktur einer apo-PCP-
TE-Didoméne aus der Enterobactin-Synthetase zeigt, dass das aktive Zentrum der TE 18 A, also in
Reichweite des 4”-Ppant-Arms, vom aktiven Zentrum der PCP entfernt ist."** Beide Doméanen haben
eine recht grofle hydrophobe Kontaktfliche (etwa 1300 A). Das konnte die Notwendigkeit erkléren, in
kombinatorischen Biosyntheseansatzen PCP und TE zusammen zu rekombinieren.*? Im Jahr 2008
wurde die Kristallstruktur eines vollstdndigen NRPS-Terminationsmoduls aus der Surfactinsynthetase
erhalten und analysiert (siehe Abb. 3-13).**® Es wurde ersichtlich, dass A- und C-Domane sehr stark
miteinander interagieren und eine gemeinsame Oberfléche von mehr als 1600 A bilden. Diese starke
Interaktion scheint auch hier der Grund zu sein, warum in kombinatorischen Biosynthesen von NRPS-
Enzymen C- und A-Doméne miteinander kombiniert werden mussten, um eine funktionierende neue
NRPS zu erhalten.’ Interessanterweise ist zwar das aktive Zentrum der Thioesterase in Reichweite
des aktives Zentrums des PCP (16 A), aber das aktive Zentrum der A-Doméne ist ungefahr 60 A
entfernt. Es scheinen also groRere strukturelle Anderungen im Bereich der NRPS-Enzyme wahrend

der Peptidsynthese stattzufinden.
3.2.4 MbtH-artige Proteine

Im Gencluster fiir die Biosynthese des Siderophors Mycobactin in Mycobacterium tuberculosis
befindet sich ein Gen, mbtH, das fir ein kleines, etwa 80 Aminoséuren groRes Protein kodiert.*** Nach
diesem Protein wurde eine neue Superfamilie, die MbtH-artigen Proteine (MbtH-like Proteins)
benannt. Es stellte sich heraus, dass mbtH-Homologe in vielen NRPS-Genclustern auftreten. Richard
Baltz stellte eine systematische Analyse der bisher sequenzierten mbtH-Homologe auf, und notierte,
dass diese Proteine am héufigsten in Actinobakterien auftreten (1,1 Homologe/Genom).*** Besonders
hoch ist die Pravalenz in Streptomyceten und Mycobakterien (2,6 bzw. 2,1 Homologe/Genom). Aber
auch in den Bacillales und in den Proteobakterien (0,4 bzw. 0,3 Homologe/Genom) sind diese Proteine
durchaus anzutreffen. In Eukaryoten gibt es bisher keine Evidenz von mbtH-ahnlichen Genen. Die
MbtH-artigen Proteine in Actinomyceten sind 62 bis 80 Aminoséuren grof? und normalerweise einzeln
in NRPS-Genclustern kodiert. Eine Ausnahme bildet das Gencluster des Antibiotikums Teicoplanin,
in dem zwei mbtH-artige Gene lokalisiert sind.* In Streptomyceten zeigen MbtH-artige Proteine eine
hohe Sequenzidentitét (durchschnittlich 64,3% zu DptG).*** MbtH-artige Proteine sind also mit NRPS
assoziiert, in Streptomyces roseosporus ist am N-Terminus einer NRPS sogar eine MbtH-artige

Domane mit der NRPS fusioniert.’* Eine interessante Ausnahme befindet sich im
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Lyngbyatoxingencluster, wo ein MbtH-Protein mit einer P450-Monooxygenase fusioniert ist.*®

Transkriptionsanalysen an NRPS zeigten, dass in Uberproduktionsstammen nicht nur die NRPS-
Transkription, sondern auch die Transkription der mbtH-Homologe hochreguliert ist.**” Die
Inaktivierung von cchK, dem mbtH-Homolog aus dem Coelichelin-Gencluster verringerte die
Coelichelin-Produktion, die Inaktivierung von cdaX, dem mbtH-Homolog aus dem CDA-Gencluster

148 Auch die Deletion von cloY aus dem

stoppte die Produktion von CDA (20) sogar vollstandig.
Clorobiocingencluster verminderte die Clorobiocinproduktion dramatisch.* In beiden Studien konnte
aber die Metabolitenproduktion durch Kreuzkomplementierung mit nicht-nativen MbtH-Proteinen in
vivo wieder hergestellt werden. Eine Expression von cdaX unter einem konstitutiven statt dem nativen
Promotor flhrte sogar zu einer erhdhten Coelichelinproduktion. Die Ergebnisse dieser in vivo-Studien
zeigen, dass MbtH-artige Proteine in vielen Biosynthesewegen wichtig, in einigen Féllen essentiell fiir
die NRP-Produktion sind. Das Expressionslevel der MbtH-artigen Proteine korreliert mit der
Metabolitenproduktion. MbtH-artige Proteine scheinen aber oft recht unspezifisch zu wirken, auch

heterologe MbtH-Proteine kénnen die NRPS aktivieren.

Die MbtH-artigen Proteine haben, wie schon erwéhnt, eine hohe Konservierung ihrer Sequenzen, ein
Sequenzvergleich zeigt zum Beispiel drei tiber alle Proteine konservierte Tryptophane (W 25, 35 und
55 in DptG). Die Kristallstruktur eines MbtH-Proteins aus dem Pyoverdincluster aus Pseudomonas
aeruginosa zeigt, dass diese Tryptophane auf der hydrophoben AuRenflache des Proteins, das eine
Pfeilspitzenstruktur besitzt (Abb. 3-14), lokalisiert sind.™® Auch andere invariante Aminoséuren, wie
Asparagin (N) 17, Serin (S) 23 und die Proline (P) 26 und 32 sind zur Auenseite exponiert.

Abb. 3-14.: Tertiarstruktur des MbtH-artigen Proteins aus Pseudomonas aeruginosa (oben) (aus '**). Die
invarianten Tryptophane (griin) und andere Aminoséuren (gelb) sind zu einer hydrophoben AuRenflache (unten)
exponiert.
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Mit NMR-Spektroskopie und Circulardichroismus-(CD)-Spektroskopie wurde 2010 die Struktur eines
MbtH-artigen Proteins in Lésung aufgeklart."' Die R-Faltblattstrukturen im Zentrum des Proteins
zeigen dynamische Bewegungen, die mit Interaktionen mit anderen Proteinen in Verbindung gebracht
werden konnen. Die Aminoséurereste dieser Strukturen sind unter anderem die oben erwédhnten W25
und 35 und P26 und 32. Der C-Terminus, der auch hoch konserviert ist (W55, P60) zeigt dagegen
ungeordnete Bewegungen. Die Autoren vermuten, dass dieser Teil mit verschiedenen
Bindungspartnern interagieren kann. Die andere AuBlenseite der ,,Pfeilspitze® ist sequenziell variabel.

Auch diese kdnnte mit verschiedenen Bindungspartnern interagieren.

Wichtige neue Einblicke in die Funktion von MbtH-Proteinen lieferten Felnagle et al. 2010.* Sie
zeigten, dass die heterolog exprimierten AT-Didomé&nen CmnO und VioO aus der Capreomycin- bzw.
Viomycinbiosynthese in vitro nur aktiv waren, wenn das zugehorige MbtH-Protein CmnN bzw. VioN
coexprimiert wurde. MbtH-Protein und AT-Didomdane koeluierten wahrend der Nickel-NTA-
Aufreinigung und Konzentrationsmessungen in einem 1:1-Verhéltnis aus AT-Didomane und MbtH-
Protein. Auch separat exprimiertes und fiir den Assay hinzugegebenes MbtH-Protein aktivierte die A-
Doméne, allerdings nicht so stark wie das coexprimierte. Ein Austausch von W55 gegen Alanin
verhinderte die Coelution von CmnO und CmnN. Dieser ausgetauschte Aminosédurerest scheint also
essentiell fur die Interaktion zu sein. Felnagle et al. zeigten auch, dass nicht alle AT-Didoménen

MbtH-Proteine benétigen: CmnF und CmnG waren auch ohne CmnN aktiv.

Eine dhnliche Studie von Zhang et al zeigte analoge Ergebnisse.’*® Drei heterolog exprimierte CAT-
Tridomdnen aus der Pacidamycinbiosynthese waren ohne MbtH-Protein PacJ aktiv, wéhrend das
Protein PacL nur mit gereinigtem PacJ Aktivitat zeigte. Auch hier wurden Mutagenesestudien
durchgefuhrt. Eine W25A-Mutante zeigte etwa nur 50% in vitro-Aktivitdt, wahrend eine
W25A/W35A-Mutante die Aktivitdt komplett verloren hatte. Die drei konservierten Tryptophane in
den MbtH-Proteinen scheinen also Schlusselrollen in der Interaktion mit anderen NRPS-Doménen zu
spielen. Auch in dieser Studie konnten heterologe MbtH-Proteine die NRPS-Proteine aktivieren. KtzJ
und GIbE aus der aus der Kutznerid- bzw. Glidobactinbiosynthese konnten PacJ gleichwertig ersetzen.
Imker et al. beobachteten, dass eine monomodulare (C-A-T) NRPS, GIbF aus der Glidobactin-
biosynthese, sich erst durch die Coexpression mit GIbE, dem im Gencluster angrenzenden MbtH-
Protein, exprimieren lieR.* Hier wurde also eine stabilisierende oder Chaperon-artige Funktion des

MbtH-artigen Proteins deutlich.

Boll et al. konnten in ihrer kiirzlich erschienenen Studie weitere Erkenntnisse tber die Interaktionen
von MbtH-artigem Protein und NRPS gewinnen.” Erstmals wurde eine freistehende A-Doméne
(CloH) mit MbtH-Protein (CloY) inkubiert, und aktivierte diese. Es konnte gezeigt werden, dass auch
das MbtH-Protein aus E. coli, YbdZ, mit heterolog exprimierten A-Doménen interagiert. Ein ybdZ-
defizienter Stamm verringerte die Rate an 16slicher A-Doméne signifikant. Auch hier lagen A-Doméne

und MbtH in einem molaren 1:1-Verhédltnis vor. Interessanterweise wurde nach
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GroRenausschluRchromatographie ein 2:2-Komplex aus der Didoméne SimH und dem MbtH-artigen
Protein SimY isoliert. Ein Sequenzvergleich der adenylierenden Enzyme CloH und NovH zeigt eine
Ubereinstimmung von 83%. Im Gegensatz zu CloH ist NovH aber auch ohne MbtH-Protein aktiv.'*®
Modellierungsstudien nach der Kristallstruktur von PheA* zeigten im Vergleich von CloH und NovH
bei nur einer Aminosdure nahe des aktiven Zentrums einen Austausch: Leu396Met (Position relativ zu
PheA). Dieses Leucin wurde in CloH nun durch Mutagenese gegen Methionin ausgetauscht. Diese
Mutante bendtigte in vitro kein MbtH-Protein mehr fur Aktivitat, hatte aber nur noch etwa 1/3 der
Aktivitat der nativen A-Doméne. A-Doménen sind also ein wichtiger Bindungspartner von MbtH-
Proteinen, obwohl es noch andere Interaktionspartner zu geben scheint. Es ist immer noch nicht
vollstandig geklart, warum manche A-Doméanen MbtH-Proteine bend6tigen, und andere nicht, aber die
Natur des Aminosaurerestes 396 (in PheA Lysin) scheint einen Einflu auf die Interaktion zu haben.'>
Es wird postuliert, dass die Interaktion zwischen einer A-Doméane und einen MbtH-artigen Protein
Konformationsanderungen hervorruft, die zu einer Erhéhung der Aktivitdt flhren. Eine
dreidimensionale Struktur eines Komplexes aus A-Doméne und MbtH-artigem Protein wirde
entscheidende neue Einsichten in die Interaktions- und Aktivierungsmechanismen durch MbtH-artige

Proteine geben.
3.3 Prinzipien zur Erzeugung neuer Naturstoffe

Die Suche nach neuen Arzneistoffen ist fiir den Menschen aufgrund von standig neu auftretenden
Resistenzen, neuen Krankheiten oder wegen unzureichender Therapie fortwahrend nétig. Klassische
Methoden sind Synthese neuer Kandidaten, oder semisynthetische Verdnderungen zur Optimierung
bereits bekannter Therapeutika. Im Bereich der Naturstoffe, die oft synthetisch schwer zugéanglich
sind, wurde Methoden entwickelt, in die Biosynthese einzugreifen, und die Produzenten sogenannte
,unnatiirliche Naturstoffe* synthetisieren zu lassen.” Einige klassische und aktuelle Beispiele im

Bereich der NRPS sollen hier kurz vorgestellt werden.
3.3.1 Vorlaufer-dirigierte Biosynthese und Mutasynthese an NRPS

Eine Methode, um Analoga von Naturstoffen zu erhalten, ist die Vorlaufer-dirigierte Biosynthese.'*®
Durch Zufiitterung von Analoga der Vorstufen werden diese statt der ,,Originale” in das Produkt
eingebaut, und neue Stoffe mit den gewiinschten Modifikationen entstehen. Die Vorlaufer-dirigierte
Biosynthese beruht auf der losen Substratspezifitat einiger biosynthetischer Enzyme, die zu einem
nicht unerheblichen Teil chemisch unterschiedliche Substrate erkennen und prozessieren kdnnen. Die
Ausbeute des neuen Naturstoffs kann gesteigert werden, wenn der Stoffwechselweg, der zum zu
ersetzenden Baustein flhrt, durch gezielte Mutation blockiert wird. Dieses Verfahren wird als
Mutasynthese bezeichnet.™® Schematisch ist die Mutasynthese am Beispiel eines nichtribosomalen
Peptides (NRP) in Abbildung 3-15 dargestellt.
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Abb. 3-15: Schematische Dastellung der Mutasynthese. Die Enzyme E1 und E2 Kkatalysieren die Synthese einer
nicht-proteinogenen Aminosdure, die dann von der A-Doméne (A) erkannt und in das nichtribosomale Peptid
(NRP) eingebaut wird.

Allerdings fuhrt die Mutasynthese nicht in allen Féllen zum Erfolg. Die gesamte Biosynthese-
maschinerie muss, wie oben erwéhnt, ab dem zugefitterten Produkt eine relaxierte Substratspezifitat
besitzen, um das neue Stoffwechselprodukt weiter zu prozessieren und freizulassen. AuRerdem sollte
das naturliche Produkt in hohen Ausbeuten isoliert werden konnen, da die mutasynthetischen Analoga

oft in weit geringerem Mal3e als das Original produziert werden.

Ein sehr erfolgreiches Besipiel ist die Vorldufer-dirigierte Biosynthese und Mutasynthese der
,Calcium-dependent antibiotics* (20) (CDASs), Lipopeptide aus Streptomyces coelicolor, in der
Gruppe von Jason Micklefield. Hier wurde in mehreren Studien die F&higkeit, Analoga der Vorstufen
einzubauen, ausgenutzt und verschiedenste Varianten generiert. Die Fitterung von Phenylglycinen
(Phenylglycin, 4-F-Phenylglycin) zu einem Stamm, in dem die Hydroxyphenylglycin-(Hpg)-
Biosynthese [Aminoséure(AS) 6, vergleiche Abb. 3-16] unterbrochen ist, resultierte in der
Biosynthese von neuen CDAs.'® Zu einem Stamm, der durch gerichtete Mutation die Fahigkeit zur
Biosynthese von 3-Methylglutaminsaure (AS 10) verloren hatte, wurden 3-Fluoromethyl- und 3-
Ethylglutaminsdure gefittert. Auch hier wurden diese Analoga eingebaut und resultierten in der
Produktion neuer CDAs.'® Eine Mutation des aktiven Zentrums des ersten PCP in der CDA-Synthase
verhinderte die 4°-Phosphopanthetheinylierung dieser Doméne und somit die Aufnahme der
Epoxyhexanoylseitenkette. Fitterung mit N-Acetylcysteaminthioestern (SNAC) mit verschiedenenen
Fettsdureresten filhrte zu CDAs mit Pentanoyl- und Hexanoylseitenketten.®* Zu einem Tryptophan-
auxotrophen Stamm von Streptomyces coelicolor wurden 5-Hydroxy- und 5-Fluorotryptophan
gefittert. In diesem Fall konnten mehrere neue CDAs mit unterschiedlichen Tryptophanresten (AS

3,11) isoliert werden.'®?
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CDA Rq R1o R
1b OPOsH, H H.H
2a OPOzH, CHj n-Bindung
2b OPOsH, CHj; H.H
3a OH H n-Bindung
3b OH H H.H
4a OH CH; n-Bindung
4b OH CH,4 H,H

Abb. 3-16: Die Familie der ,Calcium-dependent antibiotics* (CDAs) (20). Die Zahlen neben den
Aminosdureresten geben die Abfolge der NRPS-Module wieder. Die nebenstehende Tabelle zeigt die
Unterschiede der einzelnen CDAs in den entsperechenden Aminoséureresten.

3.3.2 Kombinatorische Biosynthese

Die kombinatorische Biosynthese zielt darauf, durch Austausch von ORFs, Modulen, Doménen oder
Aminosduren die Substratspezifitit der biosynthetischen Enzyme zu verdndern und neue Produkte
produzieren zu lassen."*>*®® Prinzipiell sind der kombinatorischen Biosynthese kaum Grenzen gesetzt,
allerdings haben die meisten Studien gezeigt, dass mit einer Rekombination der
Biosynthesemaschinerie sehr oft ein dramatischer Verlust der Produktausbeute einhergeht. Griinde
dafur sind, wie in der Mutasynthese, in der Substratspezifitit der stromabwarts liegenden Enzyme,
aber auch in der veranderten Enzymarchitektur und mdoglichen Problemen in der Protein-Protein-
Interaktion zu suchen. In diesem Abschnitt sollen einige Beispiele aus dem Bereich der NRPS

vorgestellt werden.

Eppelmann et al. konnten in Erweiterung der Studie von Stachelhaus’ nicht nur in vitro, sondern auch
in vivo die Substratspezifitit der A-Doméane AspA aus der Surfactinsynthetase &ndern.” Durch
Austausch einer einzigen Aminosaure (His322Glu) anderte sich die Spezifitat von Asparaginsdure zu
Asparagin, und der resultierende Stamm produzierte ein bis dahin nicht isoliertes Asparaginyl-
surfactin. Mootz et al. konnten durch Deletion eines Leucin integrierenden Moduls in der Surfactin-
synthetase ein Surfactin mit verminderter RinggroRe isolieren.'® Butz et al. konnten dagegen durch
Erweiterung der Balhimycin-NRPS durch ein kinstlich erzeugtes Modul eine verlangertes Peptid mit

einem zusatzlichen Hydroxyphenylglycin isolieren.'®

Allerdings wurde das neue Produkt nicht von
den hochspezifischen Oxygenasen, die die Quervernetzungen in der Seitenkette herstellen (vgl.
Vancomycin (15); Abb. 3-5), erkannt. Auch fanden keine Glycosylierungen statt. In einer muta-
genetischen Studie wurde versucht, durch zwei Punktmutationen (Ala322Glu, Asn331Gly) in der A-
Doméne des Moduls 7 der CDA-NRPS (vgl. Abb. 3-16) die Spezifitdt von Aspararaginsiure zu

166

Asparagin zu &ndern.” Das enstprechende Produkt konnte auch isoliert werden, allerdings in weitaus
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geringeren Mengen als das natirliche Produkt. Stattdessen wurde in grofen Mengen ein
Hexapeptidintermediat detektiert, das offensichtlich wéhrend der Biosynthese von der NRPS
freigesetzt wurde. Das Asparagin-Thioesterintermediat scheint also von der stromaufwérts liegenden
C-Doméne nur in geringen Mal3e erkannt und prozessiert worden zu sein. Flr héhere Effizienz in der
kombinatorischen Biosynthese ist also auch das aktive Zentrum der zugehorigen C-Doménen von
grolRer Bedeutung. Hahn und Stachelhaus konnten die Existenz von sogenannten Kommunikations-
doménen (COM-Domains), kurzen Strukturmotiven am Ende und Anfang von einigen NRPS,
nachweisen.'®” Diese Domanen sind notwendig fir die Interaktion und Organisation von mehreren
NRPS und die korrekte Abfolge der Biosynthese eines NRP, wenn es von mehreren NRPS-Enzymen
synthetisiert wird. Die meisten NRPS-Systeme sind, wie oben erwéhnt, auf mehreren ORFs codiert. Es
konnte anschliefend durch Manipulation der aktiven Zentren dieser COM-Domains in vitro ein
Tripeptid von drei verschiedenen NRPS-Modulen aus der Tyrocidin- Surfactin- und Bacitracin-
synthetase, die nun miteinander interagierten, synthetisiert werden.*® Dieser vielversprechende Ansatz
konnte dann in einer in vivo-Studie erfolgreich angewendet werden. In heterologen Expressionen
konnten neue Produkte aus unterschiedlich neu programmierten Teilen der Surfactin- und

Tyrocidinsynthetase isoliert werden.*®

Am medizinisch relevanten Lipopeptid Daptomycin (14) aus Streptomyces roseosporus (Abb.3-17)
wurden bisher die meisten erfolgreichen kombinatorischen Experimente durchgefiihrt.™ Eine Studie
von 2006 zeigt das enorme Potential, das die kombinatorische Biosynthese beinhaltet: Es wurden
Module innerhalb der Daptomycin-NRPS ausgetauscht (11Ser gegen 8Ala, vergleiche Abb. 3-17),
ausserdem wurden Module aus der NRPS der verwandten Lipopeptide A54145 [11Ser und 8Ala gegen
11Asn, 8Ala gegen 8Lys, 13Kynurenin (Kyn) gegen 13lle] und CDA (13Kyn gegen 13Trp, vgl. Abb.
3-16) in der Daptomycin-NRPS ausgetauscht. Zusammen mit der Deletion einer Methyltransferase
(12Glu statt 12MeGlu) konnten so ingesamt 60 neue Peptide massenspektrometrisch detektiert
werden, von denen allein in dieser Studie zwolf isoliert und getestet wurden. Einige waren 14 in der
Aktivitat gegen grampositive Bakterien zumindest gleichwertig, in manchen Tests sogar verbessert."
Die Produktionsrate der neuen Peptide war allerdings signifikant erniedrigt. Die Bibliothek der
kombinatorisch erzeugten Daptomycine konnte 2010 noch erweitert werden. Durch zusétzlichen
Austausch des Moduls 2 (2Asn gegen 2Glu) und Variationen in der Lipidseitenkette standen nun

insgesamt 25 Daptomycine dem antibakteriellen Testsystem zur Verfugung.'’>*"
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Abb. 3-17: Daptomycin (14). Die Zahlen neben den Aminosaureresten geben die Abfolge der NRPS-Module
wieder.

In der Evolution ist es wiederholt zu Rekombination von DNA-Abschnitten gekommen. Viele neue
Gencluster sind durch den Austausch von Aminosduren, Doménen Modulen und ganzen Genen
entstanden.”* Ein Beispiel sind die drei Lipopeptide Bacillomycin D, Iturin A und Mycosubtilin, die
alle eine identische ,nordliche” Molekiilhdlfte besitzen. Ein Vergleich der Gencluster der drei
Metaboliten zeigt, dass es in der zweiten Halfte der NRPS durch Rekombination zu einer Umordnung
der Module und damit zu drei verschiedenen Naturstoffclustern gekommen sein muss. Ausserdem sind
die A-Domanen-Paare Glu/GIn und Ser/Thr strukturell sehr eng miteinander verwandt und kénnten
aus einem gemeinsamen Vorlaufer durch Mutationen enstanden sein.'”* Ein &hnliches Phédnomen
wurde in der Gruppe von Miiller bei den Myxochromiden ebenso erkannt: Punktmutationen und der
Austausch bzw. das Uberspringen von Modulen sind bei zwei Genclustern direkt fiir strukturelle
Unterschiede in den resultierenden Verbindungen verantwortlich. Diese Hypothese wurde durch
kombinatorische Experimente bewiesen.'”® Gerichtete Evolution im Labor wurde in einer anderen
Studie von Fischbach et al. dafur ausgenutzt, die Aktivitat einer kombinatorisch erzeugten, chimdren
NPRS zu steigern.’”® Der Austausch der EntF-A-Doméne (spezifisch fiir Serin) gegen SyrE-Al, die
die gleiche Spezifitdt besitzt, resultierte in einer 30-fach verschlechterten Aktivitdt der
Enterobactinsynthetase. Es wurden durch mutagene PCR zufallige Mutationen eingebracht. Durch
Selektion der am schnellsten wachsenden Klone, neue Mutationen dieser Klone und erneute Selektion
wurde evolutiv auf die Wiederherstellung der Aktivitat selektioniert. Nach zwei Selektionsrunden war
ein Viertel der urspriunglichen Aktivitdt wieder hergestellt. Dieses Konzept wurde durch den
Austausch einer Valin-aktivierenden Doméne aus der Andrimid-Biosynthese gegen eine 2-
Aminobutyrat-aktivierende Doméane aus der Cytotrienin-PKS/NRPS angewendet. Hier konnte nach
drei Selektionsrunden immerhin ein Drittel der Aktivitat, die nach dem Austausch der Domanen auf
3% gesunken war, wiederhergestellt werden. Villiers und Hollfelder wendeten ebenfalls das Prinzip
der gerichteten Evolution an: Sie flhrten zufallsgerichtete Mutationen in die erste A-Doméne der
Tyrocidinsynthetase (Spezifitat: Phe) ein und testeten zunachst alle Klone in einem A-Domaénen-

Hochdurchsatzscreening'® auf Aktivitat fiir kleinere Aminosduren. Erfolgversprechende Mutationen
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wurden kombiniert und neuen Mutationen ausgesetzt. Durch insgesamt vier Mutationen konnte die
Substratspezifitdt hin zu kleineren Aminosauren wie Alanin geéndert werden. Interessanterweise
betraf nur eine dieser vier Mutationen eine Aminosaure des nichtribosomalen Codes.*” Fiir die A-
Doméne AdmK in der Andrimidbiosynthese wurden von Evans et al. ebenfalls gerichtete Evolution
angewendet: Hier wurden allerdings drei kritische Aminosaurereste im nichtribosomalen Code der
Doméne ausgemacht, durch deren Mutationen sich die Substratspezifitdt der Doméne von Valin zu
Alanin, Leucin, Isoleucin oder Phenylalanin &ndern konnte. In einer in vivo-Studie wurde eine
Bibliothek an mutierten Klonen erstellt und in einem Screeningansatz wurden 14000 Klone mit
LC/MS/MS auf neue Andrimide analysiert und im Erfolgsfall anschlielend getestet. So konnten vier

neue Andrimide isoliert werden.*”®

Insgesamt wurden in den letzten 15 Jahren viele Ansédtze ausprobiert, durch kombinatorische
Biosynthese neue nichtribosomale Peptide zu erzeugen. Dabei wurden Austausche auf Aminosauren-,
Doménen-, Modul- oder NRPS-Ebene vorgenommen. Mit Mutationen in aktiven Zentren von A-
Domanen lassen sich zumeist nur konservative Anderungen der Struktur erreichen. Computerbasierte
Ansatze konnen fur dramatischere Anderungen der Spezifitit eine Losung sein. Austausch von
Doménen oder ganzen Modulen gibt groRere Freiheiten in der Kombination, allerdings sind diesem
Verfahren durch zumeist deutlich geringere Produktausbeuten Grenzen gesetzt. Rekombination von
ganzen NRPS durch Austausch der Kommunikationsdoméanen oder Deletion von einzelnen Modulen
hat in einigen ersten Ansatzen vielversprechend funktioniert, allerdings wurden diese Ansatze bisher
nicht weiter verfolgt. Kritisch bleibt die geringe Ausbeute der kombinatorischen Produkte, da die
Substratspezifitat vieler NRPS-Enzyme zwar relaxiert ist, aber die nachfolgenden Enzyme nicht alle
Substratdnderungen tolerieren. Evolutiondr basierte Ansédtze der Rekombination konnen diese
Probleme wie dargestellt signifikant verringern. Die Substratspezifitat hat sich evolutionar entwickelt
und die Verstandnis und Ausnutzen dieser Entwicklungen kann in zukinftigen rekombinatorischen
Experimenten zu neuen Strategien und besseren Ergebnissen bei der kombinatorischen Biosynthese

fuhren.

3.4 Cyclopropyl- und Nitrogruppen in der Natur

122179 sja sind aber in verschiedensten Stoffklassen wie

Cyclopropane kommen in der Natur selten vor,
2.B. Fettsauren, Terpenen und Aminosauren zu finden (siche Abb. 3-18)."%%'®" Die Aminoséure 2-(1-
Methylcyclopropyl)glycin (21) zum Beispiel ist Bestandteil der Kutzneride, zyklischer Peptide aus
einem Actinomyceten, die ebenso wie Hormaomycin (13) nichtribosomal synthetisiert werden,!#2*%
Ptaquilosid (22) ist ein Sesquiterpenglykosid aus dem Adlerfarn Ptedirium aquilinum mit
karzinogenen Eigenschaften.'® Meist ist nur ein Cyclopropanring in ein Molekiil integriert, Fettsauren
konnen aber durchaus mehrere Cyclopropane beinhalten. Den Rekord an Cyclopropanringen halt die

Fettséure U-106305 (23) aus Streptomyces-Arten.'®® Die Biosynthese von Cyclopropanen geschieht
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zumeist SAM-vermittelt Ober ein kationisches Intermediat oder durch eine interne nucleophile

Substitution. /98

HO =
S H 0O
o OH 2 H
. OH = = N\/R
= OH
HoN O OH 0
21 HO 22 23

Abb. 3-18: Ausgewadhlte Naturstoffe mit Cyclopropylgruppen: 2-(1-Methylcyclopropyl)glycin (21), Ptaquilosid
(22), U-106305 (23)

Auch Nitrogruppen sind in Naturstoffen selten anzutreffen. Prominente Beispiele sind das bekannte

¥ und das

Antibiotikum Chloramphenicol (24),"®" das fungizid wirkende Pyrrolnitrin (25)
antiproliferativ wirkende Polyketid Aureothin (26) (siehe Abb. 3-19).*%*° Dje Nitrofunktion ist
zumeist an einen Aromaten gebunden.'® In der Biosynthese von Nitrogruppen kann ein Aromat direkt

mit einer Nitrosylspezies nitriert werden,

meistens aber wird eine Nitrogruppe durch Oxidation
einer Aminofunktion gebildet. Im Jahr 2008 konnte die Kristallstruktur von AurF, einer p-
Aminobenzoat-N-Oxygenase aufgeklart werden.® Es ist eine Monooxygenase, die kein Ham
bendtigt, und die Aminofunktion in Schritten Uber Hydroxylamin- und Nitrosofunktion zur
Nitrogruppe oxidiert. Im Hormaomycin (13) sind beide genannten Strukturmerkmale in einer einzigen

Aminosdaure, 3-Nitrocyclopropylalanin (27) zweimal enthalten (siehe Abschnitt 3.5).

OH OH al o)
/@/H) Cl N m' 7 )
O,N HN%CI \_H O,N o o}
0O 24 Cl NO, 25 26 OCH3

Abb. 3-19: Ausgewahlte Naturstoffe mit Nitrogruppen: Chloramphenicol (24), Pyrrolnitrin (25), Aureothin (26)

3.5 Hormaomycin und der hrm-Gencluster

Im Jahr 1984 wurde aus einer bei Toyama (Japan) genommenen Bodenprobe ein Streptomyces sp.
AC-1978 isoliert und kultiviert. Die Fermentation ergab ein neuartiges, antibakteriell aktives Peptid,
das Threonin, Isoleucin und drei unbekannte Aminosduren enthielt und Takaokamycin genannt
wurde.'** Die Strukturaufklarung gelang allerdings nicht vollstandig. Fiinf Jahre spater wurde in der
Gruppe von Hans Zdhner ein morphogenes Peptid namens Hormaomycin (13) aus einer bei
Anuradhapura (Sri Lanka) genommenen Bodenprobe isoliert. Dabei handelte es sich um die gleiche
Substanz wie Takaokamycin.”” Im Jahr 1990 konnte die Struktur von 13 vollstandig aufgeklart
werden,®" wobei die absolute Konfiguration erst im Jahre 2004 bestatigt wurde: Es liegt ein zyklisches
Lacton ber sechs Aminosduren vor, wobei die 3-Hydroxyfunktion eines (R)-allo-Threonins [a-Thr]

195

mit der Carboxyfunktion eines (2S,4R)-4-(Z-Propenyl)prolins verkniupft ist.™ Weitere Bestandteile
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des Ringes sind L-Isoleucin [lle], zwei Einheiten (2S,3R)-3-Methylphenylalanin [(5-Me)Phe] und ein
(2S)-Diastereomer von 3-(trans-2-Nitrocyclopropyl)alanin [(3-Ncp)Ala]. Die Seitenkette besteht aus
dem (2R)-Diastereomer von (3-Ncp)Ala und 5-Chloro-N-hydroxypyrrol-2-carbonsdure [Chpca] (siehe
Abb. 3-20). In NMR-Studien konnte gezeigt werden, dass sich die Konformationen des Molekiils in
verschiedenen Ldsungsmitteln signifikant voneinander unterscheiden, was sich in unterschiedlichen

NMR-Spektren widerspiegelt.**® Im Jahre 2004 wurde die erste Totalsynthese von 13 beschrieben.'®’

(R-Me)Phe |

lle 0 “INo,
H
N y (3-Ncp)Alal
/) H
Z ", o °© o NH
N o

(R-Me)Phe I

(3-Ncp)Ala il

Cl OH

Abb. 3-20: Hormaomycin (13) und seine Bausteine

Hormaomycin (13) besitzt neben seiner einzigartigen Struktur interessante biologische Eigenschaften:
Es regt in nanomolaren Konzentration die Bildung von Luftmycel und die Produktion von sekundaren
Metaboliten in vielen anderen Streptomyceten an (siehe auch Abschnitt 3.1)." Dieser Eigenschaft
verdankt das Hormaomycin (13) seinen Namen (Griechisch: hormao = ich rege an). Aulerdem besitzt
Hormaomycin (13) eine starke antibiotische Aktivitat gegen einige coryneforme Actinomyceten (MIC
Arthrobacter pascens: 88 pM)*’ und gegen den Erreger der Malaria tropica, Plasmodium falciparum
(1C50 fiir den K1-Stamm: 587 nM, fiir den FCR3-Stamm: 1,207 nM).'®

Die molekularen Wirkmechanismen von 13 sind bisher nicht bekannt. Der Einfluf auf das
Mycelienwachstum und die Produktion von Sekunddrmetaboliten legt eine Interaktion in der bld-
Signalkette bei Streptomyces coelicolor, bzw. der Butryrolactonkaskade bei Streptomyces griseus
(siehe Abb. 3-3) nahe. Die Aufklarung des Wirkmechanismus von Hormaomycin (13) ist derzeit

Forschungsgegenstand in der Arbeitsgruppe Piel.

Die Hormaomycin-NRPS besitzt eine relativ breite Substratspezifitat; in Vorlaufer-dirigierten
Biosynthesestudien konnte eine ganze Reihe von Analoga der Aminoséurebausteine eingebaut
werden, was zu einer Vielfalt von neuen Hormaomycinderivaten 36-54 fiihrte.?'%%%%° Anstelle von (3-

Ncp)Ala (27) konnten die zugefutterten Nitronorvalin (NO,Nva) (29) und Nitronorleucin (NO,Nle)
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(30) offenkettige Analoga, in Hormaomycin (13) inkorporiert werden. Es war ebenso mdglich,
Methoxycyclopropylalanin [(3-Mcp)Ala] (28) zuzufuttern (siehe Abb. 3-21).

NH, NH,
COOH COOH
COOH COOH F
NH,
H,N NO, HoN COOMe 31 32
COOH
27 28 NH, NH,
COOH COOH
)\/\/No2 )\/\A COOH COOH 35
H,N H,N NO,
29 30
F 33 34

Abb. 3-21: Durch Vorldufer-dirigierte Biosynthese inkorporierte Analoga der Vorstufen (3-Ncp)Ala (27), (6-
Me)Phe (31) von Hormaomycin: (3-Mcp)Ala] (27) (NOZNva) (29), (NO;NIle) (30), (o-F)Phe (32), (m-F)Phe
(33), (p-F)Phe (34), Phe (35), vergleiche Tab. 3-1.°

Tab. 3-1: Durch Fitterung von Substanzen aus Abb. 3-19 erzeugte Hormaomycinanaloga (vergleiche Abb. 3-20
und 3_21). 62,199,200

Hormaomycin Eingebaute Ersetzte Aminosaure
Aminosaure
C (36) (3-Mcp)Ala (28) (3-Ncp)Ala (27) 1+11
D1 (37) (NO,)Nva (29) (3-Ncp)Ala (27) |
D2 (38) (NO,)Nva (29) (3-Ncp)Ala (27) 1l
D3 (39) (NO,)Nva (29) (3-Ncp)Ala (27) 1+I1
E1 (40) (NO,)NIe (30) (3-Ncp)Ala (27) |
E2 (41) (NO,)NIe (30) (3-Ncp)Ala (27) 1l
E3 (42) (NOy)NIe (30) (3-Ncp)Ala (27) 1+11
F1 (43) 0-F-Phe (32) (B-Me)Phe (31) |
F2 (44) 0-F-Phe (32) (B-Me)Phe (31) 11
F3 (45) 0-F-Phe (32) (8-Me)Phe (31) I+11
G1 (46) m-F-Phe (33) (8-Me)Phe (31) |
G2 (47) m-F-Phe (33) (8-Me)Phe (31) 11
G3 (48) m-F-Phe (33) (8-Me)Phe (31) I+11
H1 (49) p-F-Phe (34) (8-Me)Phe (31) |
H2 (50) p-F-Phe (34) (B-Me)Phe (31) 11
H3 (51) p-F-Phe (34) (B-Me)Phe (31) I+I1
J1 (52) Phe (35) (8-Me)Phe (31) |
J2 (53) Phe (35) (8-Me)Phe (31) 11
J3 (54) Phe (35) (8-Me)Phe (31) I+11

Auch an den Positionen des S-Methylphenylalanins (31) ist eine strukturelle Vielfalt moglich:
Phenylalanin (35) und jeweils in ortho- meta- und para-Position mit Fluor substituierte
Phenylalanine [(o-F)Phe (32) (m-F)Phe (33) (p-F)Phe (34)] konnten eingebaut werden. Eine
Substitution konnte sowohl an Position | oder Il (vergleiche Abb. 3-20) einzeln, als auch an beiden
Positionen gleichzeitig nachgewiesen werden. Eine Ubersicht tiber die durch Fiitterungen erzeugten

Hormaomycinanaloga gibt Tabelle 3-1. Hormaomycin D2 (38) zeigt eine voéllig neue antibiotische
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Aktivitat gegen den Pilz Candida albicans in der gleichen GroRenordnung wie das etablierte Nystatin,
was duBerst ungewdhnlich ist, da 13 nicht gegen Pilze aktiv ist.*® Synthetisch konnte durch die
Verwendung von Diaminopropionsaure statt D-Thr ein Hormaomycinlactam dargestellt werden.”®* Die
Bioaktivitaten der isolierten Analoga und weiterer synthetischer Hormaomycinderivate geben Einblick
in Struktur-Wirkungsbeziehungen. Das erfolgreich angewendete Prinzip der Vorlaufer-dirigierten
Biosynthese gibt Anlal} zur Hoffnung, dass weitere Hormaomycinanaloga durch Zufltterung von

Vorstufen erzeugt werden kénnen.

In der Arbeitsgruppe Piel wurde aus einer Cosmidbibliothek der Biosynthesegencluster des
Hormaomycins (13) isoliert.*” Es besteht aus 23 open reading frames (ORF) hrmA-W und hat eine
GroRe von 48,409 Basenpaaren (bp) (siehe Abb. 3-22). Eine Ubersicht Gber die ORFs, ihre putativen
Funktionen und die ndchsten Verwandten befindet sich in Tabelle 3-3. Der zentrale Bestandteil des
Cluster kodiert fur die Hormaomycin-NRPS, die aus 2 ORFs (hrmO, hrmP) besteht und insgesamt
sieben Module umfalit. Sie katalysiert die Synthese des Peptids aus seinen biosynthetischen Vorstufen
(siche Abschnitt 3.2). Mit Hilfe des nichtribosomalen Codes™® kann bioinformatisch mit der
Software NRPSpredictor 2% zumindest fiir einige A-Doméanen das Substrat vorausgesagt werden. Die
Reihenfolge der Module passt genau zur Architektur des Peptids. So zeigt HrmO2,4 eine Préferenz fur
die Aufnahme und den Einbau von Threonin, wahrend fiir die vorletzte A-Domaéane, HrmP2,, eine
Spezifitat fur Isoleucin oder Valin vorausgesagt wird, wobei interessanterweise laut Datenbank ein
Einbau von Valin préferiert wird (90%).2% Fir die anderen A-Doménen, die den Einbau der
ungewdohnlichen Einheiten (3-Ncp)Ala (27), (5-Me)Phe (31) und (4-Pe)Pro (69) katalysieren, ist kein

Homolog in den Datenbanken bekannt (siehe Tabelle 3-2).

hrmA B C D E F G HI J K L M N
\:>E:)h R MT F420 OR OR| v-Glu R OR OR ACS ACDACD
(@) P

CAT|ICATE|CAT|ICATE CAT|CAT|CATTE

oo, ) e

Q R S

Abb. 3-22: Der hrm-Gencluster (hrmA-W). Die Farben der ORFs weisen auf die putative Beteiligung in der
Biosynthese der einzelnen Hormaomycinvorstufen (vergleiche Abb. 3-20) hin. Putative Regulator- und
Transportgene sind schwarz markiert. Graue Pfeile symbolisieren die flankierenden Gene des hrm-genclusters.
R=Regulatorgen, MT=Methyltransferase; OR=Oxidoreduktase; y-Glu=y-Glutramyltranspeptidase; ACS=Acyl-
CoA-Synthetase; ACD=Acyl-CoA-Dehydrogenase; C=Kondensationsdoméne, A=Adenylierungsdomane,
T=Thiolierungsdomdne; E=Epimerasedomane; TE=Thioesterasedomane; Hal=Halogenase; DAPE=Diamino-
pimelatepimerase; EFF=Effluxprotein.
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Auch die Existenz von Epimerasedoménen in HrmO4 und HrmP2 passt zu den stereochemisch
veranderten (3-Ncp)Ala | und a-Thr. Abbildung 3-23 zeigt schematisch die hypothetische
Assemblierung von Hormaomycin an der Hormaomycin-NRPS. Die Biosynthese der Chlorhydroxy-
pyrrolcarbonsdure (93), des &uReren Gliedes der Seitenkette, wird nach bioinformatischen
Voraussagen an den freistehenden HrmK (Acyl-CoA-Synthetase) und HrmL (Peptidylcarrierprotein
Typ 1) katalysiert. Analog zu der Biosynthese von Pyoluteorin (115) und Clorobiocin (99)%*?** wird
putativ zundchst Prolin (69) durch HrmK an HrmL gebunden, und dann zum Pyrrol dehydriert.
Weitere Details zur Biosynthese der Vorstufen sind in den Kapiteln 5.1-5.3 nachzulesen.

Tab. 3-2: Nichtribosomale Codes der Hormaomycin A-Doménen und vorausgesagte Spezifitaten.®

A-Domane Nicht-ribosomaler Code Néachstverwandter Code (A- Spezifitat der
Domane) verwandten Domane

HrmK DLFYAAKVCK DLLYAALVCK (PItF) Pro

Hrm 01/04  DPIVVGGVAK

Hrm 02 DFWNIGMVHK DFWNIGMVHK (SypC5) Thr

Hrm O3/P1 DAWTTAVAAK

Hrm P2 DGYFWGVTFK DAYFWGVTFK (AcmB2) Val
DGFFFGVVFK (BacCl) lle

Hrm P3 DVQFSAHGAK

HrmL HrmO HrmP
2 3 4 1 2 3

S
o (0]
~
HON _ NH
{0
cl NO,
S
HON
_
Cl

Abb. 3-23: Die hypothetische
C=Kondensationsdomane;

A=Adenylierungsdoméne;

Assemblierung von

Bezeichnung fir die NRPS-Module wieder.

TE=Thioesterasedoméne.

Hormaomycin an der Hormaomycin-NRPS.%
Die Zahlen geben die

33



3 Einleitung

Tab. 3-3: Kodierte Proteine in der hrm-Region, ihre putativen Funktionen und nachsten Verwandten (Stand

2/2012)
Protein AS vorhergesagte Funktion ~ Sequenzdhnlichkeit Ahnlich- Zugangs-
(Protein, Herkunft) keit/ nummer
Identit&t
HrmA 321 AraC-artiger SC0O0287, Streptomyces 84/75 CAB54172
transkriptioneller coelicolor
Regulator
HrmB 197 Putativer Regulator NovE, Streptomyces 73/60 AAF67498
caeruleus
HrmC 358 Methyltransferase LmbW, Streptomyces 72/57 CAA55769
lincolnensis
HrmD 298 F420-abhéangige SC03591, S.coelicolor 63/52 CAA22223
Oxidoreductase
HrmE 326 Tyrosinhydroxylase LmbB2, S. lincolnensis 55/47 CAA55748
HrmF 185 DOPA-spaltende TomH, Streptomyces 69/61 ACN39014
Oxidoreductase achromogenes
HrmG 599 y-Glutamyl- LmbA, S. lincolnensis 73/64 CAAb55746
Transpeptidase
HrmH 132 Endoribonuclease YjgH, Kinetococcus 80/60 YP_001362405
radiotolerans
Hrmi 350 Unbekannt PSPTOT1_5436, 72/57 ZP_03398361
Pseudomonas syringae
pv. tomato
HrmJ 227 Unbekannt PSPTOT1_5541, P. 70/51 ZP_03398362
syringae pv. tomato
HrmK 527 Acyl-CoA-Synthetase CaiC, Oscillatoria sp. 50/34 ZP_07113995
PCC 6506
HrmL 91 Typ Il Peptidyl-Carrier - VinL, Streptomyces 59/40 BADO08369
Protein halstedtii
HrmM 388 Acyl-CoA-Dehydrogenase  MoeH5, Streptomyces 51/33 YP_002190358
clavuligerus
HrmN 389 Acyl-CoA-Dehydrogenase  Strop_4265, Salinispora 49/36 YP_001161071
tropica
HrmO 5252 NRPS(CAPCPCAPCP RHAL ro00141, 40-60% YP_700135
ECAPCPCAPCPE) Rhodococcus sp. RHA Doménen-
identitat
HrmP 3471 NRPS (C APCPCAPCP PstC, Streptomyces 40-60% ZP_06575792
CAPCPTE) ghanaensis Doménen-
identitat
HrmQ 448 Halogenase ChlIB4 Streptomyces 79/64 AAZTT7674
antibioticus
HrmR 72 MbtH-Homolog Tcurl889,Thermomono- 82/66 YP_003299497
spora curvata
HrmS 329 Methyltransferase MppJ, Streptomyces 67/52 AAU34201
hygroscopicus
HrmT 301 Diaminopimelat- DAPF2 (SAV3161), S. 63/47 BAB69347
Epimerase avermitilis
HrmU 427 membranintegrierter CZA382.28, 68/56 CAB45049
Antitransporter Amycolatopsis orientalis
HrmV 156 ABC-Transporter, ATP ABC-transporter, 78/66 AEW99195

bindendes Protein

Streptomyces cattleya
DSM 46488
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Hrmw

563

ABC transporter, ATP
bindendes protein

KM-6054 Kitasatospora
setae

52/41

YP_004902137
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4 Zielsetzung der Arbeit

Aus den vielen ungewodhnlichen und teilweise einzigartigen Eigenschaften des Hormaomycins (13)
und seines Biosynthesegenclusters ergeben sich folgende wissenschaftliche Fragestellungen, die in
dieser Arbeit bearbeitet werden sollten. Erste Einblicke in die Biosynthese des Hormaomycins (13)
wurden durch Fitterungsexperimente und durch die Isolierung des Hormaomycinbiosynthese-
genclusters erhalten.®” So konnten durch Sequenzvergleiche viele putative Kandidaten fiir einzelne
Biosyntheseschritte ermittelt werden.

Im Rahmen dieser Arbeit sollten nun weitere Einblicke in die komplexe Biosynthese der einzigartigen
Hormaomycinvorstufen 3-Nitrocyclopropylalanin [(3-Ncp)Ala] (27), 4-Propenylprolin [(4-Pe)Pro]
(69) und Chlorhydroxypyrrolcarbonsdure (Chpca) (93) gewonnen werden. Heterologe Expressionen
und in vitro und in vivo-Charakterisierungen diverser Enzyme des Hormaomycingenclusters in E. coli

sollten neue Einsichten in die Funktionsweise dieser Enzyme liefern.

Die Biosynthese von 3-Nitrocyclopropylalanin (27) verlauft ausgehend von Lysin (58) (ber einen in
der Natur neuartigen Mechanismus, der nach Fiitterungsstudien postuliert wurde.”®® Demzufolge wird
58 zundchst an einer nicht aktivierten Position hydroxyliert, es kommt dann tber Lactonisierung und
N-Oxidation zur Cyclopropanbildung. Die bioinformatische Analyse des Hormaomycingenclusters
deutet durch Ausschlussverfahren auf zwei Enzymkandidaten (Hrml und HrmJ) hin, die fir die
oxidativen Modifizierungen von Lysin (58) zu (3-Ncp)Ala (27) verantwortlich sein konnten. Diese
Enzyme haben keine bisher bekannten charakterisierten néheren Verwandten, gehtren also zu
neuartigen Enzymfamilien. In dieser Arbeit sollten diese Enzyme durch Futterungsstudien der (3-
Ncp)Ala-Biosynthese zugeordnet werden, die Enzyme dann heterolog exprimiert und ihre Funktionen

charakterisiert werden.

Fur 4-Propenylprolin (69) wurde als biogenetische Vorstufe das Tyrosin (70) identifiziert. Uber L-
Dihydroxyphenylalanin (L-DOPA) (71) erfolgt dann durch HrmF, eine L-DOPA-2,3-Dioxygenase, die
Offnung des Catecholringes und eine Neuordnung des Kohlenstoffskeletts zu einem gelb gefarbten
Pyrrolinylintermediat 72.%% Diese Reaktion sollte im Rahmen dieser Arbeit kinetisch charakterisiert
werden. Die weiteren Schritte zum Propenylprolin (69) sind unklar. Im Hormaomycingencluster
befindet sich, im Gegensatz zu ahnlichen Biosynthesewegen,*** kein Enzym mit Homologien zu
einer C-C-Hydrolase. Mit Hilfe von degenerierten Primern sollte im Genom von Streptomyces
griseoflavus W-384 nach einem Homolog gesucht werden. HrmC, eine putative SAM-abhangige
Methyltransferase sollte zusammen mit HrmF heterolog exprimiert werden, um eine eventuelle
Methylierung des L-DOPA-Spaltproduktes 72 zu detektieren.

Die Biosynthese von Chlorhydroxypyrrolcarbonsédure (Chpca) (93) findet nach bioinformatischen

203,204

Voraussagen wahrscheinlich dhnlich wie bei anderen Pyrrolen ausgehend von Prolin an einem
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freistehenden Peptidylcarrierprotein (PCP) statt. Im Rahmen dieser Arbeit sollten die Acyl-CoA-
Synthetase HrmK und das PCP HrmL heterolog exprimiert werden. HrmK sollte auf seine
Substratspezifitdt hin untersucht werden. Fur HrmL sollte zunédchst eine posttranslationale
Modifizierung (Phosphopanthetheinylierung) nachgewiesen werden, da diese fur weitere Reaktionen
unerlaBlich ist. Im Anschlul sollte dann die Beladung von HrmL mit Prolin durch HrmK

nachgewiesen werden.

N-Hydroxypyrrole wie Chpca (93) sind &uferst selten in der Natur anzufinden. Aus dem
Hormaomycingencluster kommt am ehesten HrmN, eine Acyl-CoA-Dehydrogenase, fur die N-
Hydroxylierung des Pyrrols in Frage. Dieses Enzym sollte nun in Pseudomonas fluorescens Pf-5, dem
Produzenten des Antibiotikums Pyoluteorin (115), exprimiert werden. Die Biosynthese des Pyrrolteils
von Pyoluteorin verlauft &hnlich zur putativen Biosynthese von Chpca. Wenn HrmN wéhrend der
Pyoluteorinproduktion exprimiert wird, konnte es das Pyoluteorin (115) hydroxylieren. Damit ware
die Funktion von HrmN bewiesen und ein neuer Naturstoff durch kombinatorische Biosynthese
generiert. Diese Strategie hat bereits im Fall von HrmQ, einer Halogenase, funktioniert und zur

Isolierung von chlorierten Clorobiocinderivaten gefiihrt.?*

Der Zusammenbau der Vorstufen zum Hormaomycin erfolgt an einem Megaenzymkomplex, einer
nichtribosomalen Peptidsynthetase (NRPS). Der Einbau von verfltterten Analoga der Vorlaufer
(Mutasynthese) in Hormaomycin impliziert eine lose Substratspezifitat der Hormaomycin-NRPS. Die
Adenylierungsdoménen (A-Domanen) der NRPS spielen durch Auswahl des Substrates eine zentrale
Rolle bei der Biosynthese von nicht-ribosomalen Peptiden. Die Interaktion und Aktivierung von
verschiedenen A-Domanen mit sogenannten MbtH-artigen Proteinen (MbtH-like proteins) wurde 2010
nachgewiesen. Da im Hormaomycin-Gencluster ein solches Protein (HrmR) kodiert ist, ist eine solche
Interaktion fir eine oder mehrere Hormaomycin-A-Doménen wahrscheinlich. Die Hormaomycin A-
Domanen sollten im Rahmen dieser Arbeit heterolog in E. coli exprimiert und rekonstituiert werden.
Uber Coexpression mit HrmR sollte ihre Interaktion mit diesem Protein untersucht werden.
AnschlieBend sollten die A-Doméanen massenspektrometrisch charakterisiert werden. Informationen
Uber die Substratspezifitaiten der A-Doménen geben wichtige Hinweise (ber die Madglichkeit,

Hormaomycinanaloga durch Mutasynthese zu erzeugen.

Eine Sequenzanalyse der Hormaomycin-A-Doménen l&sst Hypothesen zum evolutiven Ursprung
dieser Doménen zu. So zeigen groRe Abschnitte am 5°- und 3"-Terminus der A-Domanen, die flr den
Einbau von chemisch stark unterschiedlichen Aminosauren verantwortlich sind, eine auflerst hohe
Ubereinstimmung. Dieses Phanomen legt eine  Rekombination der zentralen DNA-Abschnitte der
Domadnen, die in ihrer Sequenz stark divergieren, und damit folgend den Austausch der
Substratspezifitdt dieser A-Doménen wdahrend der Evolution nahe. Um diese Hypothese zu
unterstiitzen, sollten im Rahmen dieser Arbeit kombinatorisch erzeugte A-Domanen mit

ausgetauschten zentralen DNA-Abschnitten aus dem Hormaomycin-NRPS und dem CDA-NRPS aus
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4 Zielsetzung der Arbeit

Streptomyces coelicolor A3(2) konstruiert und in E. coli heterolog exprimiert werden. Diese Proteine
sollten anschlieBend massenspektrometrisch auf ihre Substratspezifitdt untersucht werden. Die
Ergebnisse dieser Studien kdnnen neue Einblicke in die Evolution von A-Doménen geben und

Strategien zur kombinatorischen Biosynthese von nichtribosomalen Peptiden aufzeigen.

Im Rahmen dieser Arbeit sollten auBerdem natlrliche Hormaomycinanaloga, die von einem
Hormaomycin-Uberexpressionsstamm gebildet wurden, isoliert und deren Struktur aufgeklart werden.
Bisher wurden noch keine nattirlichen Hormaomycinanaloga beschrieben. Die Strukturen kdnnen
einen Einblick in die Biosynthese der Hormaomycinvorstufen, aber auch in die Substratspezifitat der
Hormaomycin-NRPS geben. Die anschlielende biologische Testung der neuen Substanzen kann dann

weitere Einsichten in die Struktur-Wirkungs-Beziehungen von Hormaomycin liefern.
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5 Ergebnisse und Diskussion

5 Ergebnisse und Diskussion

5.1 Studien zur Biosynthese von (3-Ncp)Ala

3-(trans-2’-Nitrocyclopropylalanin [(3-Ncp)Ala] (27) ist eine nicht-proteinogene Aminosaure mit
mehreren aulergewohnlichen Strukturmerkmalen (siehe Abschnitt 3.4), die in Hormaomycin (13) in
zwei verschiedenen diastereomeren Formen [2S (55) und 2R (56)] eingebaut ist (Abb. 5-1). Die
Anderung der Stereoinformation wird vermutlich durch die Epimerasedoméne in HrmO4 eingefiihrt
(vergleiche Abb. 3-23). Die dhnlichste in der Natur vorkommende Aminosaure ist das
Aminocyclopropylalanin, der zentrale Bestandteil des Proteasominhibitors Belactosin A (57) (Abb. 5-
1), das ebenfalls aus einem Bakterium der Gattung Streptomyces isoliert wurde.”®® Uber die
Biosynthese von 57 ist bisher nichts bekannt.

Abb. 5-1: 25-(55); 2R-(56) 3-(trans-2’-Nitrocyclopropyl)alanin, Belactosin A (57)
Aufgrund von Futterungsexperimenten mit markierten Aminosauren konnte fur (3-Ncp)Ala (27) ein
biosynthetischer Ursprung aus Lysin (58) nachgewiesen werden.?®® AnschlieBend wurden mit
Deuterium an verschiedenen Positionen isotopenmarkierte Lysine verfiittert, um den Ort der initialen
Modifikation von Lysin (58) zu bestimmen. Aufgrund der Ergebnisse dieser Studie wurde ein Modell
der (3-Ncp)Ala-Biosynthese postuliert. Hiernach wird Lysin (58) an C4 hydroxyliert, es kommt zu
einer spontanen Lactonisierung zu 59. Dann wird die Aminfunktion oxidiert und es bildet sich ein
Oxim 60 durch Tautomerisierung.

H2N .‘\\NHZ [O] H2N

—_—

COOH
58

Abb. 5-2: Postulierte (3-Ncp)Ala-Biosynthese.”® Lysin (58) wird an C4 oxidiert, es kommt zu einer spontanen
Lactonisierung zu 59. Es folgen N-Oxidation zum Oxim (60), Cyclopropanbildung und Oxidation der
Nitrogruppe zum (3-Ncp)Ala (27).

Der letzte Schritt ist die Cyclopropanbildung durch intramolekularen nucleophilen Angriff und die
Oxidation zur Nitrofunktion. Es entsteht (3-Ncp)Ala (27). Abbildung 5-2 zeigt den erlduterten
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5 Ergebnisse und Diskussion

Mechanismus. Dieser Mechanismus der Cyclopropanbiosynthese ist in der Literatur bisher nicht

beschrieben worden.

Durch einfache bioinformatische Analysen konnte den meisten Genen des Hormaomycingenclusters
eine mogliche Rolle in der Hormaomycinbiosynthese zugewiesen werden. Fur die Biosynthese von (3-
Ncp)Ala (27) gab es keine offensichtlichen Kandidaten. Die einzigen Gene, denen sonst keine
Funktion zugewiesen konnte, sind hrml und hrmJ. Durch Ausschlussverfahren wurde diesen Genen
daher eine mogliche Rolle in der (3-Ncp)Ala-Biosynthese zugewiesen. Im Rahmen dieser Arbeit
sollten die Funktionen von Hrml und HrmJ ebenso wie die Biosynthese dieser ungewdéhnlichen

Aminosdure so weit wie moglich aufgeklart werden.
5.1.1 Futterung von (3-Ncp)Ala zu einer Deletionsmutante von hrml

Um die Funktion von Hrml zu untersuchen, wurde von Xiaofeng Cai durch homologe Rekombination
eine AhrmI-Mutante von Streptomyces griseoflavus W-384 konstruiert (Daten hier nicht aufgefhrt).
Dieser Stamm verlor dadurch die F&higkeit, Hormaomycin zu produzieren. Durch Zufiittern des
Biosynthesebausteins, dessen Produktion unterbrochen ist, kann die Produktion des Metaboliten
wiederhergestellt werden. Um die Hypothese, dass Hrml an der (3-Ncp)Ala-Biosynthese beteiligt ist,
zu bestdtigen, wurde diese Aminosaure daher dem Stamm AhrmI wahrend der Fermentation
zugefiittert. Die starke antibiotische Wirkung von Hormaomycin (13) gegen Arthrobacter
crystallopoietes wurde fur die Analytik der Komplementierung ausgenutzt. Abbildung 5-3 zeigt den
Vergleich einer Kultivierung von Streptomyces griseoflavus W-384, des Stammes Ahrml und des mit
(3-Ncp)Ala (27) gefutterten Ahrml. Als zusétzliche Negativkontrollen wurden Ldsungen von (3-

Ncp)Ala (27) in verschiedenen Konzentrationen aufgebracht.

Abb. 5-3: Agarplatte von Arthrobacter crystallopoietes mit Hormaomycin (13) (Hrm) und (3-Ncp)Ala (27),
Extrakten von Ahrmli, und Ahrml, gefuttert mit (3-Ncp)Ala (27).
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5 Ergebnisse und Diskussion

Es ist zu erkennen, dass durch die Zufiitterung von (3-Ncp)Ala (27) die Hormaomycinbiosynthese
wiederhergestellt worden ist, was durch den antibiotischen Effekt des Hormaomycins (13) gezeigt
wird. Die Negativkontrollen zeigen, dass der antibiotische Effekt nicht von 27 herriihrt. Ein analoges
Experiment wurde von Xiaofeng Cai mit einer Deletionsmutante von hrmJ durchgefihrt, auch hier
konnte das zugefligte (3-Ncp)Ala (27) die Hormaomycinbiosynthese komplementieren (Daten hier
nicht aufgefuhrt). Hrml und HrmJ sind also tatsachlich an der Biosynthese von 27 beteiligt. Um
Informationen Uber die moglichen Reaktionen von Hrml und HrmJ zu gewinnen, wurde in Abschnitt

5.1.2 eine intensivierte bioinformatische Analyse durchgefihrt.
5.1.2 Bioinformatische Einordnung von Hrml und HrmJ

Eine BLAST-(Basic Local Alignment Search Tool)-Suche ergab kein charakterisiertes homologes
biosynthetisches Protein fir Hrml. Fir HrmJ gab es ein ahnliches Ergebnis, allerdings scheinen
mehrere Homologe von HrmJ zu einer bisher uncharakterisierten Proteinsuperfamilie DUF 2257 zu
gehoren. Um entferntere Verwandte fir Hrml und HrmJ zu finden, wurde eine ,,position specific
iterative BLAST* (PSI-BLAST)-Analyse fiir beide Proteine durchgefihrt. Bei dieser Analyse wird
zundchst eine Liste aller sehr &hnlichen Proteine erstellt. Aus dieser Liste wird eine sogenannte
Profilsequenz erstellt, die konservierte Regionen der Proteine zusammenfalit. Mit dieser Profilsequenz
wird wieder eine BLAST-Suche durchgefiihrt. Dieser Prozess l&R3t sich beliebig oft wiederholen.
Dadurch, dass verwandte Proteine in die Suche miteinbezogen werden, ist PSI-BLAST viel
empfindlicher bei der Ermittlung weit entfernter Verwandtschaften als das gewéhnliche BLAST.?’
Eine iterative PSI-Blast-Suche fiir HrmJ ergab eine entfernte Verwandtschaft (Sequenzahnlichkeit

37%) zu einer L-Isoleucin-4-Hydroxylase aus Bacillus thuringiensis.?®

Dieses Enzym hydroxyliert die
Aminosdure Isoleucin (61) in der unaktivierten 4-Position zu Hydroxyisoleucin (62) (siehe Abb. 5-4).
Analog kénnte HrmJ den ersten Schritt der (3-Ncp)Ala-Biosynthese, die oxidative Modifizierung von

Lysin (58) an der 4-Position katalysieren (vergleiche Abb. 5-2).

wNH IDO ’\\\\NHz

COOH OH COOH
61 62

Abb. 5-4: Katalysierte Reaktion der Isoleucin-4-hydroxylase aus Bacillus thuringiensis. Isoleucin (61) wird an
C4 zu 62 hydroxyliert.

In biochemischen Studien gab es Hinweise, dass die Isoleucin-4-Hydroxylase (IDO) eine Fe(Il)/a-
Ketoglutaratabhangige Oxygenase ist.**® Diese Enzyme katalysieren den Einbau eines Atoms
molekularen Sauerstoffs in ein Zielmolekul mit Hilfe der Cofaktoren Fe(ll) und o-Ketoglutarsaure
(63) (siehe Abb. 5-5 a). Dabei wird der Cofaktor Fe(ll) chelatisiert und es kommt zur oxidativen
Decarboxylierung von a-Ketoglutarat zu Succinat (64) und Bildung einer reaktiven Sauerstoffspezies,

die das Substrat hydroxyliert.?*
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Abb. 5-5: a): Katalysierte Reaktionen von Fe(Il)/a-Ketoglutaratabhéngigen Oxygenasen. Das Substrat wird
hydroxyliert und a-Ketoglutarat (63) zu Succinat (64) decarboxyliert. b): Aktives Zentrum von Fe(Il)/a-
Ketoglutaratabhédngigen Oxygenasen: Fe(Il) wird von a-Ketoglutarat (63) und einer katalytischen Triade aus
Aspartat und zwei Histidinen chelatisiert.

Strukturelle Einsichten in den Wirkmechanismus Fe(IT)/a-Ketoglutaratabhdngiger Oxygenasen haben
gezeigt, dass als katalytische Triade im Enzym ein His'-X-Asp/Glu-X,-His’>-Motiv vorliegt. Diese drei
Aminosduren spielen eine wichtige Rolle bei der Chelatisierung des Eisens und der Koordination des
Substrates (siehe Abb. 5-5 b). Eine weitere charakteristische Aminosdure (Arg/Lys) ist elf bis zwolf
Aminosauren C-terminal von His® lokalisiert. Diese {ibernimmt eine Stabilisierung des a-Ketoglutarat
(63) an C-5.° Ein Sequenzvergleich von HrmJ und IDO zeigt, dass beide Enzyme das beschriebene
Motiv besitzen (siehe Tab. 5-1). HrmJ ist also sehr wahrscheinlich eine a-Ketoglutaratabhéngige

Oxygenase aus einer neuen Enzymfamilie.

Tab. 5-1: Vergleich der Darstellung der aus dem Alignment (Anhang, Abb. 9-7) extrahierten hypothetischen
Metall-Liganden und a-Ketoglutarat (63) stabilisierende Aminoséuren fir IDO und HrmJ

Enzym Ligand 1 Ligand 2 Spacing Ligand 3 Spacing  o-KG C-5
Stabilisierung

IDO His 159 Asp 161 51 His 212 15 Arg 227

HrmJ His 132 Asp 134 52 His 186 14 Arg 200

Eine iterative PSI-Blast-Suche fiir Hrml ergab eine entfernte Verwandtschaft zu PqqC und Homologen
aus der Biosynthese des Pyrrolochinolinchinons (66), eines Cofaktors von vielen bakteriellen

Dehydrogenasen.?*

PqqC ist eine Kkofaktorlose Oxidase, die den letzten Schritt in diesem
Biosyntheseweg katalysiert.”** Die 2-Amino-2-Carboxyethylseitenkette von 65 wird zu einem
Carboxypyrrol zyklisiert. Gleichzeitig wird das komplette Hexahydrochinolinsystem oxidiert. Die

Gesamtreaktion bendtigt drei Molekule Sauerstoff, es wird H,O, freigesetzt (siehe Abb. 5-6).

[olele}
H,N_ _COO
coo

PqqC
“0O0C

Iz

O
O 65

30, 2Hy0, Hy0

Abb. 5-6: Katalysierte Reaktion von PqqC. Die Seitenkette von 65 wird zu einem Carboxypyrrol zyklisiert.
Oxidation des Hexyhydrochinolinsystems fiihrt zu Pyrrolochinolinchinon (66).
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Biochemische Studien haben allerdings gezeigt, dass das Enzym fiir volle in vitro-Aktivitét
Nikotinamiddinukleotidphosphat (NADPH) und eine nicht ndher definierte cytosolische Fraktion

(,,activating factor”) benotigt. >

Die bioinformatisch gesammelten Informationen tber Hrml und HrmJ unterstiitzen die Hypothese von
Brandl,”®® dass (3-Ncp)Ala (27) aus iiber eine mehrfache Oxidation aus Lysin (58) gebildet wird.
Demnach wirde HrmJ Lysin (58) an Position 4 hydroxylieren und es zur Bildung eines Lactons 59
kommen, das an der e-Aminoposition weiter zu 60 oxidiert wird. HrmJ kdnnte dann den zweiten Teil
der Biosynthese, den Ringschluss zum Cyclopropan und die Oxidation zur Nitrogruppe katalysieren
(vergleiche Abb. 5-2). Die Oxidationsstufe am ¢-N fiir das Substrat von Hrml ist unbekannt.

5.1.3 in vivo-Experimente zur (3-Ncp)Ala-Biosynthese

Die Reaktion von HrmJ mit Lysin (58) sollte zundchst mit einem in vivo-Experiment untersucht
werden. Das HrmJ enthaltende Expressionsplasmid pDF011 (siehe Tab. 6-3) wurde in E. coli BL21
(DEJ) transformiert und in 500 mL 2xYT-Medium (siehe 6.2.1) kultiviert. Wahrend der Kultivierung
wurden 2 mmol Lysin (58) gefiittert. Als Negativkontrolle wurde eine Kultur des Stammes MCY7, der
HrmL Uberexprimierte, verwendet. Die Kultur wurde wie in 6.7.2 beschrieben aufgearbeitet, mit
Dansylchlorid derivatisiert (6.6.2.3) und mit HPLC analysiert (siehe 6.6.2.4). Es konnte in mehreren
Expressionsversuchen kein neues Produkt detektiert werden (Daten nicht aufgefiihrt). Daher wurde die
Strategie gedndert und HrmJ als Protein mit N-terminalem Histidinyltag exprimiert. Dies erlaubt die
selektive Aufreinigung des Proteins (ber Ni-NTA-Affinitdtschromatographie (siene 6.5.4) Die
postulierte Reaktion sollte dann in Abschnitt 5.1.4 mit dem isolierten Protein in vitro untersucht

werden.
5.1.4 heterologe Expression und Charakterisierung von HrmJ

HrmJ wurde mit spezifischen Primern (siehe Tab. 6-10) mittels PCR aus genomischer DNA von
Streptomyces griseoflavus W-384 amplifiziert und tber die Schnittstellen Sacl und Hindlll in den
Expressionsvektor pET28b kloniert. Das resultierende Konstrukt wurde pMC44 genannt.
AnschlieBend wurde das Protein in E. coli BL21(DE3) uberexprimiert (siehe 6.2.1) und tber Ni-NTA-
Chromatographie (siehe 6.5.4) aufgereinigt. Ein Natriumdodecylfulfat-Polyacrylamidgelektrophorese-
(SDS-PAGE)-Gel einer Expression in 200 mL 2xYT-Medium zeigt Abbildung 5-7. Das Protein
(berechnete GroRe: 27,1 kDa) konnte in hohen Konzentrationen (13 pM) in der Elutionsfraktion
erhalten und isoliert werden. AnschlieRend sollte das Protein in einem Assay charakterisiert werden.
Dafur wurde die Elutionsfraktion einer Uberexpression (500 mL 2xYT) mit PD10-Saulen in
Assaypuffer (siehe 6.2.2) Gberfuhrt und Gber Vivaspin-Zentrifugatoren [molecular weight cut-off
(MWCO): 10 kDA] aufkonzentriert (siehe 6.5.5).
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Abb. 5-7: SDS-PAGE-Gel (15%) von HrmJ (200 mL 2xYT, 1 mM IPTG, 16 °C): L=Lysat; D=DurchfluB;
W1,W2=Waschfraktionen mit Lysispuffer,Waschpuffer; E=Elution; M=Proteinmarker.

Mit dem konzentrierten und entsalzten HrmJ wurden Enzymassays mit verschiedenen Temperaturen
und pH-Werten durchgefiihrt. Essentielle Bestandteile fiir die Charakterisierung von Fe(II)/a-
Ketoglutaratabhdngigen Oxygenasen sind die Cofaktoren Fe(II) und a-Ketoglutarsdure (63) sowie
Ascorbinsaure.?**'® Der Assay wurde wie in 6.6.2.1 beschrieben durchgefiihrt und dann mit HPLC
analysiert (siehe Abschnitt 6.6.2.3). Die HPLC-Analytik von Aminoséduren ist nicht trivial; aufgrund
der meist nicht vorhandenen Chromophore koénnen die meisten Aminosdauren nicht durch UV-
Absorption detektiert werden. Fir die Detektion werden Aminosduren mit UV-aktiven oder
fluoreszierenden Reagenzien wie Dansylchlorid (67), 9-Fluorenylmethyloxycarbonylchlorid (FMOC),
oder o-Phthaldialdehyd (OPA) derivatisiert.”!” Bei der Analytik des HrmJ-Assays erwiesen sich nach
Vorversuchen die Derivatisierung mit Dansylchlorid (67) als geeignet. Zunéachst wurden 50 pL des
Assays mit 67 in einer einstiindigen Reaktion unter LichtausschluR®> derivatisiert (siehe Abschnitt
6.6.2.2). Abbildung 5-8 zeigt diese Reaktion am Beispiel des Substrates fur HrmJ, Lysin (58). Es
entsteht a-Aminodansyllysin (68). Im Falle von Lysin kann die Derivatisieriung auch an der e-
Aminogruppe erfolgen; es sind also zusammen mit dem doppelt dansylierten Lysin insgegesamt drei

derivatisierte Lysine vorstellbar.

NH, N(CHs), N(CHa),
HOOC
Li,CO;
pH 10
$0, 1hRT $O2
al NH
58 NH, 67 HOOC 68
NH,

Abb. 5-8: Die Derivatisierung von Lysin (58) mit Dansylchlorid (67)
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Wegen des zwitterionischen Verhaltens miissen oft Puffer in der HPLC-Analytik von Aminosauren
eingesetzt werden. Es wurden nach diversen Vorversuchen zwei isokratische HPLC-Methoden mit
verschiedenen Puffersystemen ausgewahlt, die eine stabile Analytik des Assays erlaubten. HPLC-
Methode 1?*® benutzt ein Puffersystem mit Ammoniumformiat (9,0 mM) und Ameisensdure (pH 3,40)
gemischt mit Acetonitril (59:41). Methode 2**° basiert auf einem Phosphatpuffersystem (pH 7,5, 0,1
mM) und Acetonitril (80:20). In den Abbildungen 5-9 und 5-10 sind erfolgreiche HrmJ—Assays mit
Methode 1 (Abb. 5-9) und Methode 2 (Abb. 5-10) gezeigt.. Fur das dansylierte Lysin sind die
erwarteten drei Peaks detektiert worden (Methode 1: 9 min, 10 min und 15 min; Methode 2: 10, 11
und 16 min; jeweils Spur a). Beide Chromatogramme zeigen, daB die Lysinkonzentration im Assay
[Peak bei 9 min (1) bzw. 11 min (2)] im Vergleich zur Negativkontrolle ohne HrmJ (Spur c) ab-
genommen hat, und dafiir ein neuer Peak mit kilrzerer Retentionszeit entstanden ist (jeweils etwa 8
min, Spur b).

Intensitat

neuer Peak b

N ) b
AN

I T T | I I
5 10 15 20 25 30 Tr[Min]

Abb. 5-9: Vergleich der HPLC-Chromatogramme des HrmJ-Assays nach Derivatisierung, Methode 1, 254 nm:
a = Lysin (58) (0,1 mM), b = HrmJ-Assay, pH 7,5, RT, 3h; ¢ = Negativkontrolle ohne HrmJ
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Abb. 5-10: Vergleich der HPLC-Chromatogramme des HrmJ-Assays nach Derivatisierung, Methode 2, 218 nm:
a = Lysin (58) (0,1 mM); b = HrmJ-Assay, pH 7,5, 30 °C, 3h; ¢ = Negativkontrolle ohne HrmJ
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Eine massenspektrometrische Charakterisierung des Assays mit HPLC-MS war an diesem Institut mit
den angewendeten Methoden nicht mdglich. Es wurde deswegen in mehreren Experimenten der neu
entstandene Peak in der HPLC isoliert und massenspektrometrisch untersucht. Die Analyse eines
Peaks aus Methode 1 lieferte ein lon, das zu einem hypothetischen Intermediat der (3-Ncp)Ala-
Biosynthese palit (siehe Abb. 5-11).

Intens
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Abb. 5-11: oben: Ausschnitt aus dem HR-ESI Massenspektrum (Positiv-Modus) des aufgefangenen neu
enstandenen Peaks aus Abbildung 5-9. Unten: theoretisches Massenspektrum des postulierten Oxim-
Intermediates 60 aus der (3-Ncp)Ala-Biosynthese.

Das Massenspektrum der aufgefangenen Fraktion zeigt ein lon bei m/z: 181,058. Diese Masse
korrelliert mit dem theoretischen Massenspektrum fiir das Oxim-Intermediat aus der postulierten
Biosynthese 60 [(M+Na)*.: 181,058]. Somit konnte erste Evidenz fir ein Intermediat in der (3-
Ncp)Ala-Biosynthese gefunden werden. Die Masse des dansylierten Oxims konnte nicht detektiert

werden. Mdglicherweise war das instabile Dansylderivat von 60 wieder zerfallen.

Aufgrund der Signalunterdriickung in der Massenspektrometrie hédngt der Messerfolg der Probe stark
von der Matrix des Analyten ab.*® Daher ist es moglich, dass erst nach Entsalzung der Probe oder
Elution in Methanol das gewiinschte Molekil im Massenspektrometer detektiert werden kann. Es
wurde in mehreren Experimenten versucht, die isolierte Fraktion zu entsalzen, oder sie zu trocknen
und in Methanol zu Gberfuhren, um ein aussagekraftiges MS/MS-Spektrum fiir die detektierte Masse

aufzunehmen. Weitere Versuche zur Charakterisierung dieser Substanz schlugen aber fehl.

Auch die Charakterisierung dieses Intermediates mit NMR-Spektroskopie wirde sich unter den
dargestellten Bedingungen als schwierig gestalten. Die Mengen der produzierten Substanz sind in
diesem Malistab zu gering, um ein aussagekréftiges Spektrum aufzunehmen. Eine Mdglichkeit, die
Hydroxylierung der e-Aminogruppe nachzuweisen, wére, ein *N-NMR-Spektrum der Substanz
aufzunehmen. Ein hydroxyliertes Amin wirde eine signifikante Differenz in der chemischen
Verschiebung im Gegensatz zur Aminogruppe ergeben. Hierzu werden aber groRe Produktmengen

bendtigt, die mit dem dargestellten Assay bisher nicht erreicht werden konnten.
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Trotz vielfachen Wiederholungen ist es nur in einem Assay gelungen, ein neues Produkt zu
detektieren und teilweise zu charakterisieren. Alle anderen VVersuche HrmJ mit Lysin (58) umzusetzen,
blieben bisher erfolglos. Die Inaktivitdit des Enzyms konnte an der bekannten Instabilitdt und
Oxidationsempfindlichekeit a-Ketoglutarat-abhéngiger Oxygenasen liegen.”*?** Eine Mdglichkeit
ware, das Enzym unter Sauerstoffausschluss aufzuarbeiten, was sehr aufwendig ist. Auch das wurde
mit einer Expression analog zu Abbildung 5-7 versucht; es konnte aber unter Laborbedingungen kein
vollstandiger Sauerstoffausschluss gewahrleistet werden. Auch in diesem Experiment wurde Lysin

nicht von HrmJ umgesetzt.

Dieser Teil der Arbeit wurde erst gegen Ende der Dissertation begonnen, daher waren aus Zeitgriinden
weitere Experimente fir diese Arbeit nicht mehr durchfuhrbar. Zurzeit wird in der Arbeitsgruppe Piel
das putative Oxim-Intermediat 60 auf chemischem Wege synthetisiert. Nach erfolgter Fertigstellung
kann das Molekdl als Standard fir den Assay von HrmJ in HPLC-Experimenten eingesetzt werden
und wird durch den Vergleich von Retentionszeit und UV-Spektrum weitere Klarheit tber die Identitét
des detektierten Intermediates bringen. Hrml konnte von Xiaofeng Cai ebenso wie HrmJ in grof3en
Mengen exprimiert und isoliert werden (unvertffentlichte Ergebnisse). In ersten Versuchen zur
direkten Bildung von (3-Ncp)Ala (27) aus Lysin (58) wurde das aufgereinigte Hrml dem HrmJ-Assay
zugegeben. Zusatzlich wurde 0,5 mM NADPH dem Assay zugeflgt (siehe 5.1.2). Es konnte kein
neues Produkt in der HPLC detektiert werden (Daten hier nicht aufgefihrt). Wahrscheinlich liegt das
negative Ergebnis auch hier an der Instabilitdit von HrmJ. Mit dem synthetisierten postulierten
Intermediat kdnnen in Zukunft ausfuhrliche Studien zur Funktion von Hrml durchgefiihrt werden und

die Biosynthese von (3-Ncp)Ala (27) weiter aufgeklart werden.
5.2 Studien zur Biosynthese von 4-Propenylprolin

4-Z-Propenylprolin (4-Pe)Pro (69) ist ein weiterer einzigartiger Baustein des Hormaomycins. Sein
biosynthetischer Ursprung liegt nicht, wie man zundchst vermuten kénnte, im Prolin (94), sondern in
der aromatischen Aminosdure Tyrosin (70). Dies belegen Fitterungsexperimente von Markus
Radzom.*” Die bioinformatische Analyse des Hormaomycingenclusters erlaubt aufgrund von
Sequenzvergleichen mit den Genclustern von Lincomycin®? und den den Pyrrolo[1,4]benzodiazepinen

Anthramycin,?® Sibiromycin**

und Tomaymycin,”* die ahnliche Bausteine besitzen, eine Hypothese
fur den Biosyntheseweg des 4-Propenylprolins (69) (siehe Abb. 5-12). Hiernach sollte die Genkassette

hrmCDEFG fiir die (4-Pe)Pro-Biosynthese verantwortlich sein.

Die einzigen charakterisierten enzymatischen Homologe aus diesem Biosyntheseweg sind LmbB2 und
LmbB1 aus dem Lincomycingencluster.??®*" Wahrend LmbB1 die Bildung eines Pyrrolinderivates 72
aus L-Dihydroxyphenylalanin (L-DOPA) (71) katalysiert, konnte die Bildung desselben Produktes aus

70 durch das Zusammenwirken von LmbB2 und LmbB1 gezeigt werden.?®
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HrmE HrmF
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Abb. 5-12: Ubersicht (iber die postulierte Biosynthese von (4-Pe)Pro (69) und dessen Homologe aus den
Biosynthesen von Anthramycin (ORFxy), Sibiromycin (Sib), Tomaymycin (Tom) und Lincomycin (Lmb).%

Das LmbB2-Homolog HrmE ist also sehr wahrscheinlich eine Tyrosin-Hydroxylase. Die 2,3 L-
DOPA-Dioxygenase HrmF katalysiert analog zu LmbB1 die Addition von molekularem Sauerstoff an
eine Hydroxygruppe des Catecholringes und fiihrt so zu dessen Offnung (Abb. 5-13). Das Enzym
benétigt Fe(l11) als Koordinator fiir die benachbarten Hydroxylgruppen.??® Die anschlieRende spontane
Kondensation des entstandenen Aldehyds mit der Aminfunktion fiihrt zur Bildung eines Pyrrolins und
somit zur kompletten Reorganisation des Kohlenstoffgeristes. Das instabile Reaktionsprodukt 72 ist
leuchtend gelb gefarbt (Amax = 414 nm). Die Bildung von 72 konnte bereits massenspektrometrisch in

einer in vivo-Studie von Daniel Flachshaar nachgewiesen werden.®

COOH
C - COOH - HOOG
H,N H,N /
HrmF spontan N
- OHC”™ ™ - ~N
HO HOOC._ _~ HOOC_ _~
71 OH - OH ~ 72 OH

Abb. 5-13: Reaktionsmechanismus von HrmF. Der Catecholring von L-DOPA (71) wird oxidativ getffnet; es
kommt zur spontanen Rezyklisierung zum Pyrrolinderivat 72.

Die weiteren Schritte bis zum Propenylprolin sind weniger eindeutig: In den homologen Genclustern
ist jeweils ein Gen fur eine Hydrolase kodiert, die hypothetisch die Spaltung einer C-C Bindung
katalysiert und die Seitenkette bis zum Vinyl 73 abbaut (vergleiche Abb. 5-12).*° Fiir ImbX aus dem
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Lincomycingencluster wurde gezeigt, dass dieses Gen essentiell fiir die Lincomycinproduktion ist.?°

Im Hormaomycin-Gencluster ist solch ein Homologes nicht vorhanden. HrmC hat Homologien zu
SAM-abhédngigen Methyltransferasen, es konnte die Vinylkette von 73 um ein C-Atom zu 74
verlangern. HrmD &hnelt LmbY, einer putativen Coenzym F4-abhé&ngigen Oxidoreduktase, die unter
anderem die Reduktion des Pyrrolinringes von 75 zum (4-Pe)Pro (69) katalysieren konnte. Ein
Lincomycinproduzent, dem die Oxidoreduktase LmbY durch Mutation fehlte, akkumulierte das Dien
75,! was diese Funktion nahelegt. HrmG, eine putative y-Glutamyltranspeptidase, ist wahrscheinlich
an der Biosynthese des Fgo-Chromophors beteiligt. Das Coenzym F4y (76) ist hauptsachlich in
Archaeen verbreitet. Es dhnelt strukturell dem Flavinmononukleotid (FMN), besitzt aber ein hdheres

Reduktionspotential und eine Seitenkette aus einem bis sieben Glutamatresten (siehe Abb. 5-14).%

\/&
HO N N o

\ \OH
- CH, o| coo
o) H
I N
0—P-0 N [olele}
76 o O CoO

L 1 n=0-6

Abb. 5-14: Coenzym F4,q (76)

Im Rahmen dieser Arbeit sollte die L-DOPA-Dioxygenase HrmF Kinetisch charakterisiert werden. Mit
Hilfe von degenerierten Primern sollte im Genom von S. griseoflavus W-384 nach Homologen von
ImbX gesucht werden. AuBerdem sollte ein Stamm Kkonstruiert werden, der HrmF und die putative
Methyltransferase HrmC exprimiert, um den Zeitpunkt der Methylierung in der (4-Pe)Pro-Biosynthese

ZUu untersuchen.

5.2.1 Heterologe Expression und kinetische Charakterisierung von HrmF

HrmF konnte in vorherigen Arbeiten von Daniel Flachshaar bereits heterolog exprimiert und das
Spaltungsprodukt von L-DOPA (71) massenspektrometrisch charakterisiert werden.®” Das Enzym,
eine L-DOPA-2,3-Dioxygenase, spaltet den Catecholring oxidativ zwischen den beiden
Hydroxygruppen. Es kommt zu Bildung eines instabilen, gelb geférbten Intermediates (vergleiche
Abb. 5-13). Um diese Reaktion kinetisch zu charakterisieren, wurde HrmF aus dem Konstrukt pDF010
(siehe Tab. 6-3) mit Asel und Ndel ausgeschnitten und in pHIS8 kloniert. Das Konstrukt wurde pMC6
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genannt. Die Expression und Aufreinigung des Proteins Uber Ni-NTA-Chromatographie ist in
Abbildung 5-15 dargestellt.

kDa
34,6
27 4 a‘ €— HrmF
20 .
M L 1

2 3 4

Abb. 5-15: SDS-PAGE-Gel (12%) von HrmF: M=Proteinmarker; L=Lysat; 1-4=Elutionsfraktionen mit
50,100,150 und 200 mM Imidazol

Die Reaktion von HrmF mit L-DOPA (51) wurde kinetisch untersucht. Analoge Kinetische
Untersuchungen wurden bereits an LmbB1, der L-DOPA-Dioxygenase aus der Lincomycin-
biosynthese durchgefiihrt.””” Zur Analyse von Hiss-HrmF wurden die Elutionsfraktionen einer
Uberexpression von pMC6 gesammelt, mit PD-10-Saulen in 100 mM Phosphatpuffer pH 8 tiberfiihrt
und mit Vivaspin (MWCO 10 kDA) (siehe 6.5.5) aufkonzentriert. Dem Enzym wurden nun
verschiedene Mengen an 51 zugefittert und die Reaktionen tUber 30 Minuten photometrisch bei 413
nm vermessen. Es wurden sieben verschiedene Substratmengen zugegeben (0,918 pumol, 2,753 pmol,
4,59 pmol, 6,426 pumol, 9,18 pmol, 11,934 pmol, 18,36 umol). Die linearen Anfangsraten der
Reaktionen wurden bestimmt und gegen die Substratkonzentrationen aufgetragen. Alle Umsetzungen
wurden dreifach durchgefuhrt. In Abbildung 5-16 ist die Michaelis-Menten-Kurve der Reaktion
dargestellt. Hieraus lassen sich die kinetischen Parameter fur das Enzym bestimmen. Die Kurve wurde
linearisiert, indem die Quotienten aus Substratkonzentration und Reaktionsgeschwindigkeit gegen die
Substratkonzentrationen aufgetragen wurden (Hanes/Woolf-Plot, Abb. 5-17). Aus dem Schnittpunkt
der Hanes/Woolf-Gerade mit der x-Achse laRt sich der Ky-Wert (Substratkonzentration bei
halbmaximaler Geschwindigkeit) ablesen. Weiterhin 188t sich aus der Steigung der Geraden die
katalytische Konstante, k., bestimmen. Die erhobenen kinetischen Parameter sind in Tabelle 5-2

aufgefuhrt und werden dort mit denen des charakterisierten Homologs, LmbB1, verglichen.
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Abb. 5-16: Michaelis-Menten-Kurve von HrmF mit L-DOPA (71). Aufgetragen sind die linearen Steigungsraten
der Absorption (A=413 nm) nach Zugabe von 0,918 pmol, 2,753 pmol, 4,59 pmol, 6,426 pmol, 9,18 umol,
11,934 pmol, 18,36 pmol L-DOPA (71). Die Kurve wurde mit dem Programm GraphPad Prism durch den
Nullpunkt normiert. Die Balken geben das 95%-Konfidenzintervall fir die Mittelwerte der MelRwerte wieder.

[SI/v]
0.3

0.2- (S

0.1+

5 0 5 10 15 20 pmol [S]

Abb. 5-17: Hanes/Woolf-Gerade der Reaktionskinetik von HrmF (siehe Abb. 5-16). Der Quotient aus
Substratkonzentration und Reaktionsgeschwindigkeit wurde gegen die Substratkonzentration aufgetragen.

Tab. 5-2: Vergleich der erhobenen kinetischen Parameter fiir HrmF und LmbB1%’

Protein Km [UM] Keat [MIN?] Kea/Ky [MM x min™]
HrmF 3,348 57,8 17264
LmbB1 38 4.2 108
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Der Vergleich von HrmF und LmbB1 zeigt, dass HrmF eine durchweg hohere katalytische Effizienz
als sein Homologes besitzt. Der etwa 10-fach kleinere Ky-Wert und die etwa 15-fach hdhere
katalytische Konstante (Kc;) ergeben zusammen eine fast 160-fach hohere Effektivitat fur HrmF
gegenuber LmbB1l. HrmF zeigt darlber hinaus eine sehr relaxierte Substratspezifitat. In einer
anschlieBenden Studie von Elisabeth Rithlein?®® konnten zehn verschiedene Analoga von L-DOPA
(71), 77-86, umgesetzt werden, wobei starke Variationen in der Seitenkette méglich sind und sie sogar
schrittweise bis zum Catechol (77) abgebaut werden kann (siehe Abb. 5-20). Die 3,4-
Hydroxysubstitution des Phenylrestes hat sich in dieser Studie aber als essentiell fir die

Substraterkennung erwiesen.?*

HO HO HO HO HO
81
on 7 on 8 on 19 on 80 OH
OH
X\ COOH COOH _WCOOH _WCOOH
NH OH
OH on 84 on 85 86

OH OH

Abb. 5-18: Akzeptierte alternative Substrate von HrmF:**® Catechol (77), 4-Methylcatechol (88),
3,4-Dihydroxybenzaldehyd (79), 3,4-Dihydroxybenzoesdure (80), 3,4-Dihydroxy-phenylessigsdure (81),
Kaffeesdure (82), 3,4-Dihydroxyphenylpropanséure (83), Dopamin (84), L-Dihydroxyphenylserin (85),
3-(3,4-Dihydroxyphenyl)-2-hydroxypropanséure (86).

Die kinetischen Daten, zusammengenommen mit der relaxierten Substratspezifitdt und der
Maoglichkeit, das Enzym einfach und in grof3en Mengen zu exprimieren, machen HrmF somit zu einem

aussichtsreichen Kandidaten fir biotechnologische Produktionen oder chemoenzymatische Synthesen.

5.2.2 Suche nach einem ImbX-Homolog in Streptomyces griseoflavus W-384

Wie oben erwiéhnt, fehlt im Biosynthesegencluster des Hormaomycins ein Kandidat fir die C-C-
Hydrolyse des Spaltungsproduktes von L-DOPA, 72 (siehe Abb. 5-12). Um im Genom des
Hormaomycinproduzenten ein Homologes des fir eine C-C-Hydrolase kodierenden ImbX zu finden,
wurden in einem Aminosdurealignment von LmbX, TomK, SibS und dem Produkt von ORF15
konservierte Regionen ausgemacht. Auf Basis dieser konservierten Regionen wurden degenerierte
Primer entworfen, mit denen im Genom von Streptomyces griseoflavus W-384 mittels PCR versucht
wurde, ein Homologes dieser Gene zu detektieren. Bei der Analyse des Alignments (siehe Abb. 9-8)
fiel auf, dass ORF15 aus der Anthramycinbiosynthese eine geringere Verwandtschaft mit den anderen
drei Enzymen zeigt; dieses Enzym wurde bei der Erstellung der degenerierten Primer daher nicht

berucksichtigt. Tabelle 5-3 zeigt die fur die Erstellung der Primer verwendeten Aminoséduremotive.
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Tab. 5-3: Konservierte Aminoséuremotive der degenerierten Primer fir das LmbX-Homolog

Primername Aminosauremotiv Position (LmbX)
Unknown1f QEGCG/SR 99-104
Unknownlr PACAS 213-218
Unknown2f ET AV FV 45-49
Unknown2r PEDPAC 210-215

Die erwartete Grofe fur ein Amplikon der Primer Unknownlf mit 1r oder 2r betrug ca. 300 bp, die
erwartete GroRe eines Amplikons der Primer Unknown2f mit 1r oder 2r war etwa 500 bp. Fur alle
Primerkombinationen wurden mehrere PCRs mit unterschiedlichen Annealingtemperaturen der Primer
durchgefihrt, aber es wurde kein korresponierendes Produkt amplifiziert. In anschlieBenden Studien
wurde von Xiaofeng Cai versucht, ber Hybridisierung mit ImbX ein Homolog im Genom zu
detektieren.?? Auch dieser spezifischere Ansatz filhrte zu keinem Ergebnis. Die anschlieBende
Veroffentlichung des Genoms von Streptomyces griseoflavus W-384 (in der Studie als S. griseoflavus
Tu-4000 bezeichnet)®* bestatigte die durchgefiihrten Experimente: Es ist kein Homologes von ImbX
im Genom von Streptomyces griseoflavus W-384 enthalten. Wie die C-C-Bindung im Falle des 4-
Propenylprolins (69) gespalten wird, bleibt also weiter unklar. Entweder Gbernimmt ein anderes,
bisher unbekanntes Enzym aus einer anderen Enzymfamilie diese ungewdhnliche Reaktion, oder ein

Enzym aus dem Hormaomycingencluster katalysiert unerwarteterweise diesen Umwandlungsschritt.
5.2.3 In vivo-Experimente zur Untersuchung der Funktion von HrmC

Eine bioinformatische Analyse von hrmC ergab, dass es fur eine SAM (87)-abhdngige
Methyltransferase kodiert. Nachster Verwandter ist LmbW aus der Lincomycinbiosynthese (57%
Identitat). SAM-abhéangige Methyltransferasen katalysieren die Ubertragung einer CH;-Gruppe durch
eine nukleophile Substitution an Hydroxy-, Amino-, Thiol-, und nucleophilen Kohlenstoffatomen
(siehe Abb. 5-19).*° Nach der Ubertragung des Methylrestes und Abspaltung eines Protons entsteht S-
Adenosylhomocystein (SAH) (88), aus dem Methionin wieder regeneriert werden kann

SAM
SAH
NH NH2 NH,
© )\A
,Aém W
! 3 :'
a) —~ a) R—OCH;
R—NH, _H*

b _
) b) R—NCH;

Abb. 5-19: Methylibertragung durch S-Adenosylmethionin (87) auf a) Hydroxygruppe b) Aminogruppe c)
nukleophilen Kohlenstoff (nach %)
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Die Biosynthesewege von Propenylprolin und analogen Aminoséuren aus Tyrosin sind ab der L-
DOPA-Spaltung bisher wenig untersucht, an einem Punkt der Biosynthese wird aber eine
Methylgruppe an die Seitenkette angehangt (vergleiche Abb. 5-12). Homologe zu HrmC sind in allen
anderen Biosynthesewegen, deren Seitenkette aus 3 C-Atomen besteht, enthalten (LmbW, SibZ,
ORF5). Um nun zu untersuchen, ob HrmC die Ubertragung einer Methylgruppe auf das Produkt der
Reaktion von HrmF (72) katalysiert, sollten HrmF und HrmC in E. coli coexprimiert werden. Da das
Redaktionsprodukt von HrmF instabil ist, ist dies der einfachste Weg, die putative Methylierung
nachzuweisen. HrmC wurde aus pDF008 (siehe Tab. 6-3) per Restriktionsverdau mit Asel und Ndel
ausgeschnitten, und in den Coexpressionsvektor pCDF-Duet, der mit Ndel geschnitten und
dephosphoryliert war, kloniert. pMC2 wurde erhalten. pMC2 wurde dann mit pMC6 (hrmF in pHIS8)
in E. coli BL21(DE3) cotransformiert. Der resultierende Stamm wurde MC3 genannt. MC6 und MC3
wurden parallel in 300 ml 2xYT-Medium bei 37 °C und 250 rpm kultiviert, und die Proteine nach der
Induktion mit 1 mM IPTG bei 16 °C Uber Nacht tiberexprimiert. Die Umsetzung mit L-DOPA (71)
und Aufarbeitung der Kultur erfolgte nach Riithlein®® (siehe Abschnitt 6.7.2). Der erhaltene Extrakt
wurde dann mit HPLC-MS analysiert (Methode CF; siehe 6.7.3). Das Ergebnis zeigt Abbildung 5-20.
Im Maximum des Peaks bei 11,8 min (HrmF) bzw. 11,2 min (HrmC+HrmF) erscheint die Masse
[M+H]" des Reaktionsprodukts 72 (siche Abb. 5-21).

Intens
[mAU] 4

20 1

s

-10 _R

— =HmF
------ =HmC+HmF

Abb. 5-20: Ausschnitt aus dem HPLC-HRMS-Chromatogramm der Umsetzungen von HrmF (schwarze Linie)
und der Coexpression von HrmC und HrmF (gestrichelte Linie) mit L-DOPA (71)

a)
I0tenSCR] | e 11.8min —
04 4
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. 5 TW\
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Abb. 5-21: Ausschnitt aus dem Massenspektrum des Peaks bei a): 11,8 min (HrmF) bzw. b): 11,3 min
(HrmC+HrmF) aus Abb. 5-20. Spektrum c) zeigt das theoretische Massenspektrum des Spaltproduktes von L-
DOPA, 72 [M+H]".

In beiden HPLC-MS-Ldufen konnten auBerdem weitere Massen, die putativ zu Intermediaten der (4-
Pe)Pro-Biosynthese, oder zu Zerfallsprodukten von 72 gehdren, detektiert werden. Eine Masse mit
m/z=198,08 und eine Masse m/z=152,08 besitzen die gleiche Retentionszeit. Der Unterschied von 46,0
Da betragt eine HCOOH-Gruppe.

Tab. 5-4: Detektierte Massen in den HPLC-MS-Chromatogrammen von HrmF und HrmC/HrmF (siehe Abb. 5-
20) und deren mogliche Strukturformeln

Detektierte Retentionszeit [min] Mdgliche Summen- Mdgliche Strukturformel
Masse [m/z] formel [M+H]"
HOOC —
212,05 11,8 (F) CoHaNO; \E/r_ﬂ\ﬂj;>-ing
11,2 (C+F) H
HOOC —
CyH1:NO
198,07 15,2 (F) o \v/r_\\{j;>-c00H
14,8 (C+F) N 89
CgH;NO, ﬂ[><
152,08 15,2 (F) =\ 000'30
14,8 (C+F)
22007 270 CroRalios Hooomoom
12,2 (C+F) o N o1
H

CgHoNO -
166,05 12,7 (F) grioTs N/F_K\I[f>*-COOH
12,2 (C+F) o N 92
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Diese konnte aus einem instabilen Intermediat eliminiert worden sein. Es konnte zwar die Masse des
putativen methylierten Intermediates (m/z=226,08) in beiden Extrakten detektiert werden, ebenso wie
eine Masse von m/z=166,05, ebenfalls mit gleicher Retentionszeit (Massendifferenz einer
Acetyleinheit). Unterschiede in den Massenspuren der beiden Extrakte konnten aber nicht festgestellt
werden. Die Molekile 89-92 sind mdgliche Strukturen dieser Intermediate. Die Ergebnisse zeigen,
dass die Intermediate tatsachlich eine grof3e Instabilitat besitzen. Die detektierten Massen kdnnten aber
auch zu ganz anderen Substanzen gehdren. Die erhaltenen Ergebnisse deuten darauf hin, dass HrmC
nicht den direkt an HrmF anschlieBenden Schritt in der Biosynthese des 4-Propenylprolins (69)
katalysiert. Mdoglicherweise kdnnen Deletionsmutanten einzelner Gene (hrmC, hrmD, hrmG) im
Hormaomycinproduzenten die (4-Pe)Pro-Biosynthese weiter aufklaren. Wenn Zwischenprodukte oder
neue Hormaomycine mit veranderter Struktur entstehen, wirde das Einsichten in die Funktion dieser
Proteine geben. In S. griseoflavus W-384 steht bereits ein solches Mutationssystem zur Verfligung;
erste Deletionsmutanten von Biosynthesegenen des Hormaomycins (13) sind von Xiaofeng Cai beim
Stand dieser Arbeit bereits konstruiert worden (Ergebnisse unverdffentlicht).

5.3 Studien zur Biosynthese von Chpca

Die 5-Chlor-N-hydroxypyrrol-2-carbonsaure (Chpca) (93) (Abb. 5-24 a) ist die Startereinheit fur die
Biosynthese des Hormaomycins. Auch sie ist bisher einzigartig in der Natur. Fur die biologische
Aktivitdat des Hormaomycins ist die N-Hydroxylgruppe essentiell, das haben Struktur-Wirkungs-
Experimente gezeigt."”® Durch Fiitterungen von markierten Vorstufen konnte ein biogenetischer
Ursprung aus L-Prolin (94) bewiesen werden.®® Die Biosynthese von Pyrrolen aus Prolin (94) ist in
einigen Systemen, wie Clorobiocin (99) oder Pyoluteorin (115) gut untersucht; nach der kovalenten
Bindung von Prolin (94) Uber eine Thioesterbindung an ein PCP, katalysiert durch eine freistehende
A-Doméne, wird der Pyrrolidinring durch eine oder mehrere Acyl-CoA-Dehydrogenasen zum Pyrrol-
PCP oxidiert.”*® Diese Reaktionsschritte konnten fiir mehrere Biosynthesesyteme in vitro rekonstituiert
werden.?*?%42%" Das Pyrrolyl-PCP kann nun durch andere Enzyme noch weiter modifiziert werden, im
Falle des Pyoluteorins konnte nach Konstitution des Pyrrolyl-PCP in vitro eine Dichlorierung des
Pyrrols durch ein einziges Enzym nachgewiesen werden.?®
sind hrmKLMN und hrmQ Kandidaten fur die Biosynthese von Chpca (93). Abbildung 5-22 b) zeigt

die putative Biosynthese: hrmK kodiert fir eine Acyl-CoA-Synthetase, die, nach Analyse des

Aus dem Gencluster des Hormaomycins

nonribosomalen Codes (siehe Tab. 3-3), Prolin (94) auf das Typ-ll-Peptidylcarrierprotein HrmL
Ubertragt. HrmM hat hohe Homologien zu einer Acyl-CoA-Dehydrogenase, die Prolyl-PCP (95) zu
Pyrrolyl-PCP (96) oxidieren konnte.
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a)
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Abb. 5-22: a): 5-Chlor-N-hydroxypyrrol-2-carbonsdure (Chpca) (93). b): Die putative Chpca-Biosynthese.
Prolin (94) wird von HrmK aktiviert und kovalent an. HrmL kovalent gebunden. Es entsteht Prolyl-HrmL (95).
Nach Oxidation zum Pyrrolyl-HrmL (96) durch HrmM wird durch HrmQ ein Chloratom an das Pyrrolyl-HrmL
(96) addiert. Es entsteht 97. HrmN katalysiert dann putativ die N-Hydroxylierung von 97 zu 98.

HrmQ konnte bereits charakterisiert werden; in einem kombinatorischen Experiment chlorierte das
Enzym das Antibiotikum Clorobiocin (99), das auch Uber eine Pyrrolcarbonsédureeinheit verfugt (siehe
Abb. 5.23).%° Das Experiment fand in einem Stamm statt, in dem die Methyltransferase CloN6 nicht
mehr funktionsfahig war, somit konnte HrmQ die nun freie 2-Position chlorieren. Als Hauptprodukt
entstand Novclobiocin 124 (100). Das Enzym besitzt hohe Sequenzéhnlichkeit (60%) zu den FADH,-
abhangigen Halogenasen PItA und Pyr29 aus der Pyoluteorin- und Pyrrolomycinbiosynthese.?*?*° Fiir
die N-Hydroxylierung zum Chpca-HrmL (98) konnte kein eindeutiger Kandidat identifiziert werden.

Auch die Reihenfolge der Modifikationsschritte Chlorierung und Hydroxylierung ist unbekannt.

ACIoNG

HrmQ

Abb. 5-23: Generierung eines neuen Clorobiocinanalogs 100 durch HrmQ aus einem Clorobiocin-(99)-
Produzenten, dem die Methyltransferase CloN6 fehlt.”**

Im Rahmen dieser Arbeit sollten die ersten Enzyme der Chpca-Biosynthese, HrmK und HrmL
rekonstituiert werden, die Substratspezifitdt der Adenylierungsenzyms HrmK getestet werden, und
versucht werden, verschiedene Substrate auf HrmL zu (bertragen. Auferdem sollte die N-
Hydroxylierung untersucht werden: Der mogliche Kandidat HrmN sollte zusammen mit einer
Promotorsequenz der Pyoluteorinbiosynthese heterolog in Pseudomonas fluorescens Pf-5 exprimiert
werden. Die Pyrroleinheit im Pyoluteorin und dessen Biosynthese &hneln der von Chpca (94) im
Hormaomycin (13). Daher ist eine Hydroxylierung des Pyoluteorins (115) durch eine Pyrrol-N-

Hydroxylase des Hormaomycingenclusters mdglich.
5.3.1 heterologe Expression und Charakterisierung von HrmK

Das Gen fur die Acyl-CoA-Synthetase hrmK wurde Uber spezifische Primer (siehe Tab. 6-10) mittels
PCR amplifiziert und mit TA-Klonierung (siehe 6.4.9.1) in pBluescript SK+ eingefiigt. Es entstand
pMCS3.
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Nach erfolgter Sequenzierung wurde pMC3 mit BamHI und Hindlll geschnitten und hrmK in den
Expressionsvektor pHIS8 kloniert (6.4.9.2). Das Konstrukt wurde pMC4 genannt. Um zu testen, ob
HrmK flr seine Aktivitat ein MbtH-ahnliches Protein bendtigt, wurde pMC4 zusammen mit pMC10,
das hrmR im Coexpressionsvektor pCDF-DUET enthielt (siehe Kapitel 5.4.1), in E. coli BL21(DE3)
cotransformiert und coexprimiert. Der Stamm wurde MC11 genannt. Die Aufreinigung des Hisg-
Fusionsproteins erfolgte mit Ni-NTA-Affinitatschromatographie (siehe 6.5.4). Abbildung 5-24 zeigt,
dass HrmK in hoher Reinheit isoliert wurde. Aus dem Vergleich des Zelllysates und der
Elutionsfraktion ist zu erkennen, dass HrmR (unterste Bande) exprimiert wurde, jedoch nicht coeluiert

wurde. HrmK scheint also eine geringe Affinitat zum MbtH-Homologen HrmR zu besitzen.

e | ! kDa
66
HmK ——> 43
e 29
20

E W2 WA L M

Abb. 5-24: SDS-PAGE-Gel (Tricin, 15%) von der Coexpression von HrmK/HrmR (500 mL TB; 16 °C; 1 mM
IPTG: M=Proteinmarker; L=Lysat; W1/W2=Waschfraktionen mit Lysispuffer/Waschpuffer; E=Elutionsfraktion
mit 250 mM Imidazol.

Um die erfolgreiche Expression von HrmK zu uberpriifen, wurde das Enzym mit MALDI-TOF-MS
(siehe Abschnitt 6.5.9) analysiert. Das Ergebnis der Messung zeigt Abbildung 5-25.

Intens.
[4]
100 4 25760.7

80 A1

60 -

29749.7

40 59442.9

653217
20 A

20000 30000 40000 50000 50000 70000 miz

Abb. 5-25: MALDI-TOF-Messung von isoliertem Hisg-HrmK.

58
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Es wurde ein lon bei 59443 Da gemessen, dessen Masse der berechneten von Hisg-HrmK entspricht.
Um nun die Substratspezifitat von HrmK zu bestimmen, wurde eine 500 mL-Uberexpressionskultur
von MC11 in TB-Medium (siehe 6.2.1) kultiviert, mit 0,5 mM IPTG induziert, bei 16 °C
uberexprimiert (siehe 6.5.2) und Uber Ni-NTA-Affinitatschromatographie aufgereinigt (siehe
Abschnitt 6.5.4). Die Proteinelutionsfraktion wurde uber eine PD10-Sdule entsalzt und mit Vivaspin
500 30K wieder aufkonzentriert (siehe 6.5.5). Das frische Protein wurde dann im [y-*0,]-ATP-Assay
(siehe 6.6.1, vergleiche Abb. 5-52, Kapitel 5.4.3) mit verschiedenen Aminosduren und Carbonséuren
getestet. Ein Grofiteil der Substrate bestand aus strukturellen Analoga des Prolins 101-110 (siehe Abb.
5-26).

COOH
102

8 | N COOH
< 103 N/ 104 O/ 105
Q/COOH ®/COOH ®/COOH

106 \ 107 L/ 108
O

QZI
© 8
> O

I
(@]

- (@]
o o
- I

ZT

Abb. 5-26: getestete Substrate von HrmK: Prolin (94) und Analoga: Benzoesédure (101), Pyrrol-2-carbonsaure
(102), Picolinsaure (103), Nikotinsédure (104), Cyclohexancarbonsédure (105), Cyclopentancarbonsaure (106),
Thiophen-2-carbonséure (107), Furan-2-carbonsaure (108), Tetrahydrofuran-2-carbonsaure (109), Pipecolinsaure
(110).

Das Ergebnis der Messung (Abb. 5-27, 5-28) zeigt, dass Prolin (94) sehr selektiv. vom Enzym
praferiert wird. Die Umsetzung von 94 im Assay verlief nahezu quantitativ. Das ist an der
Generierung eines neuen lons bei m/z=506 aus dem lon bei m/z=514 zu erkennen (vgl. Abb. 5-52,
Abschnitte 5.4.4 und 6.6.1) Dieses Resultat konnte in einem wiederholten Experiment bestatigt
werden. Die anderen gestesten Substrate wurden nur in Spuren aktiviert (<3%). HrmK scheint also,

2% aine sehr enge Substratspezifitdt zu besitzen.

wie auch schon in Arbeiten von Radzom postuliert,
Diese Ergebnisse erschweren die Mdglichkeit, durch Fitterungen von Prolinanaloga zum Produzenten
Variationen der Startereinheit zu erzeugen. AulRerdem kann in folgenden in vitro-Assays zur Chpca-
Biosynthese mit hoher Wahrscheinlichkeit nicht das Oxidationsprodukt von Prolin, die Pyrrol-2-
carbonsdure (102), als Substrat von HrmK und HrmL eingesetzt werden. Fir weitergehende in vitro-
Untersuchungen, wie z.B. die N-Hydroxylierung (siehe Kapitel 5.3.4), mifite also HrmM ebenfalls
heterolog exprimiert und isoliert werden und das Prolyl-PCP (95) anschlieBend oxidieren, bevor

weitere Enzymreaktionen untersucht werden kdnnten (vgl. Abb. 5-22).

59



5 Ergebnisse und Diskussion
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Abb. 5-27: Vergleich der Massenspuren der Umsetzung von HrmK mit verschiedenen Substraten im im [y-0,]-
ATP-Assay (vgl. Tab. 9-1)
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Abb. 5-28: Aktivierung verschiedener Substrate durch HrmK im [y-*®0,]-ATP-Assay (schwarz) und
Wiederholung der Reaktion mit Prolin (rot). Die hochste Aktivitdt wurde als 100% normiert (vgl. Abb. 5-27,
Tab. 9-1).

5.3.2 Heterologe Expression und Charakterisierung von HrmL

Nach bioinformatischen Voraussagen ist HrmL ein freistehendes PCP Typ Il. PCPs akzeptieren
aktivierte Aminosduren von Acyl-CoA-Transferasen und A-Doménen (ber eine Thioesterbindung.
Um eine aktivierte Aminosaure von einer A-Doméane aufnehmen zu kénnen, muss ein Serinrest in

Peptidyl-Carrierproteinen durch eine PPTase posttranslational mit einem 4" -Ppant aus Coenzym A
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(19) modifiziert werden (siehe Abb. 5-29).*? Somit wird eine terminale Sulfhydrylgruppe gebildet, die
als Akzeptor fiir die Gbertragene Aminosdure dient (siehe hierzu auch Kapitel 3.2.2).

Coenzym A (19)

| < 0 o0 o OH
NN o 0”10”10 ~"sh 3,5"-ADP
=/ o o I I

PPTase ? Q
SH
HO o

apo-PCP 4

holo-PCP

Abb. 5-29: Phosphopanthetheinylierung durch Phosphopanthetheinyltransferasen (PPTasen). Die PPTase
Ubertragt eine 4’-Phosphopanthetheinylgruppe aus Coenzym A (19) auf ein Serin eines apo-
Peptidylcarrierproteins (PCP). Es entsteht ein holo-PCP mit einer terminalen —SH-Gruppe.

hrmL wurde mittels PCR amplifiziert und Uber die Restriktionsschnittstellen BamHI und Hindlll
sowohl in den Expressionsvektor pHIS8 (pMC7) als auch in pHIS8-svp (pMC5) kloniert (siehe
Kapitel 6.4.9.2). und in E. coli BL21(DE3) uberexprimiert (siehe 6.5.2). In pHIS8-svp ist zusétzlich
das Gen fiir die Phosphopanthetheinyltransferase Svp aus Streptomyces verticillus*! durch die

Schnittstelle Notl insertiert.?*?

Zwar besitzt E. coli auch PPtasen, jedoch erhoht eine Phosphopanthe-
theinyltranferase aus einem verwandten Organismus die Wahrscheinlichkeit einer erfolgreichen

Modifikation. Die Ergebnisse der Expressionen und Aufreinigungen sind in Abbildung 5-30 a) und b)

zu sehen.
a) b)
kDa _ .
29
HrmL
-
20 e
14
,,, -
D W L M1M250100150200250 PML D W 30 50100150200250300

Abb. 5-30: Heterologe Expression und Aufreinigung von HrmL aus a) pHIS8 und b) pHIS8svp (500 mL LB; 1
mM IPTG). P=Pellet; D=Durchflul}; L=Lysat; M=Marker; W=Waschfraktion; 30, 50, 100, 150, 200, 250,
300=Elutionsfraktionen mit x mM Imidazol.
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Wenn eine posttranslationale Phosphopanthetheinylierung stattfindet, erhoht sich die Masse des PCP
um 339 Da. Dieser Betrag mull also zur Masse des Octahistidinyl-PCP addiert werden. Fir das
phosphopanthetheinylierte Hisg-HrmL ergibt sich somit insgesamt eine Proteinmasse von 12685 Da.
Zur Massenbestimmung von Proteinen eignen sich mehrere massenspektrometrische Methoden. Die
bevorzugte Methode ist ESI-FT-MS aufgrund der hohen Auflésung und Genauigkeit der Massen. Eine
Alternative zur Detektion von Proteinen bietet die lonisation per MALDI, die gewohnlicherweise mit
der ,time of flight“-Detektion kombiniert wird. Fir kleine Proteine war die Detektion wvon

h 243,244

Phosphopantetheinylierungen bereits mdglic Auch wurde dieses Messprinzip in der

Arbeitsgruppe Piel durch Holger Niederkruger bei der Detektion der Phosphopanthetheinylierung von

Acylcarrierproteinen (ACPs) angewendet.**

Aus einer 500 mL-Kultur wurden die aufgereinigten Proteine aus pHIS8 und pHIS8svp fir eine
MALDI-TOF-Messung (siehe 6.5.9) vorbereitet. Hierbei wurde vom Protokoll abgewichen und
jeweils 20-30 min bei 6000 rpm zentrifugiert, da eine hohere Geschwindigkeit in diesem Schritt zu
gemessenen Proteinmassen um 10 kDa fiihrte (Daten nicht aufgefiihrt). Um eine Protein-
fragmentierung zu vermeiden, wurde daher die Zentrifugationsgeschwindigkeit erniedrigt. Die
MALDI-TOF-Ergebnisse in den Abbildungen 5-31 und 5-32 zeigen, dass sowohl HrmL aus pHIS8 als
auch HrmL aus pHIS8svp phosphopanthetheinyliert vorliegen.

Tab. 5-5: Vergleich der gemessenen Massen fur Hisg-HrmL und Hisg-HrmL+Svp mit der berechneten Masse flr
das 4"-phospopanthetheinylierte Protein.

Protein (+4"-Ppant) Berechnete Masse Gemessene Masse [m/z] Abweichung
Hisg-HrmL 12685 Da 12681 -4 Da
Hisg-HrmL+Svp 12685 Da 12677 -8 Da
Intens.
[%]
100 4 12677.2
80 H
60
40
20 H
11000 11500 12000 12500 13000 13500 14000 14500 15000 15500 m/z

Abb. 5-31: MALDI-TOF-Messung von Hisg-HrmL aus pHIS8svp
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Die geringen Abweichungen von 4 bzw. 8 Da (siehe Tab. 5-5) sind bei dieser Messmethode und der
GroRe des Molekils zu vernachlassigen. HrmL wird also offenbar von 4"-Phosphopanthetheinyl-
transferasen aus E. coli BL21(DE3) modifiziert. Die Coexpression von Svp ist fur ein aktives HrmL in
diesem Stamm nicht notwendig. Insgesamt konnte HrmL stabil heterolog exprimiert und isoliert
werden. Die Beladung mit einem Phosphopanthetheinylrest, und damit die Aktivierung fur
Beladungsreaktionen (siehe Kapitel 5.3.3) konnte massenspektrometrisch nachgewiesen werden.

5.3.3 Beladung von HrmL mit Prolin

Mit den exprimierten Enzymen HrmK (5.3.1) und dem 4 -phosphopanthetheinylierten HrmL (5.3.2)
wurde nun versucht, die Generierung von Prolyl-HrmL (95) nachzuweisen. Solche Beladungsassays
sind fur mehrere Systeme, unter anderem Pyoluteorin (115) und Clorobiocin (99) erfolgreich

durchgefiihrt worden.?%2%

Aus 500 mL-Expressionen von HrmK und HrmL wurden die Elutionsfraktionen mit PD10-Saulen in
50 mM Phosphatpuffer umgepuffert und aufkonzentriert (siehe 6.5.5). Der Beladungsassay wurde, wie
in Abschnitt 6.6.4 beschrieben, durchgefuhrt. AnschlieBend wurden die Proteine entsalzt und mit
MALDI-TOF-Massenspektrometrie (siehe 6.5.9) analysiert (Abb. 5-32). Es ist zu erkennen, dass
sowohl der Assay (obere Spur) als auch die Negativkontrolle ohne HrmK (untere Spur) ein Maximum
bei m/z= 12681,0 bzw. 12681,5 besitzen, Diese Masse entspricht dem 4°-phosphopanthetheinylierten
Hisg-HrmL (12685 Da, vergleiche Tab. 5-5). Eine Masse von m/z= 12781, die dem Prolyl-HrmL (95)
entspricht, konnte nicht detektiert werden.

Intens.

] 12681.0

12681.5

60 4

40

13188.1
20 o
12938.8

—

0 T T T T T T T T T T T T
12400 12600 12800 13000 13200 13400 13600 13800 14000 m/z

Abb. 5-32: MALDI-TOF-Ergebnisse des Beladungsassays von HrmL mit Prolin (94) (obere Spur). Untere Spur:
Negativkontrolle ohne HrmK
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Die Beladung von HrmL mit Prolin hat also in diesem Assay nicht funktioniert. Mdgliche Griinde
hierfir sind in nicht optimalem pH-Wert, Temperatur oder Reaktionszeit oder in einer zu geringen
Konzentration von HrmK zu suchen. Auch ist es mdglich, dass HrmK wéahrend der Aufarbeitung seine
Aktivitat verloren hatte. Friihere in-vitro-Studien an Enzymen der Anatoxinbiosynthese haben gezeigt,
dass das dort erzeugte Prolyl-PCP recht instabil ist, und eine Halbwertszeit von etwa 2 h bei 28 °C
hat.®®" Die massenspektrometrischen Messungen sollten also direkt im AnschluR an den Assay
erfolgen. AuBerdem kann bei der Aufkonzentrierung und Entsalzung in den Vivaspin-Zentrifugatoren

der instabile Komplex mdglicherweise zerfallen.
5.3.4 In vivo-Experimente zur Untersuchung der Funktion von HrmN

N-hydroxylierte Pyrrole sind duRerst selten in der Natur anzufinden. Einige rare Beispiele sind das aus
Streptomyces libani No. 6362 isolierte Anthrachinonpyronantibiotikum Chromoxymycin (111),246%4
die Sugapyrrole A (112) und B (113) , aus Streptomyces sp. USF-6280%*° und das Glycerinopyrin
(114) aus Streptomyces violaceus (siehe Abb. 5-33).2° Uber die Biosynthese der N-Hydroxygruppen
ist nichts bekannt. Interessanterweise wird die Carboxypyrroleinheit nicht, wie zu erwarten ware, aus

Prolin (94) gebildet, sondern, wie Fiitterungsstudien zeigten, aus Leucin.**

R
/ \ H OH
e
(e} O
A:R=H 112
B:R=CHj 113
/ \ OH
O OH
gH \/k/
o 114

Abb. 5-33: Naturstoffe mit N-Hydroxypyrroleinheiten: Chromoxymycin (111), Sugapyrrol A (112) und B (113),
Glycerinopyrin (114)

Fir das Thiopeptid Nocathiacin 1, das eine N-Hydroxyindolyleinheit besitzt, wurde 2010 der
Biosynthesegencluster isoliert.”* Es wurde postuliert, dass die N-Hydroxylierung hier durch ein P-
450-abhédngiges Enzym katalysiert wird. Da im Hormaomycingencluster ein solches Enzym nicht
kodiert ist, ist es sehr wahrscheinlich, dass die N-Hydroxylierung auf anderem Wege stattfindet. Ein
moglicher Kandidat hierfur ist HrmN. Bioinformatische Analysen fir HrmN sagen eine Acyl-CoA-
Dehydrogenase Typ 2 voraus, die allerdings eine geringe Verwandtschaft zu den meisten
charakterisierten Acyl-CoA-Dehydrogenasen Typ 2 besitzt. Ein etwas entfernterer Verwandter (50%
Sequenzahnlichkeit) ist eine Alkylresorcinolhydroxylase aus Actinoplanes missouriensis. Es scheint

also moglich, dass HrmN diese N-Hydroxylierung, eine fir diese Enzymfamilie bisher nicht
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charakterisierte Reaktion, katalysiert. Um diese Hypothese zu Uberprifen, wurde hrmN zusammen mit
einer Promotorsequenz der Pyoluteorinbiosynthese exprimiert. Pyoluteorin (115) (Abb. 5-34) ist eine
antifungal wirkende Substanz, die von einigen Pseudomonas-Arten produziert wird. Es besitzt unter

anderem eine Dichlorpyrroleinheit, die der Chpca (93) im Hormaomycin (13) ahnelt.

OH

S
\ |

OH O Cl
115

Abb. 5-34; Pyoluteorin (115)

Die Biosynthese von 115 ist gut untersucht; 1999 wurde sein Biosynthesegencluster aus Pseudomonas
fluorescens Pf-5 isoliert.”®® Eine Vorstufe ist Prolin (94), das von der Acyl-CoA-Synthetase PItF
aktiviert und an PItL, ein PCP gebunden wird.®® Am Prolyl-PItL (116) wird nun die weitere
Biosynthese Kkatalysiert. PItE, eine Acyl-CoA-Dehydrogenase dehydriert 116 zu Pyrrolyl-PItL (117)%
und die FADH,-abhangige Halogenase PItA fiihrt beide Chlorierungen durch.?®® Die Biosynthese von
117 im Hormaomycin ist aufgrund der bioinformatischen Zuordnung analog zur Pyoluteorin-
Biosynthese, nur katalysiert HrmQ im Gegensatz zu PItA nur eine Chlorierung.?*® Abbildung 5-35
verdeutlicht diese Analogien.

Cl

O\ PItF pie  f/ \ PItA n

N~ ~COOH —> N~ Co-PiL — N/ ~co-Pi. — Cl N~ CO-PitL
H o o4 H 116 H 117 H 118

O\ HrmK HmM? )\ HrmQ /@\ HrmN? /@\
N COOH — N CO-HmL ——= N\ CO-HrmL —> Cl N CO-HrmL — ClI N CO-HrmL
H o4 H 95 H 96 H 97 oy 98

Abb. 5-35: Analogien in der Hormaomycin- und Pyoluteorinbiosynthese. Prolin (94) wird von PItF bzw. HrmK
aktiviert und an PItL bzw. HrmL kovalent gebunden (116 bzw. 95). Nach Oxidation zum Pyrrolyl-PItE (117)
bzw. Pyrrolyl-HrmL (96) durch PItE bzw. HrmM (putativ) werden durch PItA zwei bzw. durch HrmQ ein Chlor
an das Pyrrol addiert (118 bzw. 97). HrmN katalysiert dann putativ die N-Hydroxylierung von 97 zu 98.

hrmN sollte nun heterolog im Pyoluterorinproduzenten Pseudomonas fluorescens Pf-5 exprimiert
werden. Besitzt HrmN eine Hydroxylasefunktion, so koénnte ein hydroxyliertes N-Hydroxy-
dichloropyrrolyl-PItL (119), und damit ein hydroxyliertes Pyoluteorin generiert werden, wie in
Abbildung 5-36 dargestelit.

Cl Cl
O\ PItF PItE U\ PItA n HrmN 7\
COOH —>» N CO-PlItL. — co-PitL —» ClI CO-PtL. —> Cl CO-PItL

N N N N
H 94 H 116 H 117 H 118 I 119

OH
Abb. 5-36: Kombinatorische Biosynthese in Pseudomonas fluorescens Pf-5. Nach der Biosynthese von
Dichloropyrrolyl-PItA (118) (siehe Abb. 5-35) kommt es hypothetisch durch N-Hydroxylierung durch HrmN
und zur Bildung von 119.
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Um eine zeitgleiche Transkription von hrmN mit den Biosynthesegenen des Pyoluteorins (115) zu
gewabhrleisten, sollte eine Promotorsequenz aus dem Biosynthesegencluster des Pyoluteorins (115) vor
hrmN kloniert werden. Es handelt sich hierbei um eine inverse Wiederholungssequenz TGTAA-N--
TTACA, die eine Variante eines sogenannten Ebright-Box-Motiv darstellt (TNTNA-N;-TNANA).
Diese Promotersequenz ist 45 Basenpaare stromaufwarts vom positiven Regulatorgen pltR** entfernt,

das fiir einen transkriptionellen Aktivator der Familie der LysR-artigen Proteine kodiert.®

Aus der genomischen DNA von Pseudomonas fluorescens Pf-5 (siehe 6.4.2.2) wurde mittels
spezifischer Primer (Promotor F/R) (Tab. 6-13) eine 462 bp grofle Region amplifiziert, die die
Promotorsequenz in 3°-5"-Richtung enthielt. Dieses Fragment wurde mittels TA-Klonierung (siehe
Abschnitt 6.4.9.1) in pBluescript SK(+) eingefugt und ergab pMC12. hrmN wurde ebenso mit PCR
amplifiziert und mittels TA-Klonierung in pGEM-Teasy eingefugt und ergab pMC9. Beide Fragmente
sollten nun in den Expressionsvektor pME6041,%® der eine Kanamycinresistenzkassette besitzt,
eingefligt werden. Wichtig fiir die Wahl des Expressionsplasmids war, dass es keinen konstitutiven
Promotor enthdlt und fir die heterologe Expression in Pseudomonaden geeignet ist. Das
Expressionskonstrukt sollte den Promoter und hrmN in einer bestimmten Anordnung enthalten, da die
Pyoluteorinpromotorsequenz im Gencluster in 3"-5"-Richtung kodiert ist, hrmN aber in 5-3"-
Richtung. Die Plasmide pMC9 und pMC12 wurden sequenziert, um zu detektieren, in welcher
Richtung das Insert eingebaut wurde, da sich dies beim T/A-Klonieren nicht voraussagen l&sst. Die
Promotersequenz wurde aus pMC12 mit EcoRI und Sall ausgeschnitten, hrmN aus pMC9 mit Sall und
Sphl. Beide Fragmente wurden gleichzeitig mit dem Expressionsplasmid pMEG6041 ligiert, das mit
EcoRI und Sphl linearisiert und dephosphoryliert war. Die Klonierung ergab pMC15 (siehe Abb. 5-
37). pMC15 wurde mittels Elektroporation in elektrokompetente Pseudomonas fluorescens Pf-5
transformiert (siehe 6.3.4). Bei der Analyse der Transformation stellte sich heraus, dass Pseudomonas
fluorescens Pf-5 eine natirliche Resistenz gegen Kanamycin besitzt. Vertreter der Art Pseudomonas
fluorescens kdnnen einen Biofilm bilden kénnen, der eine natiirliche Antibiotikaresistenz hervoruft.’
Trotz Selektion auf Kanamycin muBte daher die erfolgreiche Transformation des Plamids mit
Kolonie-PCR (siehe 6.4.1.1) Uberpruft werden. AnschlieBend wurde Pseudomonas fluorescens Pf-5
mit pMC15 (genannt MC15) bei 30 °C in KB-Medium (siehe 6.2.1) kultiviert. Als Negativkontrolle
wurde Pseudomonas fluorescens Pf-5 mit dem leeren pME6041 verwendet. Das Kulturvolumen betrug
50 mL. Nach vier verschiedenen Zeitpunkten (43 h, 51 h, 66 h und 76 h) wurden die Kulturen nach
Sarniguet et al.”*® (siehe 6.7.2) aufgearbeitet. Die erhaltenen Extrakte wurden mit HPLC (siehe 6.7.3)
und HPLC-MS (siehe 6.7.4) analysiert.
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Abb. 5-37: Klonierungsschema fir pMC15. Aus pMC9 wurde hrmN mit Sall und Sphl ausgeschnitten, so wie
der Pyoluteorinpromotor aus pMC12 mit EcoRI und Sall. Die ausgeschnittenen Fragmente wurden dann in
pMEG6041, der mit EcoRI und Sphl geschnitten war, ligiert und ergaben pMC15.

Die Ergebnisse zeigen, dass nach 66 Stunden die Produktion von Pyoluteorin begonnen hat (siehe
Abb. 5-48). In der HPLC-MS ist im Hauptpeak das charakteristische Massenspektrum von Pyoluteorin
[M+H]" zu sehen (Abb. 5-39 a, b). Ein hydroxyliertes Pyoluteorin (m/z: Pyoluteorin+16) konnte in

diesen Experimenten nicht detektiert werden.

Intensitat
Pyoluteorin 115
| I S NS AV P 3
| R ~ )
L. A J 1
0 10 20 30 40 Telmin]

Abb. 5-38: Vergleich der HPLC-Spuren (308 nm) der Extrakte von pMC15 nach 43 h (1), 51 h (2), 66 h (3), 76 h
(4). Die Produktion von Pyoluteorin (115) (Tg= 21 min) beginnt nach 66 h.
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Abb. 5-39: a): Vergleich der UV-Spuren eines HPLC-MS-Experiments einer Expression von pMC15 in
Pseudomonas fluorescens Pf-5 nach 76 h (gestrichelte Linie) mit pME6041 in Pseudomonas fluorescens Pf-5
(durchgezogene Linie). b): Ausschnitt aus dem Massenspektrum der Peaks bei 33,3 min [Pyoluteorin (115)].

Eine mdgliche Erklarung fiir das Scheitern der Experimente konnte in der fehlenden Expression von
HrmN in pMC15 liegen. Die korrekte Transkription von hrmN kdnnte mit reverser Transkriptions-
PCR (RT-PCR) nachgewiesen werden, ebenso wie die notwendige Synchronisation der Transkription
von hrmN und Pyoluteorinbiosynthesegenen. Aullerdem kann das exprimierte HrmN eventuell das
Dichloropyrrolyl-PCP (118) nicht hydroxylieren, da das zusétzliche Chloratom am Substrat das aktive
Zentrum behindert. Es ist auch denkbar, dass ein ganz anderes Enzym aus dem Hormaomycin-
Gencluster oder aus dem Genom von Streptomyces griseoflavus W-384 die N-Hydroxylierung
katalysiert. Eine andere Mdglichkeit, die Funktion von HrmN nachzuweisen, ware die Erzeugung
einer hrmN-Deletionsmutante in Streptomyces griseoflavus W-384. Wenn HrmN eine N-Hydroxylase
ist, wirde moglicherweise nicht mehr Hormaomycin (13), sondern nur ein Dehydroxyhormaomycin

gebildet werden.

5.4 in vitro-Studien an der Hormaomycin-NRPS

Die nichtribosomale Peptidsynthetase (NRPS) katalysiert die Kondensation von Aminosduren zu
Peptiden. Wie oben erwéhnt, sind die Adenylierungsdomanen (A-Domdanen) hauptséchlich
verantwortlich fiir die Erkennung und den Einbau des richtigen Substrats (siehe Abschnitt 3.2.1). Im

Rahmen dieser Studie sollten nun alle A-Doménen des Hormaomycins heterolog exprimiert und auf
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ihre Substratspezifitat getestet werden. Die Messung dieser Spezifitdten sollte in dieser Studie mit
einem nicht-radioaktiven Assay'® (siehe Abb. 5-52 und Abschnitt 6.6.1) mit Hilfe von [y-*0,]-ATP
(120) untersucht werden. Mit diesen Messungen kann die Genauigkeit bioinformatischer VVoraussagen
Uber die Substratpromiskuitat tberprift werden. Darlber hinaus kénnen die Ergebnisse Aufschluss
Uber weitere mogliche Substrate geben, die von der NRPS akzeptiert und anstelle der nativen
Substrate in Hormaomycin eingebaut werden kénnen. Es ist auch mdglich, dass die A-Domanen nicht
die fertigen Peptidbausteine einbauen, sondern deren biogenetische Vorstufen. In diesem Fall wiirden
diese dann an das PCP gebunden und dort durch weitere Biosyntheseenzyme zu den finalen
Peptidbausteinen prozessiert. Das ist zum Beispiel bei der 3-Hydroxylierung von Tyrosyl-NovH der
Fall.>®

Die heterologe Expression der A-Domanen und Versuche zur Stabilitat der Proteine sind in Abschnitt
5.4.1 gezeigt. AulRerdem wird die Coexpression der A-Doménen mit dem MbtH-artigen Protein HrmR
beschrieben. Weiterhin sollten auf Basis von Sequenzvergleichen der A-Doménen rekombinante A-
Domaénen konstruiert, exprimiert und charakterisiert werden. Dies ist in den Kapiteln 5.4.2 und 5.4.3
dargestellt. Die finale Aufreinigung mit FPLC und die massenspektrometrische Charakterisierung aller
exprimierten A-Doménen ist in Abschnitt 5.4.4 dargestellt.

5.4.1 Heterologe Expression der Hormaomycin-A-Domanen und Coexpression mit HrmR

Die Hormaomycin-NRPS besteht aus 2 open reading frames (ORFs) hrmO und hrmP, die sich aus
sieben Modulen zusammensetzen (hrmO1-hrmO4, hrmP1-hrmP3) (vgl. Abb. 3-22). Zundchst wurde
ein Sequenzvergleich (Alignment) mit anderen funktionellen Adenylierungsdoméanen durchgefuhrt,
um Anfang und Ende der Doméne bestimmen zu kénnen (siehe Abb. 9-9). Die codierenden Sequenzen
aller sieben A-Doménen der einzelnen Module wurden in Vorarbeiten von Denise Hissa und Katrin
Zimmermann mit PCR (siehe 6.4.1) amplifiziert und ber TA-Klonierung (6.4.9.1) in pBluescript
SK(+) (hrmO1,-04,) bzw. pGEM-T easy (hrmP1,-P3,) eingefligt. Die Konstrukte wurden als pDC1-
pDC7 bezeichnet (siehe Tab. 6-18).

Die A-Domédnen wurden (ber die Restriktionsschnittstellen EcoR1 und Hindlll in den
Expressionsvektor pHIS8 kloniert. Bei der A-Doméne von hrmP2 befand sich eine Schnittstelle ftr
EcoR1 im Genabschnitt. Deswegen wurde fir das Insert stattdessen Mfel als Restriktionsenzym
ausgewahlt. Es entstanden pMCL17-pMC23 (siehe Tab. 6-19). Die Proteine wurden in E. coli
BL21(DE3) lberexprimiert (siehe 6.5.2) und tber den N-terminalen Octahistidinyltag mit Ni-NTA-
Affinitatschromatographie aufgereinigt (siehe Abschnitt 6.5.4). Alle A-Doménen konnten in
Testexpressionen als l6sliche Proteine isoliert werden. Beispielhaft ist in Abb. 5-40 ein SDS-PAGE-

Gelbild der heterologen Expression und Aufreinigung von HrmP1, gezeigt.
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Abb. 5-40: SDS-PAGE-Gel (12%) einer Expression von HrmP1, inl1 L LB (16 °C, 1 mM IPTG). M=Marker;
W=Waschfraktion in Lysispuffer; 30-300: Elutionfraktionen in x mM Imidazol

Um sicherzustellen, dass die isolierten Proteine auch tatséchlich die Hisg-A-Domadnen sind, wurde die
HrmO3, massenspektrometrisch mit MALDI-TOF-MS untersucht (siehe 6.5.9). Abbildung 5-41 zeigt
das Ergebnis (59190 Da). Die theoretische Masse von Hisg-O3, betragt 59323 Da. Eine Abweichung
von 162 Da (0,3%) ist bei diesem Messverfahren und bei dieser MolekulgroRe als vernachlassigbar
anzusehen. Es ist also davon auszugehen, dass das richtige Protein exprimiert und isoliert wurde. Eine
Ubersicht tiber die exprimierten Hisg-Adenylierungsdoméanen gibt Tabelle 5-6.

Intens.
[%]
20765.3

15 A

10 4 59190.2
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Abb. 5-41: MALDI-TOF-Analyse von Hisg-HrmO3
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Tab. 5-6: Ubersicht tber die in pHISg exprimierten Hormaomycin-A-Doméanen

A-Doméne Lange der Grole des
Aminosduresequenz [AS] Hisg-Proteins
HrmO14 540 59231 Da
HrmO2, 559 62401 Da
HrmO3, 542 59323 Da
HrmO4, 540 59700 Da
HrmP1, 542 59445 Da
HrmP2, 546 61264 Da
HrmP34 565 62813 Da

Um einen geeigneten Puffer fir die Lagerung und den Aktivitatsassay zu finden, wurde ein Puffer-
Stabilitatstest durchgefuhrt. Dazu wurde die Elutionsfraktion einer 1 L-Expression von HrmO3, in
sechs gleiche Volumenanteile geteilt und Uber PD-10-S&ulen (siehe 6.5.5) in unterschiedliche Puffer
Uberfuhrt. Die Proteine wurden tber Nacht bei Raumtemperatur stehen gelassen und am néchsten Tag
wurde 10 min bei 15000 g zentrifugiert, um das prézipitierte Protein abzutrennen. Der Uberstand
wurde vorsichtig in ein neues Reaktionsgefall uberfihrt und TCA-prézipitiert (siehe 6.5.6). Das
Prézipitat wurde mit SDS-PAGE (siehe 6.5.7) analysiert. In Abbildung 5-42 ist zu erkennen, dass die
Bande des Zielproteins (ca. 60 kDa) in 100 mM Phosphat-Puffer pH 8 (Puffer 6) am starksten ist. Die
Ergebnisse des Bradfordtests (6.5.8.1) stimmen damit lberein (vgl. Tabelle 5-7). Auch hier ist die
Proteinkonzentration in Puffer 6 am hochsten. Das Protein zeigte also in Puffer 6 die groBte Stabilitat.
Die A-Domanen wurden fur alle folgenden Assays und Lagerungen in diesen Puffer uberfuhrt.
Zusatzlich wurden dem Puffer noch 100 mM NaCl hinzugefiigt. Dies steigert die Stabilitat des

Proteins in Losung.?®

kD
118

66
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43
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Abb. 5-42: SDS-PAGE-Gel (12%) einer Expression von HrmO3, in 1 L LB, (16 °C, 1 mM IPTG)
Elutionsfraktion in 6 verschiedenen Puffern nach dem Stabilitatstest (1: 200 mM Tris pH 7; 2: 100 mM Tris pH
7,5; 3: 100 mM Tris pH 8; 4: 100 mM Phosphat pH 7; 5, 5d: 100 mM Phosphat pH 7,5; 6: 100 mM Phosphat pH
8; M:Marker).
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Tab. 5-7: Proteinkonzentrationen von HrmO34 (1 L) in 6 verschiedenen Puffern nach dem Stabilitatstest

Puffer Proteinkonzentration
1: 100 mM TrispH 7 282 pg/mL
2: 100 mM TrispH 7,5 91 pg/mL
3: 100 mM Tris pH 8 243 pg/mL

4: 100 mM Phosphat pH 7 215 pg/mL
5: 100 mM Phosphat pH 7,5 446 pg/mL
6: 100 mM Phosphat pH 8 353 pg/mL

Fir die préparative Expression der A-Domanen wurden standardmafig Kulturen in 500 mL TB-
Medium (6.2.1) angesetzt und die Proteinexpression mit 0.5 mM IPTG induziert. Dieses Medium
lieferte eine hohere Ausbeute an l6slichem Zielprotein (Daten nicht aufgefiihrt). Das geringere
Kulturvolumen reduzierte die Anzahl der coeluierten Hintergrundproteine aus E. coli. Die
Proteinexpression fand dann bei 16 °C lber Nacht statt. Nach Aufreinigung der Expression tber Ni-
NTA-Affinitdtschromatographie (siehe Abschnitt 6.5.4) wurde die Elutionsfraktion mit dem hdchsten
Proteingehalt Gber PD10-S&ulen in den Assaypuffer eluiert und mit Vivaspin-Zentrifugatoren (30K
MWCO) (siehe 6.5.5) konzentriert. Das Volumen der Waschschritte mit Lysepuffer und Waschpuffer
(siehe 6.2.2) wurde auf 20 mL erhoht. Dies reduzierte die Konzentration an unspezifisch an die Ni-
NTA-Agarose gebundenen Kontaminationsproteinen (vergleiche die Abbildungen 5-43 a und b). Das
konzentrierte, entsalzte Protein wurde mit 1 mM Dithiothreitol (DTT) versetzt, um die Ausbildung

unerwiinschter Disulfidbriicken und Dimerisierung zu verhindern.

Seit kurzem ist bekannt, dass Coexpressionen von MbtH-artigen Proteinen mit Teilen von NRPS (A-
T, C-A-T) letztere Enzyme in vitro aktivieren kdnnen.*****® Diese kleinen Proteine befinden sich in
vielen Genclustern von nichtribosomalen Peptiden. Eine ausfiihrliche Darstellung hierzu befindet sich
in Kapitel 3.2.4. Auch im Hormaomycingencluster ist ein solches MbtH-artiges Protein, HrmR,
kodiert. Es umfasst 72 Aminosauren und ist nur durch einen ORF, HrmQ, von der NRPS getrennt. Das
Gen hrmR wurde mit spezifischen Primern (siehe Tab. 6-10) mit PCR amplifiziert. Uber die
Schnittstellen Ndel und Xhol wurde das gereinigte PCR-Produkt dann in den Coexpressionvektor
pCDF-DUET Kloniert und ergab pMC10. pMC10 wurde dann mit allen Hormaomycin-A-Doméanen
(und HrmK; siehe Kapitel 5.3.1) in E. coli BL21(DE3) cotransformiert. Uber die doppelte Selektion
mit Kanamycin (pMC17-pMC23) und Streptomycin (pMC10) wurden Std&mme erhalten (MC26-
MC32, siehe Tab. 6-20), die A-Doméne und HrmR enthielten. Diese Coexpression fand auch hier bei
16 °C und mit einer Induktion durch 0,5 mM IPTG statt. Anschlielend wurden die Proteine ebenso
Uber Ni-NTA-Affinitatschromatographie (siehe 6.5.4) aufgereinigt. In publizierten Coexpressions-

studien von A-Domanen und anderen MbtH-artigen Proteinen™*'*®

wurde das MbtH-artige Protein
mit der A-Domane coeluiert, was auf eine Interaktion mit der A-Domaéane hindeutet. Fir die A-
Doménen dieser Komplexe konnte in vitro Aktivitat nachgewiesen werden. In Abbildung 5-43 a) und

b) sind zwei Beispiele einer heterologen Coexpression dargestellt. 5-43 a) zeigt die Coexpression von
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MC30 (HrmO2, und HrmR). Es sind in der Elutionsfraktion Hintergrundbanden zu erkennen, die
Fraktion ist nicht rein. 5-43 b) zeigt die Coexpression von MC28 (HrmP3, und HrmR). Auch hier ist
HrmR in der Elutionsfraktion zu sehen. Hier wurden die Zielproteine in gro3erer Reinheit erhalten.

kDa . kDa
66 [ 66 ) *(—A-Domane
43 .
20 (S 27 .- e
20 | w— _
14 {-—— 14 =
— - <—— HrmR

a) M b) M P L D WIW2 E

Abb. 5-43. SDS-PAGE-Gel (15%, Tricin) einer Coexpression und Aufreinigung von a) HrmO2,/HrmR b)
HrmP3,/HrmR in E. coli BL21(DE3) (jeweils 500 mL TB, 0,5 mM IPTG, 16 °C). M=Marker; P=Pellet;
L=Lysat; D=Durchflu; W1/W2=Waschfraktionen mit 10 mM bzw. 40 mM Imidazol; E=Elution mit 250 mM
Imidazol; EK=Konzentration der Elution mit Vivaspin 30K MWCO.

Die massenspektrometrische Charakterisierung und weitere Aufreinigung der exprimierten A-

Doménen mit HrmR wird in Abschnitt 5.4.4 beschrieben.
5.4.2 Konstruktion, Expression und Charakterisierung fusionierter A-Domaénen

Waéhrend der Evolution ist es in vielen Fallen zur horizontalem Transfer und Rekombination von
DNA-Abschnitten gekommen. Diese Ereignisse haben im Bereich der Biosynthese von
Sekundéarmetaboliten zu neuen Genclustern gefuihrt. Einige Austausche lassen sich beim direkten
Vergleich von Genclustern fiir Metaboliten mit dhnlichen Strukturen beobachten.’®>*?"141"® Ejnjge
Beispiele sind in den Abschnitten 3.2.1 und 3.3.2 bereits erlautert worden. Ein dhnliches Phanomen

konnte auch in der Hormaomycin-NRPS beobachtet werden.

Ein Sequenzvergleich (Alignment) der A-Doméanen der Hormaomycin-NRPS zeigt, dass viele A-
Doménen, obwohl sie sehr unterschiedliche Aminosduren aktivieren, eine erstaunliche
Sequenzahnlichkeit besitzen. Die A-Domanen der Module HrmO1, HrmO4 [Spezifitat jeweils (3-
Ncp)Ala (27)] und der Module HrmO3, HrmP1 [Spezifitat jeweils (-Me)Phe (31)] besitzen am N-
Terminus und am C-Terminus groBe Abschnitte mit Sequenziibereinstimmung (Aminosduren 1-200
und 320-550). In der Mitte der Proteinsequenz unterscheiden sich die A-Domdnen dagegen
signifikant. Abbildung 5-44 visualisiert diese Beobachtung durch einen Ahnlichkeitsplot der A-
Doménen von HrmO1, O3, O4 und P1l. Die A-Domanen HrmO3, und HrmO4, haben eine
Sequenzibereinstimmung von 77% (Abb. 5-45). Wéhrend der N-terminale Teil (Aminoséuren 1-200)
zu 96% Ubereinstimmt, hat der C-terminale Teil (Aminoséuren 320-542 in O3,) eine
Sequenzibereinstimmung von immerhin 80%. Im zentralen Teil stimmen die Aminoséuren dagegen

nur zu 36% Uberein. Diese Beobachtung legt die Hypothese nahe, dass dieser zentrale Abschnitt des
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Proteins allein fur die Substratauswahl verantwortlich ist und es im Laufe der Evolution zu einem

rekombinatorischen Austausch der zentralen, kodierenden DNA-Abschnitte gekommen ist.

100%

1 20 180 210 360 450 540
Aminoséure

Abb. 5-44: Ahnlichkeitsplot von Hrm 014,034,044 und P1, erstellt mit dem Programm Vector NTI. Die Hohe
der blauen Flache gibt den Grad der Sequenzéhnlichkeit an.
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Abb. 5-45: Aminosaurenalignment von HrmO34 (obere Reihe) und HrmO4, (untere Reihe) erstellt mit dem
Programm Bioedit. Ubereinstimmende Aminoséauren sind rot markiert. Der gelb markierte Bereich markiert den
in dieser Studie ausgetauschten Sequenzbereich.

Um diese Hypothese experimentell zu Uberprifen, wurden rekombinante A-Doménen erzeugt. Alle
sollten die gleichen Randabschnitte (Aminosauren 1-199 und 320-542) von HrmO34 besitzen. Die
Fusion sollte nach dem Motiv VVVSH (AS 195-199) und vor dem Motiv YGATE (AS 320-324) in
HrmO3, stattfinden (vergleiche Abb. 5-45). Aus funf verschiedenen A-Domanen wurden auf Basis
eines Sequenzalignments (Abb. 9-9) die zentralen Abschnitte eingebaut. Aus der Hormaomycin-NRPS
wurde HrmO4, als am nédchsten verwandte Doméne [Spezifitat (3-Ncp)Ala (27)], und zwei etwas
weiter enternt verwandte A-Doménen, HrmO2, (Spezifitdit Threonin) und HrmP2, (Spezifitét
Isoleucin/Valin) ausgewahlt. Aulerdem wurden A-Doménen aus der NRPS des Antibiotikums CDA
(20), CdaPSIA5, (Spezifitat Asparaginsdure) und CdaPSIH64 (Spezifitat Hydroxyphenylglycin) aus
Streptomyces coelicolor A3(2) ausgewahlt (vgl. Abb. 3-16). Mit spezifischen Primern (siehe Tab. 6-
12) wurden zun&chst die DNA-Abschnitte der A-Doménen, die fusioniert werden sollten, amplifiziert
(Tab. 5-8).
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Tab. 5-8: Ubersicht tiber die mit PCR erzeugten Fragmente fiir die fusionierten A-Doménen

Mit PCR erzeugte Lage in der jeweiligen GroRe des DNA-

DNA-Fragmente A-Domane [AS] Fragments
Oo3L HrmO3, 1-199 597 bp
O3R HrmO3, 320-542 666 bp
02 Insert HrmO2, 199-329 430 bp
04 Insert HrmO4, 200-316 388 bp
P2 Insert HrmP2, 198-319 409 bp
A5 Insert CdaO5, 182-291 367 bp
H6 Insert CdaO6, 214-334 400 bp

Die Fragmente wurden mit einem PCR-Kit aufgereinigt (siehe 6.4.1.4). AnschlieRend wurden immer

I 261

drei DNA-Fragmente mit einer nach Szewczyk et a abgewandelten Methode der Fusions-PCR

(siehe 6.4.1.2) zu einem neuen A-Doménen-Fragment fusioniert und amplifiziert (vgl. Abb. 5-46).

O3 L[(f-Me)Pne] [  O: R [(B-Me)Phe] ——— 1T 1 1
04 [(3-Ncp)Ala) 04 fused
02 (Thr) 02 fused
N T
P2 (lle) P2 fused
[ | s I |
A5 (Asp) A5 fused
H6(Hpg) H6 fused

Abb. 5-46: Schema der Konstruktion der fusionierten A-Domanen. Zentrale Teile aus verschiedenen A-
Domaénen (04, 02, P2, A5, H6) wurden mit einem N-terminalen (O3L) und einem C-terminalen Teil (O3R) aus
HrmO3, Uber Fusions-PCR (Abschnitt 6.4.1.2) zu rekombinanten A-Doménen fusioniert.

02f, O4f, P2f, A5f, H6fy M

Abb. 5-47: Agarosegel (1%) der mit Fusions-PCR erzeugten, kiinstlichen A-Doménen-DNA-Abschnitte O2f,
O4fA, PZfA, ASfA, H6fA M=Marker

Dabei wurde fir jede neue Domane immer der 5 -und der 3"-Abschnitt von HrmO3, (O3L/O3R) mit

einem Insert, dem zentralen DNA-Abschnitt einer anderen A-Doméne, kombiniert. Wichtig fur die
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spezifische Amplifikation waren sogenannte ,,nested primer®, die identisch mit einem DNA-Abschnitt
am 5°-Ende (O3L) und am 3"-Ende (O3R) des zu fusionierenden DNA-Abschnitts sind. Diese wurden
dem PCR-Ansatz hinzugefligt. Die fusionierten Fragmente konnten ohne nennenswerte PCR-

Nebenprodukte erzeugt werden (siehe Abb. 5-47).

Die fusionierten PCR-Produkte wurden wieder und tiber TA-Klonierung in pGEM-Teasy subkloniert.
Nach Sequenzierung und positivem Sequenzabgleich wurden die fusionierten A-Doménen tber EcoRl
und Hindlll in den Expressionsverktor pHISg kloniert und ergaben die Plasmide pMC 34-37 und
PMCA41 (siehe Tab. 6-19). Diese Plasmide wurden wiederum zusammen mit pMC10, das das MbtH-
artige Protein HrmR beinhaltete (siehe Abschnitt 5.4.1), in E. coli BL21(DE3) transformiert und
doppelt selektioniert. Es entstanden die Stdimme MC38-40 und 42-43 (siehe Tab. 6-20). In diesen
Stammen fand die Coexpression von fusionierter A-Doméne und HrmR analog zu den nativen
Doménen statt (sieche Abschnitt 5.4.1). Eine Ubersicht lber die exprimierten Fusionsproteine zeigt
Tabelle 5-9.

Tab. 5-9: Ubersicht iber die konstruierten fusionierten A-Doménen

Neu erzeugte Abkiirzung Vorausgesagte GroRe des Hisg-
Proteine Spezifitat®® Proteins

O2fused O2fa Thr 61661 Da

04 fused O4f, (3-Ncp)Ala 59169 Da

P2 fused P2fa lle/Val 60539 Da

A5 fused AbLfa Asp 58918 Da

H6 fused H6f, Hpg 60102 Da

Abbildung 5-48 gibt eine Ubersicht Gber alle exprimierten A-Doméanen mit HrmR. Bis auf die
freistehende A-Doméane HrmK (siehe Abschnitt 5.3.1) wurde (berall HrmR coeluiert. Um das
Verhdltnis der Komponenten des eluierten Komplexes zu bestimmen, wurden im
Geldokumentationssystem die Flachen der Proteinbanden bestimmt. Mit Hilfe der auf dem gleichen
Gel erstellten Eichgerade (siehe Abb. 6-2) konnten die Konzentrationen der eluierten und
aufkonzentrierten A-Domanen bestimmt werden (Tab. 5-10). Die A-Domaénen liegen in einem Bereich
von ca. 8-17 uM. Das ist ausreichend, um den [y-**0,]-ATP-Assay durchzufithren. Die fusionierten A-
Domanen lielen sich stabil exprimieren und in ahnlichen Ausbeuten erhalten wie die nativen. Eine
direkte Konzentrationsbestimmung fiir HrmR war mit der gewéhlten Methode nicht méglich. Uber das
Verhéltnis der Peakflachen von A-Doméne und HrmR lie} sich im Zusammenhang mit dem
Massenverhaltnis der Proteine ein stochiometrisches Verhaltnis der eluierten Proteine bestimmen. Das
Verhéltnis liegt in allen Fallen ungefahr bei 1:1. Dieses Ergebnis stimmt mit den in der Literatur
beschriebenen Verhéltnissen bei Coelutionen von A-Domdnen und MbtH-artigen Proteinen
liberein."®*'> Es ist auBerdem zu erkennen, dass in den Elutionsfraktionen neben den eluierten A-

Domaénen und HrmR weitere Proteine aus E. coli durch unspezifische Bindungen coeluiert wurden.
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Diese kénnen das Messergebnis beeinflussen (siehe 5.4.3). Die A-Doméanen mit den zentralen Teilen
aus S. coelicolor, A5fs und H6fa, wurden zusétzlich mit dem MbtH-artigen Protein aus dem CDA-
Gencluster, CdaX coexprimiert. Dieses wurde, analog zu HrmR (siehe oben) amplifiziert und in
pCDF-DUET Kkloniert (pMC66). Dieses Konstrukt wurde dann mit pMC37 und pMC41
cotransformiert, um die Coexpressionsstamme MC68 und MC69 (siehe Tab. 6-20) zu erhalten. Mit
diesen Stammen wurden ebenso Coexpressionen durchgefihrt. Bei der Coelution mit A5f, und CdaX
kommt es ebenfalls zu einer Coelution im Verhéaltnis von ungeféhr 1:1 (Bande A5, in Abb. 5-48).
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Abb. 5-48: Ubersicht Uber die isolierten nativen und fusionierten A-Doménen HrmK, HrmO1,, HrmO3,4,
HrmO4,, HrmP1,s, HrmP2,, O2fs, O4fa, P2fs, A5fa, HEf,, jeweils coeluiert mit HrmR. A5f, zeigt eine
Coelution von A5f, mit CdaX. M=Marker

Tab. 5-10: Ubersicht tber die in Abbildung 5-50 durch SDS-PAGE-Absorptionsmessung ermittelten
Proteinkonzentrationen und —verhaltnisse. Diese wurden Uber die Eichgerade in Tabelle 6-2 ermittelt.

Proteine  Flache Flache  Konzentration Verhaltnis Verhaltnis Verhaltnis
A-Domane MbtH  A-Domane A-Domane/ A-Domane/ A-Domane /
MbtH MbtH MbtH
Peakflache Masse Molaritat
K/R 14069 - 8,5 UM - -
O1/R 16641 3180 10,3 uM 5,23:1 6,23:1 0,83:1
03/R 14574 2232 8,8 UM 6,53:1 6,35:1 1,03:1
0O4/R 15923 1614 9,7 UM 9,86:1 6,39:1 1,54:1
P1/R 14155 2148 8,5 uM 6,59:1 6,36:1 1,04:1
P2/R 27367 3107 17,3 uM 8,81:1 6,55:1 1,35:1
02fIR 27318 4215 17,1 uM 6,48:1 6,60:1 0,98:1
O4f/IR 18885 2016 11,8 uM 9,37:1 6,32:1 1,48:1
P2fIR 13403 1700 7,7 uM 7,88:1 6,47:1 1,22:1
A5f/R 15650 2597 9,6 UM 6,02:1 6,30:1 0,96:1
H6f/R 15825 2277 9,5 UM 6,95:1 6,43:1 1,08:1
A5f/X 14596 2752 8,8 UM 5,30:1 7,20:1 0,73:1

77



5 Ergebnisse und Diskussion

In-vitro-Studien von MbtH-artigen Proteinen haben gezeigt, dass auch separat exprimiertes MbtH-
Protein in der Lage ist, in vitro A-Doménen zu aktivieren, wenn auch in schwacherem Mafe, als wenn
es coexprimiert wird (siehe auch 3.2.4).°2%° Um die Wahrscheinlichkeit der Aktivitat der fusionierten
A-Domanen zu erh6hen, wurden hrmR und cdaX zur separaten heterologen Expression Uber die
Schnittstellen Ndel und Xhol in den Expressionsvektor pET28b kloniert und ergaben pMC46 und
pMC65. Die Proteine wurden in E. coli BL21(DE3) exprimiert und 0ber einen N-terminalen
Hexahistidinyltag aufgereinigt (sieche Abb. 5-49). Die Protein wurden entsalzt (siehe 6.5.5) und in
flissigem Stickstoff gefroren und bei -80 °C gelagert. (siehe 6.5.11). Bei Bedarf konnten die Proteine

dem A-Domanen-Assay zugegeben werden.

- kDa ,
——— — kDa 3 hﬁ
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Abb. 5-49: SDS-PAGE-Gel (15%, Tricin) einer Expression von a) HissHrmR und b) HisgCdaX (jeweils 500 mL
2xYT, 16 °C, 1 mM IPTG). Fraktionen: P=Pellet, L=Lysat; D=Durchlauf; W1/W2= Waschfraktionen mit 10
mM/40 mM Imidazol; M=Marker; E=Elutionsfraktionen mit 250 mM Imidazol.

5.4.3 Modellierung der fusionierten A-Doménen nach PheA

Um die neu erzeugten Enzyme weiter zu charakterisieren, wurden Modellierungsstudien mit dem
Programm I-TASSER®??*® durchgefiihrt. Dieser Algorithmus modelliert Proteinsequenzen mit
unbekannter Struktur nach ihren nachsten Homologen, deren Struktur aufgeklart ist. Fiir A-Domanen
ist diese Berechnung recht zuverlassig, da gezeigt wurde, dass alle bisher kristallisierten A-Domanen
eine dhnliche Tertidrstruktur besitzen.” Die erzeugten A-Doménen wurden nach der Kristallstruktur
von PheA* (siehe Abschnitt 3.2.1) modelliert. Ein Ausschnitt aus der modellierten Sekundarstruktur
von O2f, ist in Abbildung 5-50 aufgefiihrt. Es ist zu erkennen, dass an den Fusionsstellen (200, 330)
keine organisierte Sekundérstruktur (B-Faltblatt=S; a-Helix=H) vorliegt. Das unterstiitzt die

Maoglichkeit eines funktionsfahigen, aktiven Fusionsproteins.
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Abb. 5-50: Ausschnitt aus der von I-TASSER?? vorhergesagten Sekundarstruktur von O2f,. Obere Reihe: die
Position der Aminoséuren (mittlere Reihe) im Protein. Die fett markierten und gelb hinterlegten Aminoséuren
sind Teil von HrmO2,, die nicht markierten Teil von HrmO3,. Untere Reihe: C=ungeordnete Struktur (coil),
S=pB-Faltblatt (sheet), H=a-Helix.

Fur die anderen neu erzeugten Proteine wurden analoge Sekundérstrukturen vorhergesagt. Auch hier
lag an den Fusionsstellen keine organisierte Sekundarstruktur vor. Auch die Tertidrstukturen der neu
erzeugten Proteine wurden mit I-TASSER nach PheA modelliert. Das generierte Modell einer
Tertidrstruktur von O2f, ist in Abbildung 5-51 gezeigt (vergleiche fir die anderen A-Domanen Abb.
9-10 - 9-17).

Abb. 5-51: Mit I-TASSER?? durch Homologiemodellierung nach PheA erzeugte 3-D Struktur von O2f, Teile
von 02, sind gelb markiert, Teile von O3, weil3 markiert.

In der modellierten Struktur ist zu sehen, dass der ausgetauschte Teil der Doméne (gelb markiert) in
der Tertidrstruktur einen zentralen, kompakten Teil des Proteins ausmacht. Im Zentrum der
modellierten Struktur ist das aktive Zentrum zu sehen; es ist der Tunnel zu erkennen, in dem das
Substrat gebunden wird. Der ausgetauschte Teil macht einen Grofteil der Bindetasche aus. Die
Modellierung lieferte auRerdem noch sogenannte C-Scores und TM-Scores, Qualitatsparameter fir die
modellierten Proteine. Beide sind ein Mal} fur die Qualitat der Vorhersage und korrelieren stark
miteinander.?®® Der C-Score sagt etwas ber die Strukturdichte des erzeugten Modells aus, und sollte

in den erzeugten Modellen Gber -1,5 liegen. Der TM-Score ist ein ist ein Gesamtparameter flr die
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Qualitat des Modells und liegt bei guten Korrelationen mit dem Homolog tber 0,5. In Tabelle 5-11
sind die von I-TASSER errechneten Scores aufgefiinrt. Alle Werte fur die fusionierten Domanen
liegen in einem &hnlichen Bereich, der von I-TASSER als sehr gute Qualitat des Modells eingeschatzt
wird.?®? Der Vergleich der Modelle mit dem der nativen A-Doméane HrmO34 zeigt, dass C-Score und
TM-Score fast die gleichen Werte besitzen. C-Score und TM-Score fir HisgP2fs liegen signifikant
hoher als die der anderen Domanen, das ist aus der Tatsache zu begriinden, dass hier als einziges die
Proteinsequenz mit Histidinyltag modelliert wurde. Diese ist naturgemal ahnlicher als die nativen

Proteine zu PheA, das auch mit Histidinyltag kristallisiert wurde.*

Tab. 5-11: Mit I-TASSER??%2%? erstellte C-Scores und TM-Scores fiir HrmO3, und die fusionierten A-Doménen.

Protein C-score  TM-Score
HrmO34 0,96 0,84
02fp 0,81 0,82
O4f,p 0,54 0,79
HisgP2fa 1,62 0,94
A5f, 0,77 0,82
H6f, 0,81 0,82

Die Ergebnisse der Modellierungen liefern somit weitere Anhaltspunkte, dass durch den Austausch
des zentralen Teils von HrmO3, die Aushildung der Tertidrstruktur der A-Domanen nicht

beeintrachtigt wird.

5.4.4 Massenspektrometrische Charakterisierung der nativen und fusionierten A-Domanen

Alle isolierten A-Doménen aus den Abschnitten 5.4.1 und 5.4.2 sollten nun in einem
massenspektrometrisch basierten Aktivitatsassay™™ (siehe 6.6.1) auf ihre Aktivitat und Selektivitat
getestet werden. Dieser Assay basiert auf dem Austausch von ATP, das am terminalen Phosphat mit
schwerem Sauerstoff (**0) markiert ist ([y-'*0,]-ATP [120]) und '°O,-Pyrophosphat (121), das im
Uberschuss hinzugegeben wird. Wenn nun ein Austausch durch die A-Doméne stattfindet, ensteht ein
Gleichgewicht zwischen dem [y-'®0,]-ATP (120) (m/z=514), des Aminoacyl-AMP (122) und ATP
(123) (m/z=506) durch einen Austausch des ‘°0,-Pyrophosphat (121) (vgl. Abb. 5-52). Je mehr von
der zugegebenen Aminosédure aktiviert wurde, desto starker liegt das Reaktionsgleichgewicht auf der
Seite des ATP, d.h. umso groRer ist der Peak bei m/z=506 relativ zum Peak bei m/z=514 im
Massenspektrum. Der Grad des Austauschs, und damit die Préaferenz fiir verschiedene Substrate, lasst

sich so massenspektrometrisch fur die A-Doméanen bestimmen.
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Abb. 5-52: Der Austausch von y-'?0,-ATP (120) in ATP (123) in Gegenwart eines Uberschusses von
Pyrophosphat (121) durch die A-Doméne.’®® Dieses Reaktionsgleichgewicht wird beim in dieser Arbeit
verwendeten [y-*?0,]-ATP-Assay ausgenutzt.

Das Ergebnis eines erfolgreichen [y-°0,]-ATP-Assays zeigen die Abbildungen 5-53 und 5-54.

HrmP1, wurde mit verschiedenen Aminoséauren inkubiert. f-Methylphenylalanin (31) wird von der A-

Doméne am starksten adenyliert, allerdings ist der Umsatz in diesem Falle eher als moderat

einzuschatzen (12,4% Aktivierung). Auch scheinen die anderen Aktivitdten keinem bestimmten

Muster zu folgen. Alle weiteren Versuche, die Aktivitdt der NRPS-A-Doméanen zu bestimmen,

schlugen fehl. Es wurde keine Aminosaure in signifikanten MaRe (>4%) umgesetzt (Daten hier nicht

(-Me)Phe J\ AN A AU

aufgefunhrt).
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Abb. 5-53: MALDI-TOF-Ergebnisse der Umsetzung von HrmP1, mit verschiedenen Aminosauren im [y-20,]-
ATP-Assay (vgl. Abb. 5-54, Tab. 9-2)
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Abb. 5-54: Aktivierung von verschiedenen Aminosauren durch HrmP1, im [y-20,]-ATP-Assay (vgl. Abb. 5-53,
Tab. 9-2)

Die Coexpression mit HrmR flihrte dagegen in vitro zu aktiven A-Domadnen. Hier konnte fir alle
Hormaomycin-A-Doménen eine Aminoséurenaktivierung fur das praferierte Substrat von mehr als
20% detektiert werden. Als essentiell fiir die Aktivitat der Enzyme erwies sich die Zugabe von 1 mM
Dithiothreitol (DTT) zum Assay. Die Messergebnisse der Hormaomycin-A-Doménen mir HrmR und
der fusionierten A-Doménen mit HrmR werden in den folgenden Abschnitten dargestellt und
diskutiert.

(#-Me)Phe-aktivierende A-Doménen

Die A-Doménen HrmO3,4 und HrmP1, dhneln sich auf sequenzieller Ebene sehr stark (95% Identitat
der Aminosauren). Der nichtribosomale Code fiir beide Domanen ist der gleiche (siehe Tab. 3-3).
HrmP1, ist die einzige A-Doméne der Hormaomycin-NRPS, die in vitro auch ohne coexprimiertes
HrmR, wenn auch verringert, eine Aktivitat besitzt (siehe Abb. 5-54). Mit HrmR wurden fir HrmP1
dagegen fast quantitative Umsetzungen (bis zu 96%) des erwarteten Substrats (5-Me)Phe (31)
detektiert (siehe Tab. 9-3, vergleiche Abb. 5-53 und 5-56). Es wurden aufierdem strukturelle Analoga
des Substrates getestet: 4-Chlorophenylalanin [(4-Cl)Phe] (124), dessen Fluoranalogon 34 bereits in

200

Fitterungsexperimenten in Hormaomycin (13) eingebaut worden war (vergleiche Abb. 3-19) und a-

Methylphenylalanin [(a-Me)Phe] (125), bei dem die Methylgruppe am Aminokohlenstoff liegt (Abb.
5-55).

COCH COOH COCH

E “NH, E “NH, ’ NH,
31 & 124 125

Abb. 5-55: (-Me)Phe (31), (4-Cl)Phe (124) und (a-Me)Phe (125)
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Diese beiden Substrate wurden in vitro allerdings nur in sehr geringem Male von den beiden A-
Doménen akzeptiert. Die Bindetasche scheint fur den raumgreifenden Substituent Chlor nicht
ausreichend grof3 genug zu sein. Auch am a-C ist den Ergebnissen nach sehr wenig Platz fiir
strukturelle Variationen. Das nach (f-Me)Phe (31) préferierte Substrat war Phenylalanin (35), mit
Aktivierungswerten um die 10% von 31. Auch diese Aminosaure war bereits durch Fitterungen von
Radzom in Hormaomycin inkorporiert worden.®® Fir HrmP1, wurden FPLC-Aufreinigungs-
experimente (siehe Abschnitt 6.5.10) durchgefiihrt. Es konnte eine Trennung der Fraktion erreicht
werden (siehe Abb. 9-18, Anhang). Die Fraktionen B11-B9 wurden vereinigt, konzentriert und in
Assaypuffer Gberfiihrt. Allerdings zeigt die geringe Peakgrofie des Chromatogramms, dass nur noch
eine geringe Menge Enzym fir den Assay vorlag. (5-Me)Phe (31) wurde zwar selektiv aktiviert,
allerdings wurden hier nur insgesamt 6,7% umgesetzt (siehe Tab. 9-2). Das Aktivierungsmuster blieb
allerdings weitgehend erhalten, da alle anderen getesteten Aminosauren unter 0,7% umgesetzt wurden.
Diese Ergebnisse zeigen, dass der Assay auch bei geringen Umsétzen valide Ergebnisse liefern kann,
wenn das Protein in groRer Reinheit vorliegt. Die Abbildungen 5-56 und 5-57 fassen die dargestellten
Ergebnisse grafisch zusammen. Zur einheitlichen Darstellung wurde das am stérksten aktivierte
Substrat als 100% gesetzt. Aus Platzgriinden werden die Ergebnisse fur die folgenden A-Doméanen nur

graphisch zusammengefalit, die einzelnen Ergebnisse der Messungen befinden sich im Anhang.
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Abb. 5-56: MALDI-TOF-Ergebnisse der Umsatz von HrmP1,/HrmR mit verschiedenen Aminoséuren im [y-
80,]-ATP-Assay (vgl. Abb. 5-57, Tab. 9-3)
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Abb. 5-57: Aktivierung verschiedener Aminoséuren durch HrmP1, (schwarz) und HrmP1, nach FPLC (rot) mit
HrmR im [y-*%0,]-ATP-Assay (vgl. Abb. 5-56, Tab. 9-3) . Die hochste Aktivitat wurde als 100% normiert.

Tab. 5-12: Vergleich der Aktivitaten von HrmO3 und HrmP1, mit HrmR

Enzym Umsatz (3-Me)Phe[%0] Konzentration [mMM] Relativer Umsatz
(Tab. 9-2, 9-4) (Tab. 5-10) [% Umsatz/mM]

HrmO34 42,3 8,8 4,81

HrmP1, 96,1 8,5 11,31

Fur HrmO3, wurden die gleichen Substrate getestet wie fir HrmP1,. (5-Me)Phe (31) ist hier ebenso
das bevorzugt umgesetzte Substrat. Allerdings ist die Umsetzung von 31 in vitro bei etwa gleicher
Konzentration (8,8 UM vs. 8,5 UM, siehe Tab. 5-10) weniger als halb so hoch, durchschnittlich 42,3%.
Da beide Assays jeweils die gleiche Zeit (2 h) inkubiert wurden, I&sst sich der Umsatz des Substrates

uber Gleichsetzung der Enzymmenge miteinander vergleichen.

In dieser Elutionsfraktion wurden ungewohnlich hohe Aktivitdten fur Leucin und Threonin
(Aktivierung tber 20%) observiert, die in HrmP14 nicht gemessen wurden (vergleiche Abb. 5-57 und
Abb. 5-58). Allerdings waren diese Aktivitaten nicht reproduzierbar. In einer zweiten Messung lagen
die Aktivierungsraten fiir Leucin und Threonin viel niedriger (siehe Tab. 9-4). Auch Erol et al.
konnten in einer Messung der A-Domdne des Corallopyronins unerwartet hohe Aktivitaten fir
Threonin beobachten.?®* Das deutet darauf hin, dass diese Aktivitéiten falsch positiv sind, und aus E.
coli stammen konnten. Fir HrmO3, wiirde eine Aufreinigung tber FPLC genauere Einsichten in die
wahre Aktivitat der Doméne geben; dieses Experiment konnte allerdings aus Zeitmangel nicht mehr

durchgefiihrt werden.
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Abb. 5-58: Aktivierung verschiedener Aminosauren durch HrmO3, mit HrmR im [y-%0,]-ATP-Assay (vgl. Tab.
9-4). Die hochste Aktivitat wurde als 100% normiert.

(3-Ncp)Ala-aktivierende A-Doménen

Aufgrund der relativen Lage in der NRPS sollten die Module HrmO1 und HrmO4 die ungewdhnliche
Aminoséaure (3-Ncp)Ala (27) einbauen. Der nichtribosomale Code fiir deren A-Domaénen ist neuartig
und fur beide A-Doménen exakt gleich, in den Datenbanken 1aRt sich kein Homologes finden (siehe
Tab. 3-3). Die A-Doméanen HrmO1,, HrmO4, und die konstruierte A-Doméne O4f,, die den zentralen
Teil der HrmO4 A-Doméne besitzt und die &uBeren Teile von HrmO3, (siehe 5.4.2), wurden mit
verschiedenen proteinogenen und nicht-proteinogenen Aminoséuren getestet. Als entfernte Analoga
des (3-Ncp)Ala (27) wurden 5-Nitro-2-aminobenzoesdure (126) und Cyclopropylglycin (127) (siehe
Abb. 5-59) getestet. Die Ergebnisse der Messungen der Enzyme HrmO4, und O4f, sind in Abbildung
5-60 aufgefiihrt.

HOOC
COOH

HoN HOOC><]
HoN NO, NO, HoN

27 126 127

Abb. 5-59: (3-Ncp)Ala (27), 5-Nitro-2-aminobenzoeséure (126) und Cyclopropylglycin (127)
Natives und fusioniertes HrmO4, besitzen in etwa die gleiche Aktivitdt und Substratspezifitat. Das

Substrat (3-Ncp)Ala (27) wurde im Assay von beiden Enzymen fast quantitativ umgesetzt (84,1%

bzw. 96,1%). Von den anderen getesteten Aminosduren werden Leucin und Valin, hydrophobe
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Aminosduren mit aliphatischer Seitenkette noch am ehesten toleriert [um 10% der Aktivitat von 27,
siehe Tab. 9-5].

relative Aktivierung [%]
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Abb. 5-60: Aktivierung verschiedener Aminoséuren durch HrmO4, (schwarz) und O4f, (griin) mit HrmR im [y-
80,]-ATP-Assay (vgl. Tab. 9-5). Die hdchste Aktivitat wurde als 100% normiert.

Die gestesteten Nitro- bzw. Cyclopropylaminosduren 126 und 127 wurden sehr schlecht aktiviert.
Wabhrscheinlich sind die Abweichungen in der Seitenkette zu groR8, um vom aktiven Zentrum erkannt
zu werden. Bemerkenswerterweise ist das kinstlich erzeugte Enzym O4f, fast genauso aktiv wie das
native (siehe Tab. 5-13). Auch zeigt das fusionierte Enzym keinerlei Préferenz fur (5-Me)Phe (31), das
bevorzugte Substrat von HrmO3,4. Die Sequenzénderungen am N- und C-Terminus (insgesamt 10%
der Aminoséauren des Proteins) haben also nur minimalen EinfluB auf das aktive Zentrum und die
Konformation der A-Doméne.. Durch den Austausch des zentralen Teils der A-Doméne konnte somit
die Substratspezifitdt von HrmO3, von (B-Me)Phe (31) zu (3-Ncp)Ala (27) veréndert werden. In
Tabelle 5-13 wird der Umsatz beider Enzyme miteinander verglichen. HrmO4, zeigt nur geringfugig
mehr Umsatz als das rekombinante Enzym O4f,, die Aktivitat beider Enzyme ist also fast

gleichzusetzen.

Tab. 5-13: Vergleich der Aktivitaten fur (3-Ncp)Ala (27) von HrmO4,/HrmR und O4f,/HrmR

Enzym Umsatz (3-Ncp)Ala [%] Konzentration Relativer Umsatz
(Tab. 9-5) [mM] (Tab. 5-10) [% Umsatz/mM]

HrmO4, 84,1 9,7 8,67

O4fp 96,1 11,8 8,14
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Die A-Domane HrmO1, wurde ebenfalls mit einer Reihe von Substraten getestet. Die Ergebnisse
ahneln sehr den der Domédne HrmO44. Auch hier wird (3-Ncp)Ala (27) fast quantitativ umgesetzt
(97% bzw. 78,5%); Leucin,Valin und Alanin liegen bei etwa 5-10% der Aktivierung von (3-Ncp)Ala
(27) (siehe Tab. 9-6). Diese Analogie war zu erwarten, da beide A-Doménen eine Sequenzidentitat
von 95% besitzen. Ungewdhnlich ist auch hier der hohe Umsatz von Threonin. In der ersten Messung
lag die Aktivierung bei fast einem Viertel von 27. Diese Promiskuitit war auch hier unerwartet, da
sich die Strukturen der beiden Aminosdure nicht sehr &hneln. In einer zweiten Messung war die
Aktivitat aus der selben, gefrorenen Charge sogar noch viel hoher, der absolute Umsatz lag bei 61,4%
[fast 80% von (3-Ncp)Ala (27)]. Um HrmO1, von eventuellen Hintergrundproteinen, die diese nicht
reproduzierbare Aktivitat verursachen konnen, zu befreien, wurde 1 mL des gefrorenen Enzyms weiter
Uber ein FPLC-System mit einer lonenaustauschsaule aufgereinigt (siehe Abschnitt 6.5.10). Es wurde
ein stufenweiser Gradient zu einer héheren Salzkonzentration (NaCl) angelegt und die Enzyme so
schrittweise von der Séule eluiert (siehe Abb. 5-61). Die Fraktionen, in denen sich Peaks befanden,
wurden TCA-prazipitiert (siehe 6.5.6) und mit SDS-PAGE analysiert.
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Abb. 5-61: Chromatogramm der FPLC-Aufreinigung der Elution von HrmOZ1,. Blaue Spur: UV-Absorption;
grune Spur: NaCl-Konzentration, Rote Zahlen: fur den Assay gesammelte Fraktionen. Ein SDS-PAGE-Gel der
fur die Wiederholung des Assays gepoolten Fraktionen AB12 ist eingefigt.

Auf dem FPLC-Chromatogramm ist zu erkennen, daf} eine starke Verunreinigung der A-Doméne
vorlag. Eine vollstdndige Trennung der Peaks wurde nicht erreicht. Die Fraktionen A12 und B12 die
den groBten Peak in mdglichst hoher Reinheit besallen, wurden vereinigt. Die erneute Testung dieser

Fraktionen im A-Domadnenassay ergab, dass die relative Aktivierung fur Threonin zu (3-Ncp)Ala (27)
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5 Ergebnisse und Diskussion

um mehr als 50% reduziert werden konnte (von durchschnittlich 50,8% auf 19,7%), und aufierdem
andere Aktivitaten wie z.B. flr Tryptophan, Glycin und Alanin gegen 0 reduziert werden konnten.
Einzig der relative Umsatz fiir Leucin blieb nahezu konstant. Abbildung 5-62 und Tabelle 9-6 fassen
die erhaltenen Ergebnisse zusammen. Die Aktivitat fir Threonin konnte durch die FPLC-Trennung
reduziert werden. Im Falle von HrmO1, miisste die FPLC-Trennung weiter optimiert werden, um eine
vollstédndige Isolierung des Proteins zu gewahrleisten. Das wirde mit hoher Wahrscheinlichkeit alle

falsch positiven Aktivitaten beseitigen.
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Abb. 5-62: Aktivierung verschiedener Aminosauren durch HrmO1 4 (schwarz) und HrmO1, nach FPLC (rot) mit
HrmR im [y-'%0,]-ATP-Assay (vgl. Tab. 9-6). Die hochste Aktivitat wurde als 100% normiert.

Wenn man alle erhaltenen Ergebnisse fir HrmO1,, HrmO4, und O4f, vergleicht, so 18Rt sich
zusammenfassen, dass alle drei Enzyme (3-Ncp)Ala (27) von den angebotenen Substraten bevorzugt
auswahlen und im Assay fast quantitativ umsetzen. (3-Ncp)Ala (27) ist somit das natlrliche Substrat
der NRPS, und wird vor der Assemblierung des Hormaomycins synthetisiert (sieche Abschnitt 5.1).
Von den getesteten proteinogenen Aminosauren besitzen die Doménen am ehesten eine gewisse
Préaferenz fur Leucin [jeweils um 10% Umsatz von (3-Ncp)Ala (27)] Diese Aminosaure kdnnte also
durchaus von der NRPS anstelle von 27 in Hormaomycin eingebaut werden (siehe hierzu auch
Abschnitt 5.5). Da Threonin nur von HrmO1, auffallend stark umgesetzt wird, jedoch nicht von
HrmO4, und auflerdem der Threonin-Umsatz durch FPLC stark reduziert werden konnte, ist es
wahrscheinlich, dass diese Aktivitat nicht von der A-Domédne herriihrt. Eine Optimierung der FPLC-

Methode und damit endgdiltige Isolierung von HrmO1, wird diesen Punkt weiter klaren kénnen.
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L-Threonin aktivierende A-Doméanen

Die Coexpression mit HrmR aktiviert auch die A-Domane des Moduls HrmO2. Wie vorausgesagt, ist
L-Threonin das bevorzugte Substrat (bis zu 75% Umsatz). D-Threonin wird von der A-Domane nur in
Spuren aktiviert. L-Threonin wird also wahrend der Biosynthese des Hormaomycins von der A-
Doméane adenyliert, auf das PCP Ubertragen und dann von der Epimerasedoméne in D-allo-Threonin

umgewandelt (vergleiche Abb. 3-23).

Auch die konstruierte A-Domane O2f,, die zu einem Grof3teil der Sequenz aus HrmO3 4 besteht (siehe
Abschnitt 5.4.2) coeluiert mit HrmR und aktiviert L-Threonin, wie bioinformatisch vorausgesagt (bis
zu 63% Umsatz). Das ist bemerkenswert, da O2f, grofle Teile der (3-Me)Phe (31)-aktivierenden
Doméane HrmO3,4 tréagt. Abzuglich des zentralen Teils stimmen die Teile AS 1-199 und 320-542 von
02fs nur zu 52% bzw. 63% mit der korrespondierenden Sequenz von HrmO2, Uberein. (B-Me)Phe
(31) wird von der kombinatorisch erzeugten A-Domane auch hier nicht aktiviert. Das Enzym ist also,
wie auch O4f,, offensichtlich korrekt gefaltet. Aufallend an den Messungen mit der Elution aus der
Ni-NTA-Aufreinigung war, dass das Enzym offenbar eine geringe Substratspezifitat besitzt; Valin
wurde zu fast 80% von L-Threonin umgesetzt. Dagegen scheint O2f, im Allgemeinen selektiver zu
sein. Die Ergebnisse sind in Abbildung 5-63 und Tabelle 9-7 zusammengefalit.
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Abb. 5-63: Aktivierung verschiedener Aminosauren durch HrmO2 4 (schwarz) und O2f, (griin) mit HrmR im [y-
80,]-ATP-Assay (vgl. Tab. 9-7). Die héchste Aktivitat wurde als 100% normiert.

Um auch hier eine eventuelle falsch positive Aktivitat zu entfernen, wurde eine FPLC-Aufreinigung
der Fraktionen von HrmO2, und O2f,, analog zu HrmO1, durchgefihrt (siehe 6.5.10). Die sehr
dhnlichen Chromatogramme (Abb. 5-64, Abb. 9-19) zeigen, dass in beiden Féllen eine Isolierung
eines Peaks (jeweils Fraktionen B11-B8) mdglich war. Diese Fraktionen wurden wieder vereinigt,

aufkonzentriert und in den Assaypuffer Gberfihrt. Abbildung 5-65 zeigt SDS-PAGE-Gele der
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aufgereinigten Fraktionen. Es war eine erneute Messung der gereinigten A-Doméanen im [y-"20,]-

ATP-Assay moglich.
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Abb. 5-64: Chromatogramm der FPLC-Aufreinigung der Elution von HrmO2,/HrmR. Blaue Spur: UV-
Absorption; griine Spur: Konzentration Puffer B (50 mM Tris, pH 8; 1M NaCl); Rote Zahlen: gesammelte
Fraktionen
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Abb. 5-65: Dokumentation der FPLC Aufreinigung von a) HrmO24 (siehe Abb. 5-64) und b) O2f, (siehe Abb.
9-19) jeweils mit HrmR. M= Marker; B9/10, B5/4; B6; A6=TCA-Prézipitate von nicht verwendeten Fraktionen;
B 11-8=Assayfraktion von Hrm0O2,/02f,; C=konzentriert
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Abb. 5-66: Aktivierung verschiedener Aminoséuren durch HrmO24 (schwarz) und O2f, (griin) mit HrmR nach
FPLC im [y-"®0,]-ATP-Assay (vgl. Tab. 9-8). Die héchste Aktivitat wurde als 100% normiert.

Die Selektivitaten beider Domanen nach der FPLC zeigen eine dramatische Veranderung zu vorher
(vergleiche Abb. 5-63 und 5-66): Die Enzyme sind nun duRerst selektiv fir L-Threonin als Substrat.
Die Aktivitat fir Valin (vorher 77,5% von L-Thr fur HrmQ2,) ist fast komplett verschwunden, auch
die anderen Aktivitaten (z. B. lle, Leu, Phe) scheinen nicht von der A-Doméne selbst, sondern von
falsch positiven Aktivitaten durch andere, aktivierende Proteine aus E. coli verursacht worden zu sein.
Durch die endgiltige Isolierung der A-Domane konnten diese Aktivitdten beseitigt werden. Ein
direkter Vergleich der Umsdtze beider Doménen laRt sich lber die Peakflachen in den FPLC-
Chromatogrammen ziehen. Tabelle 5-14 zeigt das Ergebnis: Die kombinatorisch erzeugte Domaéne, die
in groBen Teilen nur noch 52% (O3L) bzw. 63% (O3R) Sequenzidentitat mit der nativen Doméane
HrmO2, besitzt, hat immerhin noch tUber die Hélfte ihrer Aktivitat (57,6%). Das ist, verglichen mit
anderen kombinatorischen Ansétzen (vgl. Abschnitte 3.2.1 und 3.2.3), ein sehr guter Wert. Die starken
Anderungen in den &uReren Sequenzabschnitten haben also neben der Tatsache, daB sie keinerlei

Einflul auf die Substratspezifitat besitzen, auch geringen Einflu} auf die Konformation des Enzyms.

Tab. 5-14: Vergleich der Umsétze der aufgereinigten A-Domanen HrmO2, und O2f, mit HrmR

Protein Peakflache Umsetzung Relative Aktivitat
(Abb. 5-66, 9-19) von L-Thr (Tab. 9-8)

HrmO2, 87,6774 52,0% 100%

02fa 120,7705 41,3% 57,6%
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Valin/lIsoleucin aktivierende Domaéanen

Die bioinformatische Voraussage fir die A-Doméne HrmP2, ist nicht eindeutig: Das Programm
NRPSPredictor2?® sagt sowohl Valin als auch Isoleucin als mégliches Substrat des Enzyms voraus.
Bemerkenswert ist, dass sich der nidchste Verwandte, eine Valin-aktivierende Doméne, im
nichtribosomalen Code durch nur eine Aminosdure von HrmP2, unterscheidet, wohingegen die
nachste Isoleucin-aktivierende Domane dort in drei Aminosauren abweicht (vgl. Tab. 3-3). Indes wird
in vivo Isoleucin in die Peptidkette eingebaut, was aus der Struktur des Hormaomycins (13)

offensichtlich ist.
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Abb. 5-67: Aktivierung verschiedener Aminosauren durch HrmP2, (schwarz) und P2f, (griin) mit HrmR im [y-
180,]-ATP-Assay (vgl. Tab. 9-9). Die hochste Aktivitat wurde als 100% normiert.

HrmP2, zeigt coeluiert mit HrmR tatséchlich eine Préaferenz fiir das Substrat Valin (siehe Abb. 5-67).
Auch die konstruierte A-Doméne P2f, bei der ein Grofiteil der Sequenz aus HrmO3, stammt (siehe
5.4.2), aktiviert Valin bevorzugt, allerdings ist hier die Streuung bei anderen Aminosauren auch
groer. Das mag an der geringen Gesamtaktivitdt [maximal 19% bzw. 13% Aktivierung fir Valin
(Tab. 9-9)] trotz einer ausreichenden Proteinkonzentration im Assay (17,3 UM bzw. 7,7 mM siehe
Tab. 5-11) liegen. Weitere Aufreinigungsversuche mit FPLC wurden analog zu den vorherigen
Enzymen durchgefiihrt, aber die konzentrierten Proteine konnten im anschlieRenden [y-'°0,]-ATP-
Assay keine Aminoséure selektiv (>4%) aktivieren (Daten hier nicht aufgefiihrt). HrmP2, besitzt in
vitro die geringste Aktivitdt der Hormaomycin A-Doménen. Das ist dadurch zu erkldren, daR das
Enzym in vivo ein anderes Substrat aktiviert und moglicherweise nicht in seiner optimalen
Konformation vorliegt. Dieses Phdnomen ist bereits durch Mootz und Marahiel an A-Doménen des
Tyrocidins (18) beobachtet und interpretiert worden.® Méglicherweise zwingt die natiirliche

Umgebung des Enzyms in der NRPS das Enzym in eine andere Konformation. Eine Madglichkeit,
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diese Hypothese zu untersuchen, ware die heterologe Expression des ganzen Moduls HrmP2 (C-A-T)
und dann die Untersuchung der Substratspezifitdt in vitro. Es besteht die Moglichkeit, dass diese A-
Doméne in der Evolution aus einem Vorldufer entstanden ist, der bevorzugt Valin oder beide
Aminosauren aktivierte. Durch Selektionsdruck kénnte es dann durch Mutationen eine Anderung der
Substratspezifitat zu Isoleucin gekommen sein. Eine andere Mdglichkeit fiir diese Diskrepanz ist, dass
die C-Domdne des nachsten Moduls eine stérkere Korrekturfunktion besitzt, indem sie das Isoleucyl-
Peptidintermediat bevorzugt prozessiert. Solch eine Funktion ist fiir C-Doménen beobachtet worden
(siehe Kapitel 3.2.2)."" Diese Funktion kénnte in einer Expression der Hrm P3 C-Doméne und der
Synthese des Heptapeptidintermediates der Biosynthese von Hormaomycin (13) (vergleiche Abb. 3-
21), das an das HrmP2-PCP gebunden wird, nachgewiesen werden.

(4-Pe)Pro aktivierende Doméne

Die A-Doméne des Moduls HrmP3 sollte laut bioinformatischer Voraussage spezifisch fur 4-Z-
Propenylprolin [(4-Pe)Pro] (69) sein. Dieses Substrat lag zu Beginn der Studien nicht fur in vitro-
Assays vor; es wurde in der Arbeitsgruppe Piel von Christoph Kohlhaas nach Zlatopolskiy™’
synthetisiert (Daten hier nicht aufgefiihrt). Besonders interessant ist es, ob die A-Doméne flexibel
hinsichtlich Anderungen in der Alkylseitenkette des 4-Z-Propenylprolins (69) reagiert. Hierzu wurde
von Nik Schwarz in der Arbeitsgruppe Piel 4-Z-Ethinylprolin (128) (siehe Abb. 5-68) synthetisiert

(Daten nicht aufgefihrt), das ein mogliches Reagenz fiir ,,Klick-Chemie* ist.

Eine mdgliche Strategie zur Aufklarung des Wirkmechanismus von bioaktiven Stoffen ist es, Pull-
down-Experimente zur Auffindung des molekularen Targets im Zielorganismus durchzufiihren.?°%%%
Uber ,,Klick-Chemie“***** kann dann das bioaktive Molekill tiber eine Alkinylgruppe zum Beispiel an
ein Biotin, das eine Azidogruppe tragt, gebunden werden. Durch eine 1,3-dipolare Cycloaddition
entsteht in situ ein Triazol, eine kovalente Verbindung. Das Biotin kann dann wiederum uber
Avidinbeads immobilisiert werden. Anschliefend kann das Proteintarget des bioaktiven Molekiils
dann Uber massenspektrometrische Experimente identifiziert werden. Im Hormaomycin (13) eignet
sich besagte Propenylseitenkette des (4-Pe)Pro (69) gut fiir die Derivatisierung in ein terminales Alkin.
Das kann durch Totalsynthese oder aber durch Mutasynthese (siehe Abschnitt 3.3.1) Uber Fitterung
von Ethinylprolin (128) geschehen. Abbildung 5-69 zeigt die kovalente Bindung eines hypothetischen
Alkinylhormaomycins (130) an ein Biotinazid (129). Um zu evaluieren, ob HrmP3, ein solches

Ethinylprolin (128) akzeptiert, wurde das synthetisierte Molekiil im [y-'%0,]-ATP-Assay eingesetzt.

N.__ .COOH \\ N_ . COOH

69 128

Abb. 5-68: 4-Z-Propenylprolin (69) und 4-Z-Ethinylprolin (128)
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Biotin —N3  +

129

Abb. 5-69: hypothetische Reaktion eines Azidobiotins (129) mit Ethinylhormaomycin (130) iiber ,,Klick-
Chemie*

Abbildung 5-70 zeigt, dass HrmP3, das natirliche Substrat (4-Pe)Pro (69) fast quantitativ (89,6%)
umsetzen konnte. Das Analogon 4-Z-Ethinylprolin (128) wird zu 26% von 69 aktiviert. Dieser hohe

Wert ist sehr vielversprechend fir mutasynthetische Experimente.
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Abb. 5-70: Aktivierung verschiedener Aminosduren durch HrmP34 mit HrmR vor (schwarz) und nach (rot)
FPLC-Aufreinigung im [y-'°0,]-ATP-Assay (siehe Tab. 9-10). Die héchste Aktivitat wurde als 100% normiert.

Ein ungewdhnliches Ergebnis ist in dieser Messung die &uf3erst hohe Aktivitat fir Valin [26,4% von
(4-Pe)Pro (69); gleichwertig mit Ethinylprolin (128)]. Mdglicherweise lag auch hier eine Aktivitat
einer coeluierten Kontamination vor, wie in einigen obigen Ergebnissen (vgl. HrmO1,). Um die falsch

positive Aktivitat zu reduzieren, wurde auch diese Fraktion mit FPLC weiter aufgereinigt. Mit der
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entwickelten FPLC-Methode konnte ein Grof3teil der Hintergrundproteine aus der Elutionsfraktion
entfernt werden. Allerdings ist auch diese Fraktion durch eine Kontamination verunreinigt (siehe Abb.
5-71). Die gesammelten und konzentrierten Fraktionen A 10-12 zeigen die hdchste Reinheit. Mit
diesen Fraktionen wurde der A-Domain-Assay wiederholt. In der Wiederholung des Assays konnte die
(4-Pe)Pro-Aktivierung bestétigt werden (87,8% Umsatz). Die Aktierungsrate vom Analogon, 4-
Ethinylprolin (128), wurde zwar von 29% auf 13% des 4-Propenylprolins (69) verringert, jedoch war
die Aktivitdt weiterhin die zweithdchste der getesteten Substrate. Die aullerordentlich hohe
Aktivierung von Valin wurde von fast 30% auf nur noch 5% reduziert. Auch diese Aktivitat war also

zumindest zu einem gewissen Mafe als falsch positiv anzusehen.
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Abb. 5-71: a): Chromatogramm einer FPLC-Aufreinigung der Elutionsfraktion von HrmP3,. Blaue Spur: UV-
Absorption griine Spur: Konzentration NaCl; Rote Zahlen: gesammelte Fraktionen. A10-12 wurden fir die
Wiederholung des Assays eingesetzt. b): Dokumentation von 5-71 a): SDS-PAGE-Gel (15%, Tricin). A1-A9 =
TCA-Prézipitate der Fraktionen; A10-12 = Konzentrat (500 pL) der gesammelten Fraktionen A10-12; M =
Marker (Roth); A10-12V = Konzentrat (50 pL) der gesammelten Fraktionen A10-12.
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Fusionsdomanen mit Teilen aus Streptomyces coelicolor A3(2)

Nach erfolgreicher Expression der A-Doménen A5f, und H6f, mit Inserts aus S. coelicolor A3(2) und
anschlieBender Coelution mit HrmR wurden auch diese Enzymkomplexe im [y-*0,]-ATP-Assay
getestet. Allerdings konnte in mehreren Experimenten keine signifikante Umsetzung (>4% Austausch)
der vorhergesagten Substrate Asparaginsaure und Hydroxyphenylglycin detektiert werden. (5-Me)Phe
(31) wurde ebenfalls nicht aktiviert (Daten nicht aufgefiihrt). Auch die Zugabe von heterolog
exprimiertem HrmR oder CdaX (siehe Abb. 5-48 a,b) fuhrte nicht zur Verbesserung der Aktivitat. Bei
einer eingehenderen Analyse der ausgetauschten Fragmente wurde ersichtlich, dass in dem in dieser
Arbeit vorgestellten Rekombinationsansatz nicht alle Aminosdurereste des aktiven Zentrums von

HrmO3, auf Basis des nichtribosomalen Codes®®

ausgetauscht worden waren. Position 330 und 331
(relativ zu PheA) blieben in allen rekombinanten A-Doménen gleich. An beiden Positionen ist hier ein
Alanin mit einer kleinen Aminoséureseitenkette (siehe Tab. 5-15). Der nicht erfolgte Austausch dieser
Aminosduren in den Kombinationen mit den Hormaomycin-A-Doménen (O2f,, O4f,, P2f4) scheint
keinen oder nur geringen Einflu auf die korrekte Bindung des Substrates zu haben. Position 330 hat
in PheA direkten Kontakt mit dem Substrat® und wird von hydrophoben Aminosauren dominiert.”
CdaPSI-A5, tragt an dieser Position einen relativgroBen Leucylrest. Die Mutation dieses Restes zu
einem Alanylrest wie in HrmO3, konnte Einflul auf die Substratbindung haben. Position 331 wird

von Challis et al.®

zwar aus dem nichtribosomalen Code ausgeklammert, da die Seitenkette der
Aminosdure in PheA von der Bindetasche wegweist, aber diese Position ist hochvariant unter A-
Doménen mit verschiedenen Substraten und hat mdglicherweise ebenfalls EinfluR auf die
Substratbindung.” In CdaPSI-A5a/H6, ist an dieser Position ein Cystein bzw. Asparagin; Amino-

séuren, die sich insbesondere durch ihre Polaritét deutlich von Alanin unterscheiden.
Tab. 5-15: Aminosduren 330 und 331 (relativ zu PheA) in den miteinander kombinierten A-Doménen. Alle in

dieser Arbeit fusionierten Doménen besitzen hier die Aminosduren von HrmO3,, Alanin und Alanin (fett
markiert).

Peptid A-Domane Position Position
330 (PheA) 331 (PheA)
Hormaomycin HrmO3 Ala Ala
HrmO2 Val Ala
HrmO4 Val His
HrmP2 Thr Phe
CDA CdaPSI-A5 Leu Cys
CdaPSI-H6 Val Asn

Mutationen der fusionierten A-Domanen A5, und H6, an diesen Positionen zu den nativen
Aminosauren (Leu/Cys bzw. Val/Asn) koénnten die bisher nicht aktiven Fusionsproteine
moglicherweise aktivieren. Eine andere Strategie ware die Konstruktion von neuen, fusionierten A-
Domanen, wo ein etwas groferer Teil der zentralen Sequenz, und damit diese beiden Aminosauren mit

ausgetauscht werden.
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Zusammenfassung und Diskussion der Ergebnisse

In diesem Teil der Arbeit wurden umfassende Studien an den Adenylierungsdomanen der
Hormaomycin-NRPS durchgefiihrt. Es konnten alle sieben A-Domanen in E. coli mit einem N-
terminalen Octahistidinyltag exprimiert und isoliert werden. Die Enzyme wurden mit einem
massenpektrometrisch basierten ATP-Austausch-Assay™® charakterisiert. Es konnte gezeigt werden,
dass alle NRPS-A-Domanen fir ihre volle in vitro-Aktivitit das MbtH-artige Protein HrmR bendétigen.
HrmR konnte mit allen A-Doménen coexprimiert und coeluiert werden. Die Proteine interagieren
miteinander und wurden in einem Komplex im stochiometrischen Verhéltnis von 1:1 eluiert. Die
bioinformatisch vorhergesagten Substrate wurden selektiv aktiviert. Eine Ausnahme bildet HrmP2,,
das statt der nativ inkorporierten Aminosdure Isoleucin Valin bevorzugt aktivierte. Griinde daftr
kénnten eine Korrekturfunktion der folgenden C-Doméne oder eine andere Proteinkonformation in der
NRPS-Umgebung in vivo sein. Die (3-Ncp)Ala-aktivierenden Doménen HrmO1, und HrmO4, haben
eine gewisse Préferenz flr die proteinogene Aminoséure Leucin (etwa 10% von (3-Ncp)Ala) (27).
HrmO3, und HrmP1, kdnnen Phenylalanin zu etwas 10% von (#-Me)Phe (31), dem bevorzugten
Substrat, aktivieren. Ein Chloratom in para-Position des Phenylrings wurde nicht toleriert,
ebensowenig wie eine Methylgruppe in der a-Position. Fir die (4-Pe)Pro-aktivierende Domaéne
HrmP3, wurde ein Ethinylprolin (128) getestet, das zu etwa 20% von (4-Pe)Pro (69) umgesetzt
werden konnte. Diese Aminosdure soll in mutasynthetischen Experimenten einer Deletionsmutante
des Hormaoycinproduzenten, in dem die (4-Pe)Pro-Biosynthese unterbrochen ist, zugefiittert werden.
Ein entstehendes Ethinylhormaomycin (130) konnte, falls es aktiv ist, in Pull-down-Experimenten
iiber ,,Klick-Chemie* kovalent an einen fluoreszierenden Marker gebunden werden, um Informationen

tiber das molekulare Target von Hormaomycin zu erhalten.

Einige der Uber Ni-NTA-Affinitdtschromatographie isolierten Proteinfraktionen wurden iber FPLC
weiter aufgereinigt und erneut getestet. In diesem Reinigungsschritt konnten unspezifische, falsch
positive Aktivitaten von coeluierten Proteinen aus E. coli BL21(DE3), die hauptsachlich Threonin und
Valin aktivierten, reduziert und teilweise ganz entfernt werden. An HrmO2, und O2f, konnte
eindrucksvoll gezeigt werden, dass bei vollstandiger Isolierung des Proteins durch FPLC alle falsch
positiven Aktivitaten eliminiert werden konnten (vgl. Abb. 5-63 und 5-66). Das Phanomen einer
unerwarteten Aktivierung von Threonin aus einer A-Domanen-Aufreinigung aus E. coli BL21(DE3)
wurde auch von Erol et al. an den Corallopyonin-A-Doménen beobachtet.”® Phelan et al., die den [y-
80,]-ATP-Assay entwickelten, beobachteten in ihrem Labor falsch positive Umsetzungen von
Tryptophan fir einige A-Domanen (Brian Bachmann, personliche Mitteilung). Diese falsch positiven
Aktivitadten scheinen also ofter in A-Doménen-Assays aufzutreten, werden aber selten publiziert.
Interessanterweise waren die Aktivitaten durch diese Kontaminationen fir Threonin und Valin in den
Assays nicht immer reproduzierbar, wohingegegen ,,wahre” Substrate vom Enzym immer wieder,

auch aus gefrorenen Enzymchargen, umgesetzt wurden. Auch wurde immer das gleiche Protokoll fiir
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die Ni-NTA-Aufreinigung benutzt; daher ist es erstaunlich, dass einerseits manche Aufreinigungen
keine falsch positiven Aktivitaten zeigen, und andererseits die Aktivitat zwischen Valin, Threonin und
Leucin schwankt. Fir einen Ausschlu3 von solchen falsch positiven Aktivitaten sollten A-Domanen in
diesem Assay daher grundsétzlich in einem weiteren Reinigungsschritt anschliefend an die Ni-NTA-

Chromatographie isoliert werden.

Weiterhin wurden finf A-Doménen mit Fusions-PCR erzeugt, in denen ein zentraler Part der Sequenz
von HrmO3, (etwa 120 Aminoséuren) gegen Teile aus anderen A-Domanen ausgetauscht wurde. Es
wurden drei A-Doménen der Hormaomycin flr diese Fusionen ausgesucht, HrmO2,, HrmO4, und
HrmP2,. Auflerdem wurden zwei Teile von A-Doméanen der NRPS des Antibiotikums CDA aus
Streptomyces coelicolor A3(2), die Aspartat und Hydroxyphenylglycin aktivieren, mit HrmO3,
fusioniert. Homologiemodelle der funf rekombinanten Proteine sagen eine groBBe Wahrscheinlichkeit
flir eine Funktionalitat der neuen Proteine voraus. Alle finf Fusionsproteine konnten in E. coli in
gleichen Ausbeuten wie die nativen A-Doméanen mit HrmR coexprimiert und coeluiert werden (siehe
Abb. 5-48, Tab. 5-10). Die drei Fusionsdomanen aus der Hormaomycin-NRPS zeigen im Assay die
gleiche Substratspezifitat und die gleiche, oder nur eine leicht verringerte Aktivitat wie die nativen A-
Domanen der kleinen, zentralen Teile der Doméne. Das zeigt, dass hier die Substratspezifitat der
Enzyme nur durch diesen Teil determiniert wird. Die Substratspezifitat von HrmO3, konnte also durch
den Austausch dieses Teiles von (8-Me)Phe (31) mit geringen AktivitatseinbuBen dramatisch zu (3-
Ncp)Ala (27), Threonin und Valin geédndert werden. Auerdem scheint ein Austausch einer so grof3en
Aminosauresequenz die intakte Tertidrstruktur des Enzym nur gering zu beeinflussen. Dies unterstiitzt
die Hypothese, dass diese Sequenzen wéhrend der Evolution rekombiniert worden sind. Interessant
waére es, Reaktionskinetiken der A-Doménen aufzunehmen, um die Umsetzungen der Substrate noch

besser miteinander vergleichen zu kénnen.

Die Fusionen mit den zentralen Teilen der CDA-A-Domaénen zeigten keine Aktivitat. Um zu testen, ob
das MbtH-artige Protein einen Einflu auf die Aktivitat besitzt, wurde das MbtH-artige Protein aus
dem CDA-Gencluster, CdaX mit den beiden Enyzmen coexprimiert. Aber auch diese coexprimierten
Proteinkomplexe waren nicht aktiv, auch nicht, wenn separat exprimiertes MbtH-artiges Protein
(HrmR oder CdaX) dem Assay hinzugegeben wurde. Der Grund fir die fehlende Aktivitat kénnte in
zwei Aminosduren im aktiven Zentrum liegen, die in den Fusionen nicht mit ausgetauscht wurden. In
CdaPSIA5, und H6, liegen hier Leucyl- und Valylreste, die mit dem gebundenen Substrat
interagieren. Der in HrmO3, an dieser Position liegende Alanylrest ist hier moglicherweise sterisch
nicht grol? genug fiir die Interaktion. Die Aminosdurereste an Position 331 sind variabel und werden
maoglicherweise auch fur die Substratbindung bendtigt. Um diese Hypothese zu untersuchen, miissten
die genannten Aminosauren zu den in der nativen A-Doméne vorliegenden mutiert werden, oder ein
etwas groRerer Teil der Sequenz von CdaPSIA5, und H6, mit HrmO3, fusioniert werden. Diese

beiden Aminosduren sind auch in den Hormaomycin-A-Doménen variabel, haben aber offensichtlich
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keinen oder nur geringen Einfluss auf die Substratbindung. Mdglicherweise sind die fusionierten
Proteine aber auch nicht korrekt gefaltet, um eine Substrat korrekt binden und umsetzen zu kénnen.
Das konnte durch Circulardichroismus-(CD)-Spektroskopie untersucht werden.

Die hier présentierten Ergebnisse unterstiitzen die Hypothese, dass ein Austausch dieser zentralen
Teile der A-Domane durch Rekombination wahrend der Evolution vorgefallen sein koénnte.
Rekombination von DNA-Fragmenten ist eine treibende Kraft in der Evolution der Gencluster von
Sekundédrmetaboliten, wie in Abschnitt 3.3.2 dargelegt. Rekombinationen von NRPS-Clustern sind
bisher hauptséchlich in strukturell sehr &hnlichen NRPS in Cyanobakterien observiert worden. Hier

105106 multiplen Regionen'® oder

wurden in silico Rekombinationen von ganzen A-Doménen,
Modulen'™ postuliert und mit der beobachteten Produktvielfalt korreliert. In der Hormaomycin-NRPS
scheint es dagegen innerhalb des Genclusters zu Rekombinationen von zentralen Teilen der A-
Domaénen gekommen zu sein. In dieser Arbeit wurden Beobachtungen, die in silico gemacht wurden,
experimentell durch in vitro erzeugte, rekombinante A-Doménen verifiziert. Die Ergebnisse der
Experimente zeigen, dass es zumindest im Hormaomycinsystem mdglich ist, durch einfachen
Austausch von Regionen, die die Substratspezifitdt beinhalten, diese im Labor nach Wunsch zu
andern. Die Substrate der rekombinierten A-Doménen sind teilweise chemisch sehr verschieden
[vergleiche (5-Me)Phe (31) und (3-Ncp)Ala (27)]. Mit der vorgestellten Methode sind in dieser Studie
an der A-Domiane dramatischere Anderungen der Substratspezifitait moglich, als mit bisher
publizierten.””*® AuRerdem haben die in vitro erzeugten Enzyme in dieser evolutionsbasierten Studie
eine weitaus hohere Aktivitat als in einer computerbasierten, wo es &hnlich dramatische
Spezifitatsanderungen gab."® Auf die resultierende Aktivitdt der mutierten A-Doméne ist dieser

evolutiondre Ansatz also dem informatischen Uberlegen.

Die Ergebnisse dieser Studie zeigen neue, auf der Evolution basierende Strategien fur die
kombinatorische Biosynthese von nichtribosomalen Peptiden auf. Eine rationale Rekombination von
diesen zentralen Teilen der Enzyme konnte zumeist auftretende dramatische Verluste in der
Produktion dieser kombinatorisch erzeugten Peptide durch Austausch von ganzen Doménen
signifikant verringern und gleichzeitig gréRere strukturelle Verdnderungen in den kombinatorisch
erzeugten Peptiden ermdglichen. Allerdings bleibt abzuwarten, ob sich die in vitro-Ergebnisse auch
auf andere Spezifitaten aus fremden Systemen ausweiten lassen, wie anhand der Rekombination mit
den S. coelicolor-A-Domanen diskutiert wurde. AuBerdem ist diese Besonderheit der Hormaomycin-
A-Doménen nicht einfach auf andere Systeme (bertragbar. Auch ist nicht klar, ob sich die in vitro-
Ergebnisse auf in vivo-Experimente Ubertragen lassen konnen. Hier sind auRerdem die anderen
Biosyntheseenzyme, wie die C-Doménen der NRPS zu berticksichtigen. In der Hormaomycin-NRPS
ware aulerdem eine selektive Rekombination von A-Doméanenabschnitten in vivo aufgrund der hohen

Sequenzahnlichkeit Uber weite Teile der A-Doménen schwer durchzufihren.
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5.5 Biologische Studien an Hormaomycin

5.5.1 Fermentation von Hormaomycin

Um eine moglichst hohe Menge Hormaomycin (13) flr biologische Studien zu isolieren, wurde
Streptomyces griseoflavus W-384 analog zu vorangehenden Arbeiten fermentiert.?® Es wurde eine
Vorkultur in 50 ml NM6 (siehe 6.2.1) angesetzt und bei 180 rpm und 27 °C fiir 48 h inkubiert. Die
Vorkultur wurde dann in einem sterilen Labfors 10 | Fermenter mit 1,5 | NM10 (siehe 6.2.1) versetzt
und fiir 72 h bei 27 °C, einem pH von 6,5 und einer Luftzufuhr von 1,6 vwvm fermentiert. Zur
Erhdéhung der Ausbeute wurden nach 24 h (ber 10 Stunden eine Ldsung von 3 mmol Pyrrol-2-
carbonsdure (102) in 75 ml sterilem Wasser zur Kulturbriihe gepumpt. Diese Zugabe hat in friiheren
Studien zu einer Erhéhung der Hormaomycinausbeuten gefiihrt.?® Durch Zentrifugation wurde das
Mycel vom Medium getrennt, letzteres wurde, da es kein Hormaomycin (13) enthielt, verworfen. Das
Mycel wurde nach Lyophilisation und Mdrsern mit 3x 450 ml Ethylacetat extrahiert. Nach Entfernen
des Ldsungsmittels unter vermindertem Druck wurde mit kaltem Pentan gewaschen. Der trockene
Rohxtrakt wurde in Methanol/Acetonitril gel6st und an einem praparativen HPLC-System (siehe
Abschnitt 6.8) aufgetrennt. Ein Bild der Trennung des Rohextraktes ist in Abbildung 5-72 zu sehen.
Der Peak bei tz=26,2 min ist Hormaomycin (13). Die Identitat wurde durch ein hochaufldsendes
Massenspektrum der Fraktion und durch 'H-NMR bestétigt (Abb. 9-25, Anhang). Es wurden 2 mg
Hormaomycin isoliert. Die Substanz wurde flr Aktivitatsassays und Studien zum Wirkmechanismus
in den Arbeitsgruppen Sahl und Horauf (Universitit Bonn) eingesetzt. In weiteren
Fermentationsansatzen, die alle mit den gleichen Parametern durchgefiihrt wurden, konnte
Hormaomycin nur in Spuren detektiert werden (Daten hier nicht aufgefiihrt). Insgesamt hat sich trotz
exakter Befolgung des Protokolls von Radzom®® die Hormaomycinproduktion des Stammes von 40
mg/L auf 1,3 mg/L reduziert. Das gleiche Phanomen wurde parallel in der Arbeitsgruppe Zeeck in
Gaottingen (personliche Mitteilung von Axel Zeeck) beobachtet. S. griseoflavus W-384 scheint also mit
der Zeit unter Laborbedingungen die Fahigkeit zur Biosynthese von Hormaomycin (13) zu verlieren.

Die Grinde hierfir sind unbekannt.
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Abb. 5-72: HPLC-Chromatogramm (230 nm) des Ethylacetat-Rohextraktes einer Fermentation von S.
griseoflavus W-384.

5.5.2 Isolierung und Strukturaufklarung nattrlicher Hormaomycinanaloga

Da der Hormaomycinproduzent im Laufe der Zeit Hormaomycin (13) nur noch in eingeschrankten
Mengen produzierte (siehe 5.5.1), wurde nach einem Weg gesucht, die Hormaomycintiter in der
Fermentation zu erhdhen. Die Biosynthese von Sekunddrmetaboliten ist in Streptomyceten komplex
reguliert.” Einige Aspekte sind in Kapitel 3.1 diskutiert worden. Eine Méglichkeit, die Produktion von
Sekundarmetaboliten zu erhohen, ist die Uberexpression von positiven Regulatorgenen im Gencluster
des Metaboliten.””® Im Hormaomycingencluster lieRen sich durch Sequenzvergleiche gleich drei
putative Regulatorgene, hrmA, hrmB und hrmH detektieren. hrmA und hrmB wurden aufgrund von
Sequenzvergleichen (siehe Tab. 3-2) als putative positive Regulatoren der SARP-Familie
(Streptomyces antibiotic regulatory proteins) identifiziert. Nach der Konstruktion eines Uber-
expressionsstammes des Regulatorgens hrmB durch Xiaofeng Cai zeigte sich in der HPLC-Analyse
einer Fermentation, dass nicht nur die Produktion von Hormaomycin dramatisch gesteigert wurde
(135-fach), sondern auch neue Peaks in der Analyse erschienen. Diese Peaks stimmten mit dem UV-
Spektrum des Hormaomycins (13) weitgehend Uberein. Zusatzlich wurden in der HPLC-ESI-MS fiir
diese Peaks dhnliche Massen zu 13 detektiert. Diese Substanzen wurden also als natirliche Analoga
des Hormaomycins vermutet, die wéhrend der Biosynthese durch eine relaxierte Substratspezifitat der
biosynthetischen Enzyme entstehen. Eine Isolierung und Strukturaufklarung dieser Analoga gibt
einerseits Einblicke in die Biosynthese des Hormaomycins (13). AulRerdem kénnen durch Testung der

Analoga und Vergleich der Aktivitaten zu 13 neue Struktur-Wirkungsbeziehungen erhalten werden.
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Die Isolierung und Strukturaufklarung der Analoga wurde in der Universitat Neapel im Labor von
Prof. Alfonso Mangoni durchgefiihrt. Eine Fermentation eines Uberexpressionsstammes von hrmB,
XC13, in 900 mL Production medium (siehe 6.2.1) in KulturgréfRen von jeweils 50 mL ergab nach
zweimaliger Extraktion mit Ethylacetat 624 mg Trockenextrakt. Dieser wurde mittels HPLC unter
isokratischen Bedingungen auf einer semipréparativen C18-Sédule aufgetrennt (siehe Kapitel 6.11.1).
Es wurde eine HPLC-Methode entwickelt, die fur eine Auftrennung von Hormaomycin (13) und
Derivaten optimiert wurde. Das Laufmittel war ein Gemisch aus 75% Acetonitril und 25% Wasser,
mit 0,1% TFA versetzt. Der Extrakt wurde im Laufmittel mit einer Konzentration von 18,75 mg/mL
geldst. Pro Injektion konnten fiir eine gute Trennung nur etwa 16 mg Extrakt (800 ul) injiziert werden,
daher wurde diese Injektion zehn Mal wiederholt. Es wurden 30 Fraktionen gesammelt. Abbildung 5-

73 zeigt ein Chromatogramm des Rohextraktes.
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Abb. 5-73: HPLC-Chromatogramm des Rohextraktes der hrmB-Uberexpressionsmutanten XC13 (273 nm).
Isolierte Fraktionen sind numeriert

Hormaomycin (HRM) (13) wurde mittels HR-ESI-MS in Fraktion 17, der groBten im
Chromatogramm, nachgewiesen. Die Ausbeuten der Fraktionen 15, 16, 23, 24 und 30 (siehe Tab. 5-
16) erlaubten im Folgenden eine NMR-spektroskopische Untersuchung. Eine ‘H-NMR-Analyse der
Fraktionen gab erste Hinweise auf die neuen Strukturen, allerdings war fur eine vollstandige
Strukturaufklarung die Reinheit der Fraktionen unzureichend.
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Tab. 5-16: Ubersicht (iber die isolierten Fraktionen aus dem Rohextrakt des hrmB-Uberexpressionsstammes

Fraktion Retentionszeit [min] Ausbeute [mg]
15 12,5 2,8

16 15,3 1,1

17 16,2 11,8

23 26,0 4,8

24 30,0 15

30 50,0 3,4

Daher wurden im Folgenden die Fraktionen auf einer analytischen HPLC-Saule weiter gereinigt und
die grofiten Peaks gesammelt. Da pro Injektion nur 1 mg (100 pl) aufgetragen werden konnte, wurden
auch diese Injektionen wiederholt und die zusammengehérenden Fraktionen vereinigt. Die analytische
HPLC wurde mit einem Methanol-Wasser-Gemisch durchgefihrt, die Polaritat des Gemisches wurde,
um die HPLC-Lé&ufe nicht unnétig zu verlangern, bei den hoheren Fraktionen erniedrigt (siehe Tab. 5-
17). Die Chromatogramme zeigten, dass die Fraktionen 15, 16 und 23 aus mehreren Komponenten
bestanden, die Fraktionen 17, 24 und 30 aus nur einer (siehe Abb. 9-20 - 9-23, Anhang). Auf der
analytischen Sdule und in dem verdnderten FlieBmittel (Methanol/Wasser statt Acetonitril/\Wasser)
konnte eine héhere Trennscharfe erreicht werden, was zur vollstandigen Auftrennung der Peaks fiihrte.
Die sieben so erhaltenen Reinsubstanzen wurden nun massenspektrometrisch und NMR-
spektroskopisch analysiert.

Tab. 5-17: Ubersicht (iber die in der analytischen HPLC der Fraktionen aus Abb. 5-75 erhaltenen Reinsubstanzen

Substanz Fraktion FlieBmittel Retentions-  Exakte Ausbeute
[MeOH:H,0] zeit [min] Masse [M+Na]" [mg]
1 15 85:15 7,8 1117,4930 0,9
2 15 85.15 8,5 1137,4392 1,0
3 16 85:15 9,5 1153,4699 1,1
Hormaomycin (13) 17 85:15 10 1151,4575 6,5
4 23 9:1 7,8 1237,4900 15
5 23 9:1 9,0 1108,4833 15
6 24 9:1 10,5 1108,4833 0,6
7 30 9:1 16,0 1065,5163 1,2

Von den Verbindungen wurden hochaufgelste Massenspektren und Fragmentierungsspektren des
Molekiilpeaks (MS/MS) aufgenommen. AuBerdem wurden *H-NMR-Experimente und, wenn nétig,
zweidimensionale 'H-'H-COSY- und zTOCSY-NMR-Experimente durchgefiihrt. Die Messungen

wurden, anders als zu vorhergehenden Studien®-

in deuteriertem Methanol (CD;OD) vorgenommen.
Hier addierte sich namlich das sonst verwendete CDCI; vermutlich radikalisch an die Substanzen und
fuhrte zu nicht analysierbaren Spektren (Daten nicht aufgefihrt). In den folgenden Abschnitten wird
die Strukturauflarung der Hormaomycinanaloga beschrieben. Dabei wurde sich an den ebenso

aufgenommenen Spektren fiir Hormaomycin (13) orientiert. Anhand der Unterschiede der Massen-
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und NMR-Spektren lie3en sich die Differenzen in den Strukturen aufklaren. Abbildung 5-74 zeigt das
aufgenommene MS/MS-Fragmentierungsspektrum von 13. Den erhaltenen Massen lielen sich
Molekilfragmente zuordnen. Die Seitenkette wurde 0Uber das lIsocyanat 132 und 133 zuerst
fragmentiert; Uber den Sechsring 134 kam es dann zur Abspaltung des a-Threonins und zum linearen
Fragment 135 (vergleiche Abb. 5-74). Uber Vergleiche der MS/MS-Fragmentierungsspektren der

Analoga lieen sich die Positionen der Veranderungen gegenuber 13 bestimmen.

Intensitat 1034,4586
= 1008,4798 1151,4568
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wNO,

Exakte Masse: 1034,46

Exakte Masse: 852,43 Exakte Masse: 769,39
Abb. 5-75: Strukturen der in Abbildung 5-74 erhaltenen MS/MS-Fragmente von Hormaomycin (13)

104



5 Ergebnisse und Diskussion

Strukturaufklarung der Hormaomycinanaloga

Hormaomycin Al (136)

Das Massenspektrum von Substanz 1 aus Tabelle 5-17 weist einen Molekilpeak von m/z=1117,4930
auf, was auf ein Hormaomycin-Na-Addukt ohne Chlor, dafiir mit einem zusétzlichen Wasserstoff
hindeutet (CssH7oN1gO14Nacc=1117,4971). Die Analyse der MS/MS-Fragmentierung in Abbildung 5-
76 zeigt, dass die Veranderung zum Hormaomycin (13) am terminalen Baustein der Seitenkette
(Chcpa) erfolgt ist, da das Fragment mit der Masse m/z=1034 (132) wie im Hormaomycin (13)
vorhanden ist (vgl. Abb. 5-75).

Intensitat

1117,4930
1034,4568
1008,4782
769,3878 852,4248 T 1 06?-4?30
ks A, L - L
700 750 200 850 900 950 1000 1050 1100 1150

m/z

Abb. 5-76: Ausschnitt aus dem MS/MS-Fragmentierungsspektrum von Hormaomycin Al (136).

Das vermutete Fehlen eines Chloratoms im Molekil ldsst sich auch durch das verdnderte
Isotopenmuster zeigen, da das fiir Chlor charakteristische stark vertretene M+2-Isotop hier nicht
detektiert wurde. Die Analyse des 'H-NMR-Spektrums (siehe Tab. 9-11) zeigt ein weitgehend
identisches Signalmuster zu Hormaomycin, allerdings zeigen die Signale bei 6=6,79 ppm (Chpca 3)
und 6=6,04 ppm (Chpca 4) eine Dublett-Dublett-Aufpaltung, statt eines Dubletts beim Hormaomycin
(13), was auf ein zusatzliches Wasserstoffatom in der ndchsten Umgebung (Chpca 5) hindeutet.
AuRerdem ist bei einer Verschiebung von etwa 6,85 ppm schwach ein zusétzliches Signal zu erkennen
(siehe Abb. 5-77). Dieses ist dem neuen Wasserstoff an Chpca 5 zuzuordnen. Hormaomycin Al (136)
(Abb. 5-78) ist also ein Hormaomycinderivat ohne das im Verlauf der Biosynthese durch HrmQ
angefigte Chlor. Die Tatsache, dass nur das Chlor fehlt, unterstitzt die Hypothese, dass HrmQ eine
singuldre Funktion in der Biosynthese der Chlorhydroxypyrrolcarbonséure (93) besitzt, und nicht fir

weitere Biosyntheseschritte, wie etwa die N-Hydroxylierung verantwortlich ist.
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Abb. 5-77: Ausschnitt aus dem *H-NMR-Spektrum von Hormaomycin Al (136) in CD;0D, 700 MHz.
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Abb. 5-78: Hormaomycin Al (136). Die Kohlenstoffatome der Startereinheit sind nummeriert.

Hormaomycin A2 (137)

Das Massenspektrum von Substanz 2 aus Tabelle 5-17 zeigt einen Molekulpeak von m/z=1137,4392.

Dies impliziert das Fehlen einer Methylgruppe im Vergleich zu Hormaomycin (13)

(Cs4He7N19014CINa,=1137,4424). Die MS/MS-Fragmentierung der Substanz (siehe Abb. 5-79) zeigt,
dass diese Methylgruppe in einer der Aminosaure im Ringsystem fehlen muss, da die Massendifferenz
106




5 Ergebnisse und Diskussion

von 14 zu Hormaomycin (13) auch nach Abspaltung der ersten drei Aminosduren erhalten bleibt
[(m/z=755 vs. m/z=769 (135)] (vergleiche Abb. 5-75).

Intensitat
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Abb. 5-79: Ausschnitt aus dem MS/MS-Fragmentierungsspektrum von Hormaomycin A2 (137).

Das 'H-NMR-Spektrum der Verbindung (sieche Abb. 9-28, Tab. 9-12) lasst durch Zuordnung der
Signale einen Austausch einer der beiden p-Methylphenylalanine (31) gegen Phenylalanin (35)
ausschlieRen, da die charakteristischen Dubletts bei 6=1,36 ppm [(5-Me)Phe 11] bzw. 6=1,20 ppm [(f-
Me)Phe 11] im Spektrum weiterhin vorhanden sind. Bei genauerer Betrachtung des ‘H-'H-COSY-
NMR-Spektrums (Abb. 9-29) lassen sich im Spinsystem des Isoleucins Verschiebungen bzw. Fehlen
von Signalen ausmachen. Wahrend die Signale der Wasserstoffe an C2 eine weitgehend &hnliche
Verschiebung zum Hormaomycin aufweist, zeigt H3 eine Kopplung zu zwei Dubletts bei 6=1,01 ppm
bzw. 6=0,99 ppm (siehe Abb. 5-80). Das bedeutet, dass C3 mit zwei terminalen Methylgruppen
verkniipft ist, anstatt mit einer Methylengruppe und einer Methylgruppe wie beim Hormaomycin (13).
Statt Isoleucin wurde in der Biosynthese die um 1 Methylgruppe kleinere Aminoséure Valin in die
wachsende Peptidkette eingebaut. Abbildung 5-81 zeigt die Struktur der aufgeklarten Substanz 137.

107



5 Ergebnisse und Diskussion

Val 4 val 1'
MﬁMNW&N 7T
1.85 1.70 1.55 1.40 1.10 0.95 0.80 0.65

1.25
f1 (ppm)
Abb. 5-80: Ausschnitt aus dem *H-NMR-Spektrum von Hormaomycin A2 (137) in CD;0D, 700 MHz.
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Abb. 5-81: Hormaomycin A2 (137). Die Kohlenstoffatome des eingebauten Valins sind nummeriert.

Hormaomycin A3 (138)

Flr Substanz 5 aus Tabelle 5-17 wurde eine Molekilmasse von m/z=1108,4833 [M+Na]" detektiert,
das entspricht einer berechneten Masse eines um 43 Da kleineren Hormaomycins
(CssH72NgO1,CINa . =1108,4887). Eine MS/MS-Fragment von m/z=726,417 bestatigt, dass die
Verénderung am Ringsystem des Hormaomycins (13) vonstatten gegangen sein muf} (siehe Abb. 5-82,
vergleiche Abb. 5-75).
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Abb. 5-82: Ausschnitt aus dem MS/MS-Fragmentierungsspektrum von Hormaomycin A3 (138)

Die Analyse des 'H-NMR-Spektrums (Abb. 5-83 und 9-30, Tab. 9-13) zeigt, dass charakteristische
Signale im Hochfeldbereich, wie H3'b des (3-Ncp)Ala (27) | fehlen, und stattdessen Dubletts bei
0=0,53 ppm und 6=0,62 ppm im Spektrum erschienen sind. Die beiden Dubletts koppeln mit einem
Multiplett bei 6=0,48 ppm, dieses Spinsystem stellt also ein Propylensystem mit zwei terminalen
Methylgruppen dar. Im *H-'H-COSY koppelt das Multiplett mit 2 Signalen bei 0=0,72 ppm und
0=0,90 ppm, von denen das erstere eine ddd-Aufspaltung hat, also mit 3 chemisch ungleichen H-
Atomen koppelt (siehe Abb. 9-30). Ein Signal bei 6=3,66 ppm und 6=7,80 ppm komplettieren das
Spinsystem, das zusammengefasst die Seitenkette der Aminosdure Leucin darstellt. Diese hat in
diesem Analogon also das (3-Ncp)Ala (27) | ersetzt. Abbildung 5-84 zeigt die aufgeklarte Struktur.

/ o
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0140
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Abb. 5-83: Ausschnitt aus dem *H-NMR-Spektrum von Hormaomycin A3 (138) in CD;0D, 700 MHz.
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Abb. 5-84: Hormaomycin A3 (138). Die Kohlenstoffatome des eingebauten Leucins sind nummeriert.
Hormaomycin A4 (139)

Diese Verbindung zeigt einen Molekiilpeak von m/z=1108,4833 [M+Na]", was der gemessenen Masse
von Hormaomycin A3 (138) (vgl. Abb. 5-82, Tab. 5-17) entspricht. Im Gegensatz zu Hormaomycin
A3 (138) zeigt die MS/MS-Fragmentierung aber eine gleiche Fragmentgrofle des Ringsystems wie
Hormaomycin (13) [m/z=769,387 (135)] wie ein Vergleich von Abbildung 5-85 mit Abbildung 5-75
zeigt. Das legt die Vermutung nahe, dass hier (3-Ncp)Ala (27) Il gegen Leucin ausgetauscht sein

konnte.
Intensitat

_ 1108 4833
= 291,4872
= 965,5093
E 1072.5080
— 925.7840
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Abb. 5-85: Ausschnitt aus dem MS/MS-Fragmentierungsspektrum von Hormaomycin A4 (139) in CD;0D, 700
MHz.

Eine Analyse des "H-NMR-Spektrums bestatigt dies (vgl. Abb. 9-32, Tab. 9-14). Die Signale von (3-
Ncp)Ala (27) 1 sind im Spektrum erhalten geblieben, wéhrend charakteristische Dupletts bei 6=0,97
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ppm und 6=1,01 ppm, ein Multiplett bei 6=1,71 ppm (siehe Abb. 5-86) und drei weitere Signale
analog zu Hormaomycin A3 (138) auf einen Leucylrest hindeuten. In dieser Verbindung ist also das

(3-Ncp)Ala (27) in der Seitenkette durch Leucin ersetzt worden. Abbildung 5-87 zeigt die aufgeklarte
Struktur.

Leu 4 Leu5 Leul'
4
£ 17
1.85 1.65 1.45 1.25 1.05 0.85 0.65
1 (ppm)

Abb. 5-86: Ausschnitt aus dem *H-NMR-Spektrum von Hormaomycin A4 (139) in CD;0D, 700 MHz.

139

Abb. 5-87: Hormaomycin A4 (139). Die Kohlenstoffatome des eingebauten Leucins sind nummeriert.
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Hormaomycin A5 (140)

Diese Verbindung hat mit Abstand die grofite Retentionszeit des Extraktes (siehe Tab. 5-16), und
besitzt eine Masse von m/z=1065,5163 [M+Na]". Das bedeutet eine berechnete Massendifferenz von
43 im Vergleich zu Hormaomycin A3 (138) und A4 (139) und 86 im Vergleich zu Hormaomycin (13)
(vgl. Tab. 5-17). Die naheliegende Hypothese, dass hier beide Nitrocyclopropylalanine (27) gegen
Leucin ausgetauscht sind, l&sst sich aus einer Analyse der MS/MS- und NMR-Spektren bestatigen
([CssH75NgO10CINa] *¢4c=1065,5192). Das Fragment mit der Masse von m/z=726,4175 (Abb. 5-88)
zeigt, dal} das Ringsystem die gleiche Masse wie Hormaomycin A3 (138) besitzt (vgl. Abb. 5-82).

Intensitat 1065,5163
= 948,5177
E 922,5381
= 1029,5401
= 7264175 835,4350 866,4315 , 1005'T598 |
1o I | . I ] L 1 . " L I
A e S L T e e AR e S
700 750 800 850 200 950 1000 1050 1100

Abb. 5-88: Ausschnitt aus dem MS/MS-Fragmentierungspektrum von Hormaomycin A5 (140) in CD;0D, 700
MHz.

Aulerdem sind beide Spinsysteme des Leu | aus Hormaomycin A3 (138) und Leu Il aus
Hormaomycin A4 (139) vorhanden (siehe die Abbildungen 5-89 und 9-33, Tabelle 9-15).
Hormaomycin A5 (140) ist also ein Hormaomycinderivat mit zwei Leucinen anstellen von (3-Ncp)Ala
(27). Die Struktur der neu aufgeklarten Substanz zeigt Abbildung 5-90.

112



5 Ergebnisse und Diskussion

/) I Yo

Leu II3b Leull4 Leu II3a LeuII5 LeuIIl' LeuI3b LeulI5 LeulI3a Leull' Leul4

/

L

T T

101
223

211 C

Ty

1411
nf

0 o
- o

1.1 1.0 0.9 0.8 0.7 0.6 0.5 04 0.3
1 (ppm)

Abb. 5-89: Ausschnitt aus dem *H-NMR-Spektrum von Hormaomycin A5 (140) in CD;0D, 700 MHz.
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Abb. 5-90: Hormaomycin A5 (140). Die Kohlenstoffatome der eingebauten Leucine sind nummeriert.

Hormaomycin A6 (141)

Substanz 4 aus Tabelle 5-17 besitzt eine Masse von m/z=1237,4894 [M+Na]". Das ist eine berechnete
positive Massendifferenz von 76 im Vergleich zu Hormaomycin (13). Eine Analyse des
Massenspektrums ergibt eine mdgliche Summenformel von CgsgH7sCINgNaOs (CsgH75CINoO16
Naec=1237,4949). Es kénnte also eine C4HsO,-Einheit an Hormaomycin (13) addiert worden sein.
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Eine MS/MS-Analyse (Abb. 5-91) zeigt Fragmente von m/z=1008 (133), und 1034 (132), wie bei
Hormaomycin (13) (vgl. Abb. 5-75). Der Lactonring hat also eine unveranderte GréRRe. Daher sollte
die Veranderung an der Seitenkette vorliegen. Ein Fragment hat die Masse 1150,4454. [. Das Addukt
ist also unter Mitnahme eines Wasserstoffes aus 13 abgespalten worden ([Myrm+Na-
1]%:ac=1150,4503).

- 1237 4894
E 1134,4532
E 1150,4454
E 1008,4776
E 1034,4559
E 951,4571 990,4678 1054,4020  1115,4772 1201,5151
e s e e B s B e e B B T s B S By B e I A B B E [ i e ma
900 950 1000 1050 1100 1150 1200 i/

Abb. 5-91: Ausschnitt aus dem MS/MS-Fragmentationsspektrum von Hormaomycin A6 (141).

Das 'H-NMR-Spektrum der Verbindung zeigt weitgehend eine &hnliche Signalaufspaltung zum
Hormaomycin (13). Zusétzlich sind einige neue Signale zu erkennen: zwei Dubletts bei 6=5,03 ppm
und 6=5,13 ppm, die im *H-'H-COSY-NMR-Spektrum eine Kopplung miteinander zeigen (Abb. 5-
92). Zudem weist die groRe Kopplungskonstante (J = 15 Hz) der Signale auf eine geminale Kopplung
der beiden Wasserstoffe hin. Zusammen mit der hohen Tieffeldverschiebung laBRt sich auf eine
isolierte Methylengruppe in elektronenziehender Umgebung schlieRen. Zwei weitere neue Signale im
'H-Spektrum weisen auf eine endstandige Ethoxygruppe hin: Das Quartett bei 6=4,29 ppm und das
charakteristische Triplett bei 6=1,32 ppm koppeln nur miteinander (siehe Abb. 5-92 und Abb. 5-93).
All diese Informationen zusammengenommen lassen nur eine einzig mogliche Struktur for
Hormaomycin A6 zu: eine Ethylacetylgruppe ist an das N-Hydroxyl addiert worden. Abbildung 5-94
zeigt die aufgekldrte Struktur.
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Abb. 5-92: Ausschnitt aus dem *H-NMR-Spektrum von Hormaomycin A6 (141) in CD;0D, 700 MHz.
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Abb. 5-93: Ausschnitt aus dem *H-'H-COSY-NMR-Spektrum von Hormaomycin A6 (141) in CD;OD, 700

MHz.
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Abb. 5-94: Hormaomycin A6 (141). Die Kohlenstoffe des neuen Ethylacetylrestes sind nummeriert.

Die Frage ist hier, ob dieses Derivat ein natirlich produziertes Molekil ist, oder ein
Aufarbeitungsartefakt. Die Natur des Restes am N-OH ldsst auf eine Addition des Extraktionsmittels
Ethylacetat schliefen. Allerdings ist diese duRerst ungewdhnlich, da hier das weniger elektrophile a-C
des Ethylacetat angegriffen wurde. Ein mdglicher Mechanismus wére eine Reaktion mit einem
entstandenen N-O-Radikal, das iber den Pyrrolring stabilisiert werden kénnte. Eine Detektion dieses
Molekiils in vivo, z.B. durch MALDI-Imaging Massenspektrometrie einer Bakterienkolonie,?* wiirde

die Identitét als Naturstoff bestatigen.

Hormaomycin E1/E2 (40/41)

Als Molekillmasse der isolierten Substanz 3 aus dem Extrakt wurde m/z=1153,4699 bestimmt (siehe
Tab. 5-28). Das deutet auf ein hydriertes Hormaomycin (13) hin (CssH71CIN1gO14Nag,=1153,4737).
Das MS/MS-Fragmentierungsspektrum (Abb. 5-95) zeigt, dass sowohl die Fragmente bei m/z=852
(134) und m/z=769 (135) aus 13 (siehe Abb. 5-72) als auch Fragmente bei m/z=771 (Abb. 5-96) und
m/z=854 vorliegen. Das bedeutet, dass hier ein Gemisch aus zwei Substanzen vorliegt, bei denen
einerseits in der Seitenkette, andererseits im Ring eine Hydrierung erfolgt ist. Dass hier ein durch die
angewendeten Methoden nicht trennbares Gemisch vorliegt, bestétigt das *H-NMR-Spektrum. Es sind
viele Signaliiberlagerungen zu sehen (siehe Abb. 9-36, Anhang). Am wahrscheinlichsten ist also, dass

in dieser Fraktion jeweils eines der Nitrocyclopropylalanine hydriert vorliegt.
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Abb. 5-95: Ausschnitt aus dem MS/MS-Fragmentierungsspektrum fur Hormaomycin E1/E2 (40,41)

Die Natur des Restes ist nicht eindeutig zu belegen. Die Analyse des *H-NMR-Spektrums (Abb. 9-37)
schlielt allerdings einen Einbau von 143 aus, einem postulierten Intermediat der (3-Ncp)Ala-
Biosynthese®® (vergleiche Abschnitt 5.1, Abb. 5-2), da im Spektrum kein Signal fiir das Methin des
Oxims (um 6=2-3 ppm) zu detektieren ist. Auch kommt eine eingebaute Vorstufe wie 144 nicht in
Frage, da ebensowenig ein Signal fiir den tertidren Wasserstoff (um 6=2 ppm) zu detektieren ist. Die
wahrscheinlichste Struktur waére der gedffnete Cyclopropanring, wie er im Nitronorleucin (30)
vorliegt, das in Fiitterungen bereits in 13 eingebaut wurde (vgl. Abb. 3-21, Tab. 3-1).”° Daher ist das
vorliegende Gemisch am ehesten eines aus Hormaomycin E1/E2 (40/41) (Abb. 5-97). Auch diese

Molekiile kénnten Aufarbeitungsartefakte sein.

NO,
Na+ HO
% H o) o o) NH;  OH

N N5
/ H HO
i, 0 O o N o
N NH, 30
%—OH HoN "o N
2
O//_ NH 0

142 144

Abb. 5-96: Im Massenspektrum von Fraktion 3 detektiertes Fragment 142 (m/z=771,403) (hypothetisch),
mogliche Vorstufen 30, 143 und 144.
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Abb. 5-97: hypothetische Strukturen des isolierten Substanzgemisches Hormaomycin E1 (40) und E2 (41).

Insgesamt wurden also sechs neue Hormaomycinanaloga isoliert und deren Struktur aufgeklart.
Aullerdem wurden mit hoher Wahrscheinlichkeit die bereits durch Vorlaufer-dirigierte Biosynthese

erzeugten Hormaomycinderivate E1 und E2 (40,41)*®

isoliert (siehe Tab. 3-1). Bei letzteren, sowie
Hormaomycin A6 (141) ist es nicht klar, ob es sich hierbei um natiirlich produzierte Substanzen oder
Artefakte bei der Aufarbeitung handelt. Die biologische Aktivitat der isolierten Substanzen sollte
anschlieend von Xiaofeng Cai gegen Arthrobacter crystallopoietes und Streptomyces coelicolor
A3(2) getestet werden. Die Anzahl und strukturelle Varietat der isolierten Analoga zeigt, dass die
Hormaomycin-NRPS flexibel auf verschiedene Substrate reagiert. Nicht nur die A-Domanen, aber
auch die Kondensations- und Thioesterasedomanen des Megaenzyms scheinen eine geringe
Substratspezifitat zu besitzen. Anstelle von (3-Ncp)Ala (27) wird Leucin zu einem gewissen Mal3 in
Hormaomycin eingebaut. Genau diese Erkenntnis kann auch aus den Ergebnissen der A-
Domanenassays (siehe Kapitel 5.4.4) abgeleitet werden. Valin, das in Hormaomycin A2 (137)
eingebaut wird, wird von HrmP2, in vitro sogar bevozugt aktiviert. Die A-Doméanenassays sind somit
sehr gut als Voraussage fur zuklnftige Mutasynthesestudien geeignet. Fitterungsexperimente von
Xiaofeng Cai zeigen, dass sich die Ausbeute von Hormaomycin A3-5 (138-140) durch Fiitterung des
Uberexpressionsstammes mit Leucin weiter steigern 14t (Ergebnisse unveréffentlicht). Diese

Ergebnisse weisen darauf hin, dass die NRPS flexibel auf unterschiedliche Substratangebote reagiert.

Somit sind zur Bibliothek der Hormaomycine den bereits durch Vorlaufer-dirigierte Biosynthese
gebildeteten Hormaomycinderivaten 36-54 (Tab. 3-1)°%'%% die ersten natiirlichen Derivate
hinzugefiigt worden. Die Detektion weiterer putativer Hormaomycine im Uberexpressionsextrakt
durch HPLC und HPLC-MS zeigt, dass es mit einer etwas groReren Fermentationsmenge und
sensitiven Instrumenten leicht moglich sein wird, weitere neue nattirliche Hormaomycine zu isolieren

und zu testen.
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5.6 Zusammenfassung der Ergebnisse und Ausblick

Im ersten Teil dieser Arbeit (Abschnitte 5.1-5.3) konnten durch heterologe Expressionen von
Biosynthesegenen des Hormaomycins (13) neue Einsichten in die Biosynthese der Vorstufen
gewonnen werden. Die Biosynthese der einzigartigen Aminoséure 3-Nitrocyclopropylalanin [(3-
Ncp)Ala] (27) wird hypothetisch aus Lysin (58) durch 4-Hydroxylierung, N-Oxidation und
Cyclopropylbildung synthetisiert (siehe Abschnitt 5.1).°° Im Rahmen dieser Arbeit wurde hrml durch
Komplementierung einer knock-out-Mutante der (3-Ncp)Ala-Biosynthese zugewiesen. Mit HrmJ
wurde durch Xiaofeng Cai ein analoges Ergebnis erzielt. Hrml und HrmJ sind neuartige Enzyme, die
keine charakterisierten Homologe besitzen. Durch intensive bioinformatische Analysen (PSI-BLAST)
konnten fir Hrml und HrmJ mdégliche Funktionen und eine Reaktion in der (3-Ncp)Ala-Biosynthese
postuliert werden. HrmJ, das putativ den ersten Schritt in der Biosynthese katalysiert, zeigt entfernte
Homologie zu einer Isoleucinhdyroxylase, einer Fe(ll)/a-Ketoglutaratabhdngigen Oxygenase. Das
Enzym wurde in hohen Ausbeuten in E. coli exprimiert und isoliert und wurde in vitro in einem
Hydroxylierungsassay mit Fe(ll), a-Ketoglutarat und Ascorbat eingesetzt. In der HPLC-Analyse des
Assays konnte ein neuer Peak detektiert werden, der massenspektrometrisch charakterisiert wurde. Die
gemessene exakte Masse weist auf ein putatives Intermediat in der (3-Ncp)Ala-Biosynthese, ein
hydroxyliertes Lysin mit terminaler Oximfunktion 60 hin. Weitere Einsichten in die Biosynthese
konnten bisher nicht erzielt werden. Das Ergebnis des Assays lie} sich, vermutlich aufgrund der
Oxidationsempfindlichkeit des Enzyms, nicht reproduzieren. Ein né&chster Schritt konnte die
Wiederholung des Assays unter strikt anaeroben Bedingungen sein. Zur Zeit wird das postulierte
detektierte Produkt in der Arbeitsgruppe Piel chemisch synthetisiert. Nach erfolgter Fertigstellung
kann diese Substanz als Standard und Vergleichssubstanz dienen und weitere Aufschlisse Uber die
Identitat des detektierten Intermediates liefern. AuBerdem kann diese Substanz als Substrat fir die
putative Oxidase Hrml eingesetzt werden, die, laut Hypothese, den anschlieBenden Schritt zur Bildung
von (3-Ncp)Ala (27) katalysiert.

Die Biosynthese des 4-Propenylprolins [(4-Pe)Pro] (69) (Abschnitt 5.2) verlauft Gber die proteinogene
Aminosdure Tyrosin (70) und L-DOPA (71).°%?* Die L-DOPA-Dioxygenase HrmF, die den
Schlisselschritt, die Ringdffnung von 71, katalysiert, wurde in dieser Arbeit kinetisch charakterisiert.
Das Enzym besitzt einen etwa 10-fach kleineren Ky-Wert und eine etwa 15-fach hohere katalytische
Konstante (Kc:) gegenuber dem einzigen charakterisierten Homolog LmbB1 aus der Biosynthese des
Lincomycins. Hieraus ergibt sich eine fast 160-fach hohere Effektivitat fir HrmF. Das Enzym ist,
zusammen mit seiner robusten Expression und der bemerkenswert relaxierten Substratspezifitat ein
guter Kandidat fir chemoenzymatische Syntheseansitze.” Mit degenerierten Primern wurde im
Genom von Streptomyces griseoflavus W-384 nach Homologen zu LmbX, einer putativen C-C-
Hydrolase gesucht, die essentiell fur die Biosynthese des (4-Pe)Pro-Analogs im Lincomycin ist. Solch

ein Enzym ist im hrm-Gencluster nicht kodiert. Allerdings konnte kein korrespondierendes PCR-
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Produkt amplifiziert werden.®” AuBerdem wurde die putative SAM-abhingige Methyltransferase
HrmC mit HrmF coexprimiert. Es konnte aber kein neues Produkt im Extrakt detektiert werden. Das
Ergebnis zeigt, dass HrmC wéhrend der Biosynthese von (4-Pe)Pro (69) wahrscheinlich nicht den
Reaktionsschritt nach HrmF katalysiert. Die weitere Biosynthese des Propenylprolins (69) bleibt also
weiterhin ungeklart. Im zukinftigen Experimenten sollten auch die weiteren putativen
Biosynthesegene fir 69 in verschiedenen Kombinationen mit HrmF coexprimiert werden, um den an
HrmF anschlieBenden Schritt in der (4-Pe)Pro-Biosynthese zu bestimmen. Ein weiterer Ansatz ist die
Deletion von putativen Biosynthesegenen des Hormaomycins in vivo. Erste Deletionsmutanten
wurden bereits von Xiaofeng Cai konstruiert, mogliche akkumulierte Zwischenprodukte kénnen

AufschluB tber die Funktion dieser Gene geben.

Die biosynthetische Startereinheit des Hormaomycins, Chlorhydroxypyrrolcarbonsdure (Chpca) (93),
wird am freistehenden Peptidylcarrierprotein HrmL ausgehend von Prolin (94) synthetisiert (siehe
Abschnitt 5.3). Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Acyl-CoA-Synthetase HrmK und HrmL in E.
coli exprimiert und isoliert. Fir HrmL wurde eine fur die Aktivitat notwendige posttranslationale
Modifizierung, die 4 -Phosphopanthetheinylierung, massenpektrometrisch nachgewiesen. Die
Substratspezifitit von HrmK wurde in vitro in einem massenspektrometrisch basierten
Adenylierungsassay charakterisiert. Dabei zeigte sich, dass das Enzym sehr selektiv Prolin (94)
adenyliert und strukturelle Analoga von 94 nicht aktiviert werden. Eine Beladung von HrmL mit
Prolin durch HrmK in vitro konnte bisher nicht nachgewiesen werden. Fir die N-Hydroxylierung des
Pyrrols ist HrmN ein guter Kandidat. Das Enzym wurde in einem kombinatorischen
Biosyntheseexperiment in Pseudomonas fluorescens Pf-5, dem Produzenten der Substanz Pyoluteorin
(115), exprimiert. Eine N-Hydroxylierung der Pyrroleinheit des Pyoluteorins (115) konnte
massenspektrometrisch aber nicht detektiert werden. Somit bleibt die N-Hydroxylierung, eine in der
Natur &uRerst seltene Modifikation, weiter unaufgeklart. Um die Biosynthese von Chpca (93) in vitro
weiter zu untersuchen, missten, nach erfolgreicher Generierung von Prolyl-HrmL (95), die Acyl-CoA-
Dehydrogenase HrmM, die Halogenase HrmQ und HrmN exprimiert, isoliert, und 95 zugesetzt
werden. Eine hrmN-Deletionsmutante im Hormaomycinproduzenten wird momentan in der
Arbeitsgruppe Piel durch Xiaofeng Cai konstruiert, nach erfolgreicher Generierung kénnen eventuell

akkumulierende Intermediate Aufschluss (ber die Funktion von HrmN geben.

Im zweiten Teil der Arbeit (Abschnitt 5.4) wurden die Adenylierungsdoménen (A-Doménen) der
Hormaomycin-NRPS untersucht, um Einsichten in Substratspezifitdt der Hormaomycin-NRPS im
Hinblick auf mutasynthetische Experimente zu gewinnen. Alle A-Doménen wurden heterolog stabil
exprimiert und isoliert. Nachdem nur eine A-Doméne, HrmP1,, im massenpektrometrisch basierten
Adenylierungsassay'® moderate Aktivitat zeigte,” wurden alle A-Doménen mit dem MbtH-artigen
Protein HrmR coexprimiert. Alle A-Domdanen wurden mit HrmR in einem molekularen 1:1-Verhéltnis

eluiert und zeigten in vitro hohe adenylierende Aktivitdt. Die A-Doménen HrmO1, und HrmO4,
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aktivieren (3-Ncp)Ala (27) fast quantitativ. Leucin wurde von den getesteten Aminosduren am
zweitstarksten aktiviert [etwa 10% von (3-Ncp)Ala (27)]. Die Domanen HrmO3, und HrmP1,
aktivieren bevorzugt (5-Methyl)phenylalanin [(#-Me)Phe] (31), gefolgt von Phenylalanin (35) [etwa
10% von 31]. Die Analoga a-Methylphenylalanin (125) und 4-Chlorophenylalanin (124) konnten
nicht umgesetzt werden. HrmP3, aktiviert bevorzugt das nattrliche Substrat (4-Pe)Pro (69), der relativ
hohe Umsatz von 4-Z-Ethinylprolin (128) (etwa 20% von 69) ist sehr vielversprechend im Hinblick
auf die erfolgreiche Mutasynthese eines Hormaomycinderivates, das iiber ,Klick-Chemie* das
molekulare Target von Hormaomycin (13) binden und aufklaren kénnte. HrmP2, adenyliert in vitro
hauptséchlich das bioinformatisch vorausgesagte Substrat Valin, obwohl an dieser Stelle Isoleucin in
Hormaomycin eingebaut wird. Diese Diskrepanz kénnte durch andere Proteinkonformationen in vivo
oder durch Korrekturfunktionen anderer Enzyme der Hormaomycin-NRPS entstehen. Die
Enzymfraktionen wurden nach der Isolierung Uber Ni-NTA-Chromatographie teilweise mit FPLC
weiter aufgereinigt und erneut getestet. Ungewohnlich hohe Aktivitaten fur einzelne Aminoséauren und
breitere Hintergrundaktivitaten, mutmaBlich durch Verunreinigungen aus E. coli verursacht, konnten
durch diesen zusatzlichen Reinigungsschritt reduziert und falsch positive Ergebnisse somit eliminiert
werden. Die Ergebnisse der A-Domanentests kénnen somit wertvolle Informationen fur zukinftige
Mutasyntheseexperimente am Hormaomycin liefern. In der Arbeitsgruppe Piel ist bereits ein Knock-
Out-System fiir einzelne Biosynthesegene durch Xiaofeng Cai etabliert. Zukinftig kénnen weitere
Analoga der Hormaomycinvorstufen synthetisiert und nach erfolgreicher Testung im A-
Doménenassay den jeweiligen Stdmmen zugefittert werden, um neue Hormaomycinanaloga zu

generieren.

Die Sequenzen der Hormaomycin A-Doménen zeigen in einigen Fallen eine weitgehende
Ubereinstimmung am N- und C-Terminus (jeweils etwa 200 Aminosauren). Das legt einen moglichen
Austausch der zentralen DNA-Abschnitte, und damit der Substratspezifitat, durch Rekombination
wahrend der Evolution nahe. Um diese Hypothese experimentell zu Gberprifen, wurden mit Fusions-
PCR funf rekombinante A-Doménen konstruiert, die alle die N-und C-terminale Sequenz von HrmQO3,
trugen (siehe Abschnitt 5.4.2). Die zentralen Abschnitte wurden einerseits HrmO2,, HrmO4,4 und
HrmP2,, (O2fa, O4f, und P2f,), andererseits zwei A-Doménen der NRPS des ,,calcium-dependent
antibiotic (CDA) aus Streptomyces coelicolor A3(2), entnommen. Alle rekombinanten Enzyme
lieRen sich stabil in E. coli mit HrmR coexprimieren. O2f,, O4f, und P2f, waren aktiv und zeigten die
gleiche Substratspezifitat wie die nativen, die zentralen Abschnitte enthaltenden, A-Doménen. Die
enzymatische Aktivitat war gleich (O4f,) oder nur leicht verringert (O2f,, P2f,). Die Fusionen mit den
A-Domanenabschnitten von S. coelicolor waren nicht aktiv. Allerdings wurden wéhrend der Fusion
zwei essentielle Aminoséaurereste fur die Substratbindung nicht ausgetauscht. Eine Mutation dieser
Aminoséuren oder ein Austausch eines etwas groReren DNA-Abschnitts konnte auch hier zu aktiven
Enzymen flhren. Die erfolgreiche Konstruktion, Expression und Testung von neuen A-Domdnen, die

aus verschiedenen Abschnitten von Hormaomycin-A-Doménen zusammengesetzt wurden, unterstiitzt
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die Hypothese, dass die Substratspezifitat der NRPS in der Evolution durch Rekombination von DNA-
Abschnitten, die die Information flr Substratspezifitdt beinhalten, generiert wurde. Solch ein
Phénomen ist fiir Streptomyceten bisher nicht beschrieben worden. Allerdings durfte die Generierung
einer rekombinierten Hormaomycin-NRPS mit neuen A-Domanenspezifitaten nicht einfach sein, da
viele Abschnitte der Module sehr hohe Homologien zeigen, was die gezielte homologe Rekombination
von Genabschnitten erschwert. Die erfolgreiche Ubertragung dieses Konzeptes auf andere NRPS-
Systeme bleibt abzuwarten, da ahnliche Rekombinationen von Spezifitaten bisher fast nur in NRPS

von Cyanobakterien beobachtet wurden.

Im dritten Teil der vorliegenden Arbeit (Kapitel 5.5) wurden die ersten bekannten, natrlich gebildeten
Analoga des Hormaomycins aus einem Extrakt eines Hormaomycin-Uberproduktionsstammes isoliert
und deren Strukturen mit massenspektrometrischen Methoden und NMR-Experimenten anschliefend
aufgeklart. Hormaomycin Al (136) ist ein Deschlorohormaomycin, wogegen in Hormaomycin A2
(137) Valin statt Isoleucin in das Peptid eingebaut wurde. Hormaomycin A3 (138) und A4 (139)
tragen jeweils ein Leucin, Hormaomycin A5 (140) zwei Leucine statt (3-Ncp)Ala (27) im Molekiil.
Abbildung 5-98 fasst die Strukturen der Analoga zusammen. Der Einbau der proteinogenen
Aminosduren in Hormaomycin AZ2-5 korrespondierte sehr gut mit den Ergebnissen der A-
Domaénentests (vgl. Abschnitt 5.4.4) und demonstriert eindrucksvoll die Anwendbarkeit dieser Tests
fiir zuklinftige Mutasyntheseexperimente.

Hormao- R; R, Rs R,
mycin

HRM (13) CI Nitrocyclopropyl  Nitrocyclopropyl  CHs
Al(136) H Nitrocyclopropyl  Nitrocyclopropyl  CHs
A2 (137) CI Nitrocyclopropyl  Nitrocyclopropyl H

A3 (138) CI Nitrocyclopropyl Isopropyl CH;
A4 (139) CI Isopropyl Nitrocyclopropyl  CHj;
A5 (140) CI Isopropyl Isopropyl CH;
N o}
\ N
R “oH

Abb. 5-98: Ubersicht tiber die isolierten Hormaomycinderivate A1-A5

AuRerdem wurde ein Gemisch aus zwei Hormaomycinen mit vermutlich offenem Cyclopropanring
40/41 und ein zusatzliches Addukt mit einer Ethylacetyleinheit am N-Hydroxyl 141 isoliert. Hierbei
ist nicht gekldrt, ob es sich um Naturstoffe oder Artefakte bei der Aufarbeitung handelt. Die
biologischen Aktivitaten der isolierten Analoga werden weitere Einblicke in die Struktur-

Wirkungsbeziehungen von Hormaomycin (13) geben. Die Detektion weiterer putativer
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Hormaomycine im Uberexpressionsextrakt durch HPLC-MS zeigt, dass es mit geeigneten Methoden
und einer groRen Fermentationsmenge moglich sein wird, mehr neue naturliche Hormaomycinanaloga

zu isolieren und die Substanzbibliothek der Hormaomycine zu erweitern.

Insgesamt konnten in dieser Arbeit neue Einsichten in die Biosynthese und die Substratspezifititen der
NRPS des strukturell komplexen bakteriellen Hormons Hormaomycin (13) gewonnen werden. Die
bioinformatische Analyse des Genclusters und die teilweise Aufklarung der Biosynthese der Vorstufen
zeigt interessante und neuartige Biosynthesewege der einzigartigen Vorstufen des Hormaomycins. Die
weitere biochemische Charakterisierung der Enzyme wird tiefere Einblicke in die katalysierten
Reaktionen und ihre Mechanismen bringen. Durch die Charakterisierung der A-Domanen wurden
umfassende Einblicke in die Spezifitdten der Hormaomycin-NRPS gewonnen. Mit dem vorhandenen
Testsystem koénnen zukinftig zielgerichtete Mutasyntheseexperimente durchgefiihrt werden, um
neuartige Hormaomycinderivate zu generieren. Diese konnten verbesserte oder breitere antibiotische
Eigenschaften oder bessere hormonale Wirkungen besitzen. Unter anderem kann in Zukunft
Mutasynthese mit einem Alkinylderivat von 69 dazu beitragen, tber ein Pull-down-Experiment das
zellulére Target und damit den hormonellen Wirkmechanismus von Hormaomycin (13) aufzukl&ren,
der an einer Schnittstelle von morphologischer Differenzierung und Produktion von
Sekundéarmetaboliten in Streptomyceten liegt. Die Ergebnisse der Arbeit zeigen auBerdem, dass das
MbtH-artige Protein HrmR mit allen A-Doménen der NRPS interagiert und fir die Aktivitat benétigt
wird. Weitere Studien zu den Interaktionsstellen von A-Domanen und weiteren NRPS-Doménen mit
MbtH-artigen Proteinen waren wiinschenswert und wirden die Kenntnisse (ber NRPS und
kombinatorische Biosynthese weiter vergroRern. Die Hormaomycin-NRPS kann aufgrund der
flexiblen Austauschbarkeit von Substratpromiskuitaten und der generell relaxierten Substratspezifitat
ein gutes System flir zukilnftige kombinatorische Biosyntheseexperimente sein. HrmF, aber auch
Hrml und HrmJ, die Enzyme der (3-Ncp)Ala-Biosynthese, koénnten in Zukunft flr
chemoenzymatische Synthesen eingesetzt werden. Hrml und HrmJ sind hier besonders interessant, da

sie einen neuen enzymatischen Zugang zu chiralen Cyclopropylderivaten liefern konnten.
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6 Material und Methoden

6.1 Vektoren und Organismen

6.1 Vektoren

Zur Lagerung, Subklonierung und Sequenzierung der PCR-Produkte (Tab. 6-1) und zur heterologen
Expression in E. coli und Pseudomonas fluorescens Pf-5 (Tab. 6-2) wurden verschiedene Vektoren

eingesetzt.

Tab. 6-1 Vektoren zur Lagerung, Subklonierung und Sequenzierung (Plasmidkarten unter Abschnitt 9.1)

Vektor

Resistenz

(verwendete Konzentrationen)

Herkunft

pBluescript 11 SK(+)

pPGEM-T easy

Ampicillin (100 ug x mL™?)
Ampicillin (100 pg x mL™)

Fa. Stratagene
Fa. Promega

Tab. 6-2 Vektoren zur Proteinexpression (Plasmidkarten unter 9.1)

Vektor Expressionsspezifikationen Resistenz (verwendete Herkunft
Konzentrationen)
pHIS8?" Tag: N-terminaler His-Tag Kanamycin Prof. Bradley

pHIS8-svp*?

Promoter:T7
Induktion: IPTG 0,1-1 mM
Tag: N-terminaler His-Tag

(50 pg x mL™)

Kanamycin

Moore

Prof. Bradley

Promoter:T7 (50 pg x mL™) Moore
Induktion: IPTG 0,1-1 mM
pET 28b Tag: N-terminaler His-Tag Kanamycin Fa. Novagen
Promoter:T7 (50 pg x mL™)
Induktion: IPTG 0,1-1 mM
pCDF-DUET Promoter:T7 Streptomycin Prof. Craig
Induktion: IPTG 0,1-1 mM (50 ug x mL™) Townsend
PME 60412 Kanamycin
(200 pg x mL™Y)
Tab. 6-3: Verwendete Ausgangsvektoren zur Expression von hrmC, F, J
Vektor Bestandteile Resistenz(verwendete Herkunft
Konzentrationen)
pDF008 pBluescript 11 SK(+), hrmC Ampicillin (100 pg x mL™) Daniel Flachshaar
pDF010 pBluescript 11 SK(+), hrmF Ampicillin (100 pg x mL™) Daniel Flachshaar
pDFO012 pBluescript 1l SK(+), hrmJ Ampicillin (100 pg x mL™) Daniel Flachshaar
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6.1.2 Organismen

Zur Lagerung von Ligationen, Plasmiden und Konstrukten wurde E. coli XL-1 blue, zur heterologen

Proteinexpression E. coli BL21 (DE3) verwendet. Zur heterologen Expression von hrmN diente

Pseudomonas fluorescens Pf-5. Streptomyces griseoflavus W-384 wurde fiir die Isolierung von

Hormaomycin fermentiert, als Testorganismus fiir die Komplementierung von Hormaomycin diente

Arthrobacter crystallopoietes. Fir die Amplifizierung von Teilen der CDA-A-Domanen wurde

Streptomyces coelicolor A3(2) kultiviert. Eine Ubersicht ist in Tabelle 6-3 aufgefiinrt.

Tab. 6-4: Ubersicht tber die eingesetzten Organismen

Stamm Genotyp Herkunft

E. coli XL-1 Blue recAl, endAl, gyrA96, thi-1, hsdR17, supE44, Fa. Stratagene
relAl, lac [F,proAB laclg Z4M15 Tnl10

E. coli BL21 (DE3) (Tet™]F, ompT, hsdSB(rg'mg), gal, dem, DE3  Fa. Invitrogen

Pseudomonas fluorescens Pf-5 Wildtyp Harald Gross

Streptomyces griseoflavus W-384 Wildtyp Axel Zeeck

Streptomyces griseoflavus W-384 4 hrml  ghrml Xiaofeng Cai

Arthrobacter crystallopoietes Wildtyp DSMZ 20117

Streptomyces coelicolor A3(2) Wildtyp DSMZ 40782

6.2 Medien und Puffer

6.2.1 Nahrmedien

Die folgenden Medien wurden flr die feste und fllissige Kultivierung von Bakterien eingesetzt. Fir

alle Nahrmedien auBer dem Production Medium wurde demineralisiertes Wasser (dH,O) verwendet.

Die Nahrmedien wurden durch Autoklavieren sterilisiert. Trugen die zu kultivierenden Bakterien ein

Plasmid, so wurde das entsprechende Antibiotikum fiir die Selektion hinzugegeben (Tab. 6-1, 6-2).

LB-Medium (Luria Bertani):*"®

10gxL? NaCl
5gxL* Hefeextrakt
10gxL? Trypton
15gxL* Agar

pH = 7,4 (NaOH)
Das Flissigmedium wurde ohne Agar angesetzt.

2xYT-Medium (Kieser):*®

5gxL* NaCl
10gxL? Hefeextrakt
16gxL* Trypton
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TB-Medium (Terrific broth):*™

129 Trypton
24 g  Hefeextrakt
4mL Glycerin

ad 900 mL dH20

Nach dem Autoklavieren wurden 100 mL einer sterilen Losung mit 0.17 M KH2POs und 0.72 M
K,HPO,4 (pH=7,2) zugegeben.

KB-Medium (King's broth B):*”

20gxL? Pepton
15gxL* K,SO,
1,5gxL* MgCl,
10mLxL"*  Glycerin

NM6:2®

20gxL? D-(-)-Mannitol
20gx L* Sojamehl
20gx L* Fleischextrakt
2gxL?t NaCl
03gxL* L-Valin
05gxL* ZnS0,x 6 H,0

pH=73
NM10:*%

50gxL* D-(-)-Mannitol
3gxL? L-Asparagin
1gxL? K,HPO,

25gx L* NaCl

50mgxL? MgSO,x7H,0

50mgxL* CaCl,x2H,0

420mgx L1 CH3;COONa

100mgx L*  meso-Inosit

10mLxL"  Spurenelementelésung (siehe untern)
ImLxL? Vitaminlésung (siehe unten)

Spurenelementeldsung:*®

8gxL*! CaCl, x 2 H,0
5gxL* MnCl,x 2 H,0
50mgxL*  ZnCl,

50mgxL*  CuCl,x2H,0
50mgxL*  FeCl;x 6 H,0

Vitaminlosung:*®

1gxL? Thiamin-HCI

1,2gxL*? Calcium-D-(+)-Panthotenat
1gxL? Flavin-Mononucleotid
23gxL? Nicotinsaure

12gxL? Pyridoxin-HClI
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200 mg x L p-Aminobenzoat
100 mgx L' Vitamin By,
10mgxL*  Folsaure
6mgxL* Biotin

GYM medium:*®

4gxL* Glucose
4gxL*t Hefeextrakt
10gxL* Malzextrakt
2gxL?t CaCO,

12gxL*? Agar
pH=74

Production medium:®’

10gxL? D-Mannitol
20gxL? Fleischextrakt
20gxL? Sojamehl
05gxL*t ZnS0, x 6 H,0

1L Leitungswasser, pH = 7,2
TSB medium:*®

30gxL? Tryptic Soy Broth

6.2.2 Puffer

In den Experimenten fanden folgende Puffer Verwendung. Ldsungsmittel war in allen Fallen

demineralisiertes Wasser. Weitere verwendete Puffer sind bei den jeweiligen Methoden verzeichnet.

TE-Puffer:?”’

10 mM Tris
1mM EDTA
pH =8,0 (HCI)

STE-Puffer:*"’

1mM EDTA
10 mM Tris
100 mM NaCl
pH = 8,0 (HCI)

TAE-Puffer (50x):*”’

0,12 % (v/v) Eisessig
0,48 % (w/v) Tris

1 mM EDTA
pH = 8,0 (HCI)
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Der Puffer wurde vor Gebrauch mit demineralisiertem Wasser zum 1 x TAE Puffer verdinnt.

Lysepuffer:**°

25 mM NaHPO,
500 mM NaCl

10 mM Imidazol
10% (v/v) Glycerin
pH = 8,0 (HCI)

Waschpuffer:?®°

25 mM NaHPO,
500 mM NaCl

40 mM Imidazol
10% (v/v) Glycerin
pH = 8,0 (HCI)

Elutionspuffer:*®

25 mM NaHPO,
500 mM NaCl

50 mM - 250 mM Imidazol
10% (v/v) Glycerin
pH = 8,0 (HCI)

Assaypuffer:

25 mM NaHPO,
100 mM NaCl
10% (v/iv) Glycerin
pH = 8,0 (HCI)

6.3 Mikrobiologische Techniken

6.3.1 Stammbhaltung in Kryokulturen

Zur Lagerung von Bakterienstdimmen bei -80 °C wurden Gefrierkulturen angelegt. Hierfiir wurde die
unter geeigneten Bedingungen (siehe 6.3.2) aufgezogene Bakterienkultur unter sterilen Bedingungen
mit dem gleichen Volumenanteil einer sterilen 30% (v/v) Glycerinldsung versetzt. Die entstandene

Glycerinkultur wurde in ein Kryoréhrchen gefiillt und bei -80 °C gelagert.
6.3.2 Kultivierung von Bakterien

Die verwendeten Bakterien wurden unter folgenden Bedingungen (in Flussigkultur oder auf
Agarplatten mit dem entsprechenden Medium) kultiviert. Zusétzliche Parameter sind direkt zu den

jeweiligen Experimenten aufgefihrt.
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Tab. 6-5: Kultivierungsbedingungen der verwendeten Bakterien

Stamm Medium Tempe- Schuttler-

(siehe Kapitel 6.2.1) ratur [°C] geschwindigkeit
[min™]

E.coli XL-1 Blue LB 37 200-250

E.coli BL21(DE3) LB, 2xYT, TB 37 200-250

Pseudomonas fluorescens Pf 5 KB 30 200

Streptomyces griseoflavus W-384 NM6 (Vorkultur), 27 200 (Vorkultur)
NM10 (Fermentation)

Streptomyces griseoflavus W-384 Ahrmi Production medium 27 200

Streptomyces coelicolor A3(2) TSB 30 200

6.3.3 Konzentrationsbestimmung von Bakterienkulturen

Das Wachstum einer Bakterienkultur lasst sich durch die Erhéhung der optischen Dichte bei 600 nm
(ODgqo) Vverfolgen. Kulturen wurden photometrisch gegen das jeweilige sterile Medium als Referenz

vermessen.
6.3.4 Transformation

Transformation ist das Einbringen von DNA in einen Organismus. In dieser Arbeit wurden chemische
(Hitzeschocktransformation) und elektrische Transformation (Elektroporation) angewendet. Vor der
Transformation mussten elektrisch bzw. chemisch kompetente Zellen hergestellt werden (siehe Kap.
6.3.4.1 und 6.3.4.3), um DNA aufnehmen zu kénnen.

6.3.4.1 Herstellung elektrisch kompetenter Zellen

Es wurde eine Ubernachtkultur (5 mL) hergestellt und mit einem Zahnstocher, der in die
Bakterienkultur gehalten wurde, beimpft. Am nichsten Morgen wurde die Ubernachtkultur in 200 mL
LB-Medium uberfuhrt. Die Zellen wurden bei 37 °C und 200 rpm kultiviert. Wenn die ODgq von 0,4
erreicht war, wurden die Zellen abzentrifugiert (4 °C, 5000 rpm, 5 min) und der Uberstand verworfen.
Von nun an wurde auf Eis weitergearbeitet. Die Zellen wurden nun aufeinanderfolgend in steriler
Umgebung mit 200 mL, 100 mL und 50 mL kaltem 10% (v/v) Glycerin gewaschen. Zwischen den
Waschschritten wurde bei 4 °C, 5000 rpm fiir 5 min zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Die
Zellen wurden im letzten Schritt in 1 mL 10% (v/v) Glycerin resuspendiert und in vorgekiihlte 1,5 mL
Reaktionsgefalie zu 70 pl ausaliquotiert. Die Zellen wurden in flissigem N, schockgefroren und bis

zur weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert.
6.3.4.2 Elektroporation

Zu 70 ul auf Eis aufgetauten, elektrokompetenten Zellen (siehe 6.3.4.1) wurden 1-3 pl eines
Ligationsansatzes bzw. 0.1-1 pl eines oder mehrerer Plasmide hinzugegeben und in eine eisgekiihlte,

sterile  Elektroporationskiivette (Schichtdicke 2 mm) (berfiihrt. Das Gemisch wurde in einem
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Elektroporator (Programm Ec 2) einer kurzzeitigen Spannung von 2,5 kV ausgesetzt. Danach wurde 1
mL LB-Medium zugegeben, das Gemisch wieder in ein 1,5 mL Reaktionsgefal uberfuhrt und 1 h bei
37 °C und 200 rpm inkubiert. Die Zellsuspension wurde auf Selektivagar ausplattiert und tber Nacht
bei 37 °C kultiviert.

6.3.4.3 Herstellung chemisch kompetenter Zellen

Es wurde eine Ubernachtkultur (5 mL) (siehe 6.3.4.1) hergestellt und am nachsten Morgen in 200 mL
LB-Medium Uberfiihrt. Die Zellen wurden bei 37 °C und 200 min* kultiviert. Wenn die ODgq von 0,4
erreicht war, wurden die Zellen abzentrifugiert (4 °C, 5000 rpm, 5 min) und der Uberstand verworfen.
Von nun an wurde auf Eis weitergearbeitet. Das Pellet wurde in 25 mL eiskaltem TFB | (Tab. 6-6)
resuspendiert. Die Zellen wurden erneut abzentrifugiert (4 °C, 5000 rpm, 5 min) und in 4 mL TFB Il
(Tab. 6-6) resuspendiert. Die Zellsuspension wurde zu 100 pL aliquotiert und nach dem Schockfrieren

in flissigem N, bei -80 °C gelagert.

Tab. 6-6: Losungen zur Herstellung von chemisch kompetenten Zellen

Ldsung Zusammensetzung
TFBI 30 mM Kaliumacetat
10 mM CaCl,
100 mM KCI
50 mM MnCl,

15% (v/v) Glycerin

TFBII 10 mM MOPS (steril filtriert)
75 mM CaCl,
10 mM KClI
15% (v/v) Glycerin

6.3.4.4 Chemische Transformation

Zu einem Aliquot auf Eis aufgetauten, chemisch kompetenten Zellen wurden bis zu 10 ul der Ligation
oder der Plasmide gegeben und 20 min inkubiert. Die Zellen wurden fur 90 s bei 42 °C einem
Hitzeschock ausgesetzt. AnschlieBend wurde 1 mL LB-Medium hinzugefiigt und und das Gemisch
wurde erneute 2 min auf Eis gelagert. Nach einer Schittelinkubation fur 1 h bei 37 °C und 250 rpm

wurde die Zellsuspension auf Selektivagar ausplattiert und ber Nacht bei 37 °C inkubiert.
6.3.5 Blau/Weil3-Selektion auf transformierte positive Klone

Die Plasmide zur Lagerung und Sequenzierung von PCR-Fragmenten (Tab. 6-1) geben die
Mdglichkeit, nach der Transformation nicht nur transformierte von nicht transformierten Klonen zu
unterscheiden, sondern auch die Klone zu erkennen, die im transformierten Plasmid DNA

aufgenommen haben. Dies geschieht tber die Lokalisation der MCS im Reportergen lacZ
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(IPTG-induzierbar). Eine Ligation von DNA in dieses Gen bedeutet eine Destruktion des Gens,
welches die B-Galactosidase kodiert. B-Galactosidase hydrolysiert X-Gal zu Galactose und einem
blauen, wasserunldslichen Indigo-Farbstoff. Eine positive Insertion in die MCS kann daher durch die
Farbung der Zellen sichtbar gemacht werden. Hierzu wurden die Transformanden aus Kapitel 6.3.3
wie beschrieben auf Selektivagar ausplattiert. Die Agarplatten wurden zuvor mit 40 pL einer 20
mg/mL X-Gal-Losung in Dimethylformamid sowie mit 40 pL einer 20 mg/mL Isopropyl-p-D-1-
thiogalacto-pyranosid-(IPTG)-Losung impréagniert. Nach der Inkubation féarbten sich transformierte
Zellen, deren Plasmide Fremd-DNA aufgenommen haben, weil3 und transformierte Zellen, deren

Plasmid kein Insert tragen, blau.

6.4 Molekularbiologische Techniken

6.4.1 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die PCR ist eine Methode zur selektiven Amplifikation von DNA. Als Template wurden die
genomische DNA von Streptomyces griseoflavus W-384, Streptomyces coelicolor A3(2) und
Pseudomomas fluorescens Pf-5, zur Kontrolle der Klonierung aber auch Expressionsplasmide wie
pCDF DUET, pHIS-8 oder pME6041 verwendet. In Tabelle 6-7 ist ein Ublicher Reaktionsansatz

dargestellt. Die verwendeten Primer sind in den Tabellen 6-10 - 6-15 aufgelistet.

Tab. 6-7: Reaktionsansatz fur die Polymerasekettenreaktion

Volumen Substanz

1l dNTP (10 mM)

0,5 ul Templat-DNA

0,25 bzw. 0,5l  DNA-Polymerase (5 U/uL)
0,75 ul Vorwartsprimer (50 pM)
0,75 ul Rickwartsprimer (50 pM)
254l DMSO

5 bzw. 10 ul Puffer (10x bzw. 5x)

ad 50 pl ddH,0

Fur unterschiedliche Amplifizierungsexperimente wurden verschiedene DNA-Polymerasen verwendet.
Zur Uberprifung von Plasmiden und zur Kolonie-PCR diente die Tag-DNA-Polymerase (0,25 pl), als
Puffer wurde der mitgelieferte 10x-Reaktionspuffer verwendet. Fir die Amplifikation von DNA fir
Klonierungen wurde die Expand High Fidelity PLUS DNA-Polymerase (0,5 pl, 5 U/uL) eingesetzt.
Diese besitzt eine 3°-5"-Exonucleaseaktivitat, wodurch die Fehlerrate minimiert wird. Als Puffer
wurde der mitgelieferte 5x-Reaktionspuffer verwendet. Die Reaktionsansitze wurden zur
Amplifikation in einem Thermocycler (Biometra) plaziert und einem Temperaturprogramm ausgesetzt
(Tab. 6-8).
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Tab. 6-8: Temperaturprogramm fiir die PCR

Temperatur [°C] Zeit [s] Wiederholung
Heizdeckel
Initiation Denaturierung 96 120
Denaturierung 96 30
Annealing Primerabhdngig 30 30-35 x
Elongation 72 60 x (1000 bp)™
AbschlieBende Elongation 72 300
Abkuhlung 4

6.4.1.1 Kolonie-PCR

Die Kolonie-PCR diente zur Uberprifung von Bakterienkolonien auf Agarplatten auf enthaltenes
Insert. Hier dienten ganze Zellen als Templat enthaltende Matrix. Diese Prozedur war mit einer
erheblichen Zeitersparnis verbunden, da die Schritte der Ubernachtkultur und Plasmidisolation
entfielen. Allerdings waren die Stoéranfélligkeit und die Mdglichkeit, falsch positive Ergebnisse zu
erzielen, aufgrund von Verunreinigunen stark erhoht. Daher wurde diese Methode nur in speziellen
Fallen zur Uberpriifung von Klonierungen eingesetzt. Anstatt von genomischer DNA wurden mit
einem Zahnstocher Bakterienzellen von einer Agarplatte zum Reaktionsansatz gegeben. Der einzige
Unterschied zur PCR (Kap. 6.4.1) bestand in einer Erhéhung der anfanglichen Denaturierungszeit von
2 auf 10 Minuten. Dadurch wurden die Zellen aufgeschlossen und die enthaltene DNA als Templat

freigesetzt.
6.4.1.2 Fusions-PCR

Zur Konstruktion von neuartigen A-Doménen wurde die Methode der Fusions-PCR verwendet. Hierzu
wurden zunéachst PCR-Produkte mit DNA-Uberhangen von 20 bp zum fiir die Fusion vorgesehenen
DNA-Fragment generiert (Tab. 6-8). Es wurden jeweils 0,5 pL der zu fusionierenden, aufgereinigten
(siehe 6.4.1.4) DNA-Abschnitte hinzugegeben. Ansonsten war der PCR-Ansatz wie in Tab. 6-7
zusammengesetzt. Als Polymerase wurde die Expand High Fidelity PLUS DNA-Polymerase (0,5 pl, 5
U/uL) verwendet. Die eingesetzten Primer waren sogenannte ,,nested primer (O3nested F+R, siche
Tab. 6-12). Die DNA-Fragmente mit komplementiren Uberhangen wurden dann mit einer speziell
optimierten PCR-Methode nach Szewczyk et al.”®® fusioniert. Dabei wurde die Elongationszeit

schrittweise verldngert. Das Temperaturprogramm ist in Tabelle 6-9 aufgefihrt.
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Tab.6-9: Temperaturprogramm fir die Fusions-PCR

Temperatur [°C] Zeit [s] Wiederholung
Heizdeckel
Initiation Denaturierung 94 120
Denaturierung 94 20
Ramping 70 1
Annealing 55 60 10x
Elongation 72 180
Denaturierung 94 120
Ramping 70 1
Annealing 55 60 5X
Elongation 72 240
Denaturierung 94 120
Ramping 70 1 }
Annealing 55 60 10x
Elongation 72 300
Abkiihlung 4

6.4.1.3 verwendete Oligonucleotide (Primer)

Fir die Amplifikation, Klonierung, und Sequenzierung wurden spezifische Primer konstruiert. Fir die
Suche nach dem ImbX-Homolog wurden dagegen degenerierte Primer entworfen. Bei Primern, die zur
einfachen Klonierung in einen Expressionsvektor verwendet wurden, wurden Restriktions-
schnittstellen zur In Frame-Klonierung angeftigt. Als Templat diente genomische DNA von Bakterien
oder Plasmide. Die Primer wurden in lyophilisierter Form von der Fa. Invitrogen bezogen. Die
Oligonucleotide wurden in TE-Puffer (siehe 6.2.2 )geldst, um eine 500 uM Stammldsung zu erhalten.
Aliguots wurden dann fir die PCR mit dd-H,O 1:10 verdunnt. In den Tabellen 6-10 - 6-15 sind alle in
dieser Arbeit verwendeten Primer und ihre Funktion aufgefihrt.

Tab. 6-10: Primer zur heterologen Expression von Hormaomycin-Biosynthesegenen in E. coli. Eingefiihrte
Restriktionsschnittstellen sind unterstrichen.

Primer- Primersequenz (5' — 3') Templat
name
hrmJ F: AAAAAAGAGCTCATGCCGCTCAACGACCGTG Streptomyces
R: AAAAAAAAGCTTTCAGCCCTCGGCCAGGG griseoflavus
W-384
hrmK F: GGATCCAGCAGCACCCCCGGAAC

R: AAGCTTTCATTCGGTTACCTCG

hrmL F: GGATCCAACTCCGTAGAAGACCTCTG
R: AAGCTTTCAGGAAACCTGTGTC

hrmR F: AAAAAACATATGCGAGATCGAGAAAAGAATGGA
R: AAAAAAGAGCTCTCATGCCGCGCTCCCTTC

cdaX F: AAAAAACATATGAGTAATCCCTTCGACGAC Streptomyces
R: AAA AAA CTCGAGTCCGGTCAGTTGCCGGTG coelicolor A3(2)
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Tab. 6-11: Primer zur heterologen Expression der Hormaomycin A-Doménen in E. coli. Eingeflhrte
Restriktionsschnittstellen sind unterstrichen.

Primername  Primersequenz (5' — 3") Templat
o1 F: AAAGAATTCAGCCGGCTGGACGTGGTTA Streptomyces
R: AAAAAGCTTTCACTCCTCCTGCGGCGTACG griseoflavus
W-384
02 F: AAAGAATTCGGCGACGTCGACGTCCTG

R: AAAAAGCTTTCATTCCTCGCGGGCGTCGCG

03 F: AAAGAATTCGGCCGGCTGGACGTCGTC
R: AAAAAGCTTTCACTCCTCCCGCGGTGTGCG

04 F: AAAGAATTCCTGAATCTTGACATCGTCACTG
R: AAAAAGCTTTCACTCCTCTGCGGCGTACG

P1 F: AAAGAATTCGGCCGGCTGGACGTCGT
R: AAAAAGCTTTCACTCCTCCTGCGCGGTACGCG

P2 F: AAACAATTGGGCCGCATCGACCTGGTC
R: AAAAAGCTTTCACTCCTCCTGCGCCGGTACG

P3 F: AAAGAATTCGGTTCCGTCGGGCTGTTGT
R: AAAAAGCTTTCACGCCTCCTCGGGGTGG

Tab. 6-12: Primer zur Konstruktion der fusionierten A-Doménen. Eingefiihrte Restriktionsschnittstellen sind
unterstrichen. Komplementare Uberhange sind kursiv markiert.

Primer- Primersequenz (5' — 3') Templat
name
O3 nested F:CTGGACGTCGTCACGGCG Streptomyces
R: CTCCTCCCGCGGTGTGCG griseoflavus
W-384

O3 left F: AAAGAATTCGCTTTCGCGGCCGATCCG
R: ATGCGAAACCACCACACCT

O3 right F: TACGGGGCGACGGAGGTG
R: AAAAAGCTTACACCGACCCGCTCCAGC

O4 insert F: AAGGTGTGGTGGTTTCGCATGCGGGTCTGGGGAATTTGG
R: CGTCACCTCCGTCGCCCCGTACCCGTTCAGCAACCGCCG

02 insert F: AAGGGTGTGGTGGTTTCGCATCGGAACGTCGTGCGCCTCT
R: CGTCACCTCCGTCGCCCCGTACATGTTGACCAGGGTCGGA

P2 insert F: AAGGGTGTGGTGGTTTCGCATAGGGCCGTCTGCGCGTTG
R: CGTCACCTCCGTCGCCCCGTAGACGTGCACCACCAGCGT

Aspinsert F: AAGGGTGTGGTGGTTTCGCATCACGCCCTGGCCACCTAC Streptomyces
R: CGTCACCTCCGTCGCCCCGTAGGCGTTGATGATCTGGGCG coelicolor A3(2)

HPG insert F: AAGGGTGTGGTGGTTTCGCATCGCGGGGTCGTGGACCTG
R: CGTCACCTCCGTCGCCCCGTACAGGTGACGCAGTACGATCC
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Tab. 6-13: Primer zur heterologen Expression in Pseudomonas fluorescens Pf-5. Eingeflgte
Restriktionsschnittstellen sind unterstrichen.

Primername  Primersequenz (5' — 3') Templat
Promotor F: GGATCCTTTTAGAATTTTTAGTGTCTTATTTT Pseudomonas

R: ATTAATTGCATTCGACAATCGTGGG fluorescens Pf-5
hrmN F: ATTAATCGCCGACACACCGAGGGG Streptomyces

R: AAGCTTTCAGTCGAAGTTGCGCAC griseoflavus W-384

Tab. 6-14: Primer zur Sequenzierung im Expressionsvektor

Primername  Primersequenz (5' — 3") Templat
DUET for TTGTACACGGCCGCATAATC pCDF DUET
pME for GTAACATCAAGGCCCGATC pME 6041
pHIS rev GTGGGCGGCCGCCGCGGGGA pHIS8

Tab. 6-15: Primer zur Suche nach einem ImbX-Homolog in S. griseoflavus W-384

Primername Primersequenz (5' — 3") Templat
hrmunknownl F: CARGARTGYGGNDSNMGN Streptomyces

R: NGWNGCRCANGCRTC griseoflavus W-384
hrmunknown?2 F: GAYACNGYNTTYGTN

R: CANGCNGGRTCYTCNGG

6.4.1.4 Reinigung von PCR-Produkten

Die PCR-Produkte wurden vor ihrer weiteren Verwendung mit dem PCR-Purification Kit der Firma

Fermentas aufgereinigt. Die Aufreinigung wurde entsprechend den Herstellerangaben durchgefiihrt.
6.4.2 DNA-Isolierung
6.4.2.1 Isolierung von Plasmid-DNA

Zur lsolierung von Plasmiden aus Bakterien wurde eine Ubernachtkultur (5 mL) angesetzt. Am
nachsten Tag wurden 1,5 mL der Kultur in ein ReaktionsgefaR tberfuhrt und die Zellen fir 30 s bei
10000 x g abzentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und die Zellen in 200 pl Puffer 1 (Tab. 6-
16) resuspendiert. Nachdem ca. 5 min bei Raumtemperatur inkubiert wurde, wurden moglichst schnell
hintereinander 200 pl Puffer 2 (Tab. 6-16) und 200 ul Puffer 3 (Tab. 6-16) hinzugefugt, wobei
zwischendurch kréftig geschiittelt wurde. AnschlieRend wurde 3 min bei 18000 x g zentrifugiert. Der
Uberstand wurde in ein neues ReaktionsgefaR tberfihrt, in dem 500 pl Chloroform vorgelegt war. Das
Gemisch wurde kréaftig geschuttelt und 5 min bei 18000 x g zentrifugiert. AnschlieBend wurde die
obere Phase vorsichtig in ein neues Reaktionsgefal tberfihrt, in dem 350 ul Isopropanol vorgelegt

war. Das Gemisch wurde in einer Kihlzentrifuge bei 4 °C (18000 x g) fir 20-30 min zentrifugiert.
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AnschlieRend wurde der Uberstand vorsichtig verworfen und das Pellet fiir 5 min mit eiskaltem 70%
Ethanol gewaschen (4 °C, 18000 x g). Der Uberstand wurde abgenommen und das Pellet in der
Speedvac getrocknet. AnschlieRend wurde die Plasmid-DNA in 50 ul TE-Puffer oder dH,O gel6st und
bei -20 °C gelagert.

Tab. 6-16: Verwendete Puffer zur Plasmidisolierung

Puffer Zusammensetzung
Puffer 1 50 mM Tris
10 mM EDTA
pH=8,0 (HCI)
100 ug x mL™ RNase A, gelést in
TE-Puffer*
Puffer 2 200 mM NaOH
1 % (w/v) SDS
Puffer 3 3 M Kaliumacetat
pH=5,5 (KOH)
*10 mg RNase A wurden in 1 mL TE-Puffer geldst, 1 min bei 99 °C gekocht und zu 99 mL der autoklavierten
Losung gegeben

6.4.2.2 Isolierung von genomischer DNA aus Pseudomonas

Eine Ubernachtkultur (5 mL) wurde zentrifugiert (10000 x g, 5 min) und in 500 pl STE-Puffer und 5
mg/mL Lysozym resuspendiert. Der Ansatz wurde bei 37 °C 3 h geschittelt. Es wurden 250 ul 2%
Natriumdodecylsulfat (SDS) zugegeben und griindlich gemischt. Es wurde bei 37 °C 30 min
geschuttelt. AnschlieBend wurden 250 pl Phenol-Chloroform-Lésung hinzugegeben und 30 s
grindlich gemischt. Diese Mixtur wurde 10 min bei 18000 x g zentrifugiert. 600 pl des Uberstands
wurden vorsichtig in ein Reaktionsgefal? Gberfihrt, in dem eine Mischung aus 600 ul Isopropanol und
60 ul 3M Natriumacetat pH 5,5 vorgelegt war. Das Gemisch wurde 2 min bei 10000 x g zentrifugiert
und der Uberstand verworfen. Das Pellet wurde mit 500 pl eiskaltem 70% Ethanol gewaschen und

etwa 1 h getrocknet. Das trockene Pellet wurde in 50 pl TE-Puffer geldst und bei -20 °C gelagert.
6.4.2.3 Isolierung von genomischer DNA aus Streptomyces

Es wurde wie in Kapitel 6.4.2.2 verfahren, nur dass anstelle von 250 pl 2% SDS 500 pl 10% SDS und
gleichzeitig 100 pl 3M Natriumacetat zugegeben wurden. Das Natriumacetat wurde im weiteren

Verlauf nicht mehr hinzugegeben.
6.4.3 Agarose-Gelelektrophorese

Die Agarose-Gelelektrophorese diente einerseits zur Analytik von PCR, Plasmiden und
Restriktionsspaltungen, aufRerdem wurde sie zur Isolierung von DNA-Fragmenten eingesetzt.
Ublicherweise wurde 1% (w/v) Agarose in 1x TAE-Puffer (siehe 6.2.2) durch Erhitzen in der
Mikrowelle gelést. Nach Abkihlen auf etwa 70 °C wurde 0,1 pg x mL" Ethidiumbromid

hinzugegeben. Die Agaroselosung wurde in einen Trdger gegossen, ein Probenkamm eingesetzt und
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nach dem Aushérten in eine Elektrophoresekammer plaziert. Als Laufrmittel diente 1x TAE-Puffer.
Vor der Probenauftragung wurde die DNA mit 10x Farbelésung (0,5 mg x mL-* Bromphenolblau, 0,5
mg x mL* Xylencyanol, 0,5 mg x mL* Orange G, 400 mg x mL- Sucrose) versetzt. Nach dem
Auftragen in die Probentaschen wurde eine Spannung von 100-120 V angelegt. Als Referenz zur
Grolken- und Konzentrationsbestimmung dienten 2 pl eines DNA-Markers der Firma Roth (100 bp
extended oder 1 kB) oder 6 pl des 1 kBplus Markers der Firma Fermentas. Eine Auswertung der
Banden erfolgte unter UV-Licht.

6.4.4 DNA-Isolierung aus Agarosegelen

Fur die praparative Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen wurde eine 1% Agaroseldsung
hergestellt (siehe 6.4.3). Anstelle von Ethidiumbromid wurden 1 pl x 50 mL™ Gel Green (Biotium)
zugegeben, um eine Interkalation in die DNA zu vermeiden. Die Gelelektrophorese wurde analog zu
6.4.3 durchgefuhrt. Die Auswertung und das Ausschneiden der Banden mit einem Skalpell geschah
unter blauem Licht, um Mutationen durch UV-Licht zu vermeiden. Die Agarosestiicke mit den
gewunschten DNA-Banden wurden in ein 2 mL Reaktionsgefd Uberfiihrt und mit einem DNA-
Extraction-Kit der Firma Fermentas entsprechend den Herstellerangaben aufgereinigt. Eine Elution der
DNA erfolgte je nach gewunschter Konzentration mit 30-50 pl Elutionspuffer, die Isolierung wurde
durch Auftragen von 1-4 pl der Probe auf ein Agarosegel kontrolliert. Die isolierten Fragmente
wurden bei -20 °C gelagert.

6.4.5 Sequenzierung

Um die Richtigkeit der amplifizierten und klonierten DNA zu uberprifen, wurden die entstandenen
Konstrukte von der Firma GATC Biotech sequenziert. Bei Subklonierungen wurde das T/A-Konstrukt
(siehe Kap. 6.4.9.1) sequenziert, sonst wurde im Expressionsvektor sequenziert. Tab. 6-17 zeigt,

welche Sequenzierprimer im jeweiligen Vektor verwendet wurden.

Tab. 6-17: Ubersicht iiber die verwendeten Sequenzierprimer

Vektor Bezeichnung Primersequenz (5' — 3')
pBluescript SK(+) T7 TAATACGACTCACTATAGGG
T3 ATTAACCCTCACTAAAGGGA
T7 TAATACGACTCACTATAGGG
pGEM-T Easy SP6 ATTTAGGTGACACTATAGAA
T7 TAATACGACTCACTATAGGG
pHIS8/pET28b PET reverse CTAGTTATTGCTCAGCGG
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6.4.6 Restriktionspaltung von DNA

Zur Restriktion von DNA wurden verschiedene Restriktionsendonukleasen vom Typ Il verwendet.
Die Enzyme wurden von den Firmen New England Biolabs und Jena Bioscience bezogen und nach
Herstellerangaben verwendet. Restriktionsspaltungen wurden zur Analytik von Klonierungen,
Plasmiden und Fusionen durchgefiihrt, hierfir wurden 1-2 pul DNA verwendet. Hier war eine
Inkubationszeit von 0,5-2 h ausreichend. Die gespaltene DNA konnte mittels Agarose-
gelelektrophorese (siehe 6.4.3) analysiert werden. Fir die préaparative Vorbereitung von
Klonierungsfragmenten wurden 15-40 pl DNA eingesetzt. Um die DNA mdglichst vollstandig zu
spalten, wurde flr mindestens 3 h inkubiert und bei 65 °C fur 10 min inaktiviert. Nach eventueller

Dephosphorylierung (siehe 6.4.7) wurde die DNA dann aus Agarosegelen isoliert (siehe 6.4.4).
6.4.7 Dephosphorylierung von Vektoren

Vor der Klonierung wurden die mit Restriktionsenzymen linearisierten Plasmide an ihrem 5°-Ende
dephosphoryliert, um eine Religation zu vermeiden. Hierfur wurde das Enzym Antarctic Phosphatase
(NEB) benutzt. Zu 40-50 pl eines praparativen inaktivierten Restrinktionsansatzes wurden 5-6 pl des
mitgelieferten Reaktionspuffers und 1-2 ul der Phosphatase gegeben. Der Ansatz wurde 30 min bei
37°C inkubiert und danach bei 65 °C fur 10 min inaktiviert. Das Plasmid wurde dann mit einem PCR-
Aufreinigungs-Kit (siehe 6.4.1.4) oder Uber ein Agarosegel (siehe 6.4.4) aufgereinigt und bei -20 °C
gelagert.

6.4.8 Ligation

Ligation von kompatiblen DNA-Enden wurde mit dem Enzym T4-Ligase von der Firma Jenapharm
durchgefihrt. Ublicherweise wurde ein 10 pl-Ansatz vorbereitet. 1 pl Ligase und 1 pl Reaktionspuffer
wurden vorgelegt. Es wurden insgesamt 8 pl Vektor und zu klonierendes Insert hinzugegeben, wobei
die Verhdltnisse variieren konnten. Es wurde darauf geachtet, dass das Konzentrationsverhéltnis
Insert:Vektor in etwa 5:1 betrug. Es wurde tber Nacht (mindestens 5 h) bei 16 °C oder 4 °C inkubiert.
AnschlieBend wurde die Reaktion fiir 10 min bei 65 °C inaktiviert und in den die gewinschten

kompetenten Bakterienzellen transfomiert (siehe 6.3.3).
6.4.9 Klonierung von Plasmiden
6.4.9.1 T/A-Klonierung von PCR-Fragmenten

Das T/A-Klonieren von DNA erlaubt einen einfachen Einbau in ein Plasmid und anschlielende
Detektion der positiven Kolonien durch Blau/WeiB-Selektion (siehe 6.3.4). Hierflir muss zundchst ein
3°dTTP-Uberhang nach Restriktion des Vektors kreiert werden. Dieser wird dann mit dem PCR-
Produkt, welches durch die Aktivitit der verwendeten DNA-Polymerasen 3 dATP-Uberhange besitzt,
ligiert. Als Vektoren zur Aufnahme der PCR-Produkte wurden die Vektoren pGEM-T Easy und
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pBluescript SK(+) verwendet. pGEM-T Easy war bereits geschnitten und besall an den 3"-Enden
dTTP-Uberhange, so daB die Ligation direkt erfolgen konnte. Der Vektor pBluescript SK(+) musste
fur die T/A-Klonierung vorbereitet werden (siehe 6.4.9.1.1).

6.4.9.1.1 Konstruktion eines T/A-Klonierungsvektors®’®

Fur die Generierung von glatten Enden in pBluescript SK(+) wurde das Enzym EcoRV ausgewdhlt,
da die Schnittstelle in der multiple cloning site (MCS) liegt, und das System somit fir Blau/Weil3-
Selektion auf positive Klone geeignet ist (siehe 6.3.4).

Der Vektor pBluescript 11 SK(+) wurde in einem praparativen Ansatz mit ECORV geschnitten, die
Inkubation erfolgte 2 h bei 37 °C (siehe 6.4.6). AnschlieBend wurde das Enzym bei 80 °C fir 20 min
inaktiviert. Es wurden 1 U/pg Plasmid/20 pl Volumen Tag-Polymerase und dTTP in einer
Endkonzentration von 2 mM hinzugegeben und bei 70 °C fur 2 h inkubiert. Nach der Zugabe von 100
ul Chloroform wiirde kraftig geschittelt und bei 18000 x g fiir 5 min zentrifugiert. Der Uberstand
wurde in ein Reaktionsgefall Uberfuhrt, in dem 70 pl Isopropanol vorgelegt waren. Es wurde wieder
kraftig geschiittelt und anschlieBend bei 18000 x g fir 20 min bei 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand
wurde vorsichtig abgenommen und das Pellet mit 200 pl eiskaltem Ethanol fir 5 min bei 18000 x g
gewaschen. Der Uberstand wurde vorsichtig abpipettiert und das Pellet in einer Speedvac getrocknet.
Das Pellet wurde dann in 10 ul dH,O gel6st. Der fertige T/A-Vektor wurde bei -20 °C gelagert.

6.4.9.1.2 T/A-Klonierung

Fir die T/A-Klonierung mit pGEM-T Easy wurde nach den Angaben des Herstellers verfahren. Fur
die T/A-Klonierung in pBluescript 1l SK(+) wurde das aufgereinigte PCR-Fragment und der T/A-
Vektor mit der T4-Ligase ligiert (siehe 6.4.8), transformiert (siehe 6.3.3), positive Kolonien mit
Blau/WeiB-Selektion detektiert (siehe 6.3.4) und sequenziert (siehe 6.4.5). Eine Ubersicht tber die
entstandenen und in dieser Arbeit verwendeten T/A-Konstrukte gibt Tabelle 6-18.
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Tab. 6-18: Ubersicht tiber die in dieser Arbeit verwendeten T/A-Konstrukte

Konstrukt Herkunft Vektor Insert Genflankierende
Schnittstellen
pMC3 diese Arbeit pBluescript SK(-) hrmK BamHI/Hindlll
pMC12 diese Arbeit pBluescript SK(-) Pyoluteorin Promoter BamHI/Asel
pMC9 diese Arbeit pBluescript SK(-) hrmN Asel/HindllI
pDC1 Denise Hissa pGEM-T Easy hrmP1 A-Doméne EcoRI/HindllI
pDC2 Denise Hissa PGEM-T Easy hrmP2 A-Domane Mfel/HindllI
pDC3 Denise Hissa pGEM-T Easy hrmP3 A-Doméne EcoRI/HindllI
pDC4 Denise Hissa pBluescript SK(-) hrmO1 A-Doméne EcoRI/HindlIl
pDC5 Denise Hissa pBluescript SK(-) hrmO2 A-Doméne EcoRI/HindlIl
pDC6 Denise Hissa pBluescript SK(-) hrmO3 A-Doméne EcoRI/HindlIl
pDC7 Denise Hissa pBluescript SK(-) hrmO4 A-Doméne EcoRI/HindllIl

6.4.9.2 Klonierung von in vitro-Expressionskonstrukten in E. coli

Fur die heterologe Expression in E. coli wurden A-Domédnen und Biosynthesegene in die
Expressionsvektoren pHIS8 und pET28 kloniert (siehe Tab. 6-2). Die Plasmide tragen einen N-
terminalen His-Tag aus 6-8 Histidinen, der bei der Expression endstandig an das Protein angefligt
wird, und die selektive Aufreinigung mittels Ni-NTA-Affinitatschromatographie ermdglicht (siehe
6.5.4). Es ergab sich folgendes Klonierungsschema: Die gewiinschten Proteine oder Domanen wurden
mit spezifischen Primern amplifiziert (siehe 6.4.1), aufgereinigt (siehe 6.4.1.4) und entweder mit
einem TA-Vektor subkloniert (siehe 6.4.9.1) und sequenziert (siehe 6.4.5) oder direkt in den
Expressionsvektor kloniert. Fir die einfache Klonierung in den Expressionsvektor wurden das zu
klonierende Gen und der Expressionsvektor mit den gleichen Restriktionsenzymen geschnitten (siehe
6.4.6), das Plasmid wurde danach noch dephosphoryliert (siehe 6.4.7). Es erfolgte die Ligation (siehe
6.4.8), Transformation in E. coli XL-1 blue (siehe 6.3.3), Screening auf positive Kolonien und
eventuelle Sequenzierung. Von positiven Klonen wurde eine Gefrierkultur angelegt (siehe 6.3.1), die
Plasmide wurden fiir die Proteinexpression in E. coli BL21 (DE3) transformiert. Eine Ubersicht der

klonierten Expressionskonstrukte ist in Tabelle 6-19 aufgefiihrt.
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Tab. 6-19: Ubersicht tiber die in dieser Arbeit klonierten Expressionskonstrukte

Konstrukt Vektor Insert Genflankierende Grofie des
Schnittstellen Inserts
pMC4 pHIS8 hrmK BamHI/HindlI1l 1584 bp
pMC5 pHIS8-svp hrmL BamHI/HindlI1I 276 bp
pMC6 pHIS8 hrmF BamHI/HindlI1I 555 bp
pMC7 pHIS8 hrmL BamHI/HindlII 276 bp
pMC10 pCDF-DUET hrmR Ndel/Xhol 219 bp
pMC17 pHIS8 hrmP1 A-Doméne EcoRI/Hindlll 1629 bp
pMC18 pHIS8 hrmP2 A-Doméne Mfel/HindlIll 1641 bp
pMC19 pHIS8 hrmP3 A-Doméne EcoRI/HindlIlI 1698 bp
pMC20 pHIS8 hrmO1 A-Domane EcoRI/HindllI 1623 bp
pMC21 pHIS8 hrmO2 A-Domane EcoRI/HindllI 1680 bp
pMC22 pHIS8 hrmO3 A-Doméne EcoRI/Hindlll 1629 bp
pMC23 pHIS8 hrmO4 A-Doméne EcoRI/Hindlll 1623 bp
pMC34 pHIS8 O2fused A-Doméne EcoRI/Hindlll 1659 bp
pMC35 pHIS8 O4fused A-Doméne EcoRI/Hindlll 1617 bp
pMC36 pHIS8 P2fused A-Domane EcoRI/HindllI 1632 bp
pMC37 pHIS8 Abfused A-Doméne EcoRI/HindllI 1599 bp
pMC41 pHIS8 H6 fused A-Domaéne EcoRI/HindllI 1629 bp
pMC44 pET28b hrmJ Sacl/HindllI 684 bp
pMC46 pET28b hrmR Ndel/Xhol 219 bp
pMC65 pET28b cdaX Ndel/Xhol 221 bp
pMCG66 pCDF-DUET cdaX Ndel/Xhol 221 bp

6.4.9.3 Konstruktion von Coexpressionsstammen in E. coli

Um mehrere Proteine gleichzeitig in E. coli zu exprimieren, wurden Coexpressionsstimme durch

Elektroporation hergestellt. Jeweils 1 pl einer Plasmidpraparation der beiden zusammen zu

exprimierenden Konstrukte wurden in E. coli BL21 (DE3) transformiert und auf Doppelselektivagar

ausplattiert. Gewachsene Kolonien trugen beide Plasmide in sich, sie wurden fllssig kultiviert und

eingefroren (siehe 6.3.1). Eine Ubersicht (iber die konstruierten Coexpressionsstimme zeigt Tabelle 6-

20.
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Tab. 6-20: Ubersicht tiber die in dieser Arbeit konstruierten Coexpressionsstimme

Stamm Konstrukt 1 Konstrukt 2 Resistenzen
MC3 pMC6 pMC2 Kan>’, Sm>
MC11 pMC4 pMC10 Kan®, Sm*
MC26 pMC17 pMC10 Kan®, Sm*
MC27 pMC18 pMC10 Kan*®, Sm>
MC28 pMC19 pMC10 Kan*®, Sm*>
MC29 pMC20 pMC10 Kan*®, Sm>
MC30 pMC21 pMC10 Kan*®, Sm*>
MC31 pMC22 pMC10 Kan®, Sm*
MC32 pMC23 pMC10 Kan®, Sm*
MC38 pMC34 pMC10 Kan*, Sm*
MC39 pMC36 pMC10 Kan*, Sm*
MC40 pMC35 pMC10 Kan*®, Sm*>
MC42 pMC37 pMC10 Kan*®, Sm*>
MC43 pMC41 pMC10 Kan*®, Sm*>
MC 68 pMC37 pMC66 Kan*®, Sm*>
MC 69 pMC41 pMC66 Kan*, Sm*

6.4.9.4 Klonierung von in vivo-Expressionskonstrukten in Pseudomonas fluorescens Pf-5

hrmN wurde zusammen mit einem Promoter der Pyoluteorinbiosynthese im Plasmid pME 6041 (Tab.
6-2) exprimiert. Der Promoter wurde aus pMC12 (Tab. 6-18) mit Kpnl und EcoRI ausgeschnitten.
hrmN wurde aus pMC9 mit Kpnl und Sacl ausgeschnitten. Beide Fragmente wurden mit
Dreipunktligation in pME6041, das mit EcoRI und Sacl linearisiert war, eingefugt. Das Konstrukt
wurde pMC15 genannt. Ein Klonierungsschema befindet sich in Abbildung 5-37.

6.5 Proteinexpression, Proteinreinigung und Proteinanalytik

6.5.1 Alignments zur Festlegung des Leserahmens

Die Adenylierungsdoménen der NRPS enthalten als katalytische Untereinheiten eines Megaenzyms
weder Start- noch Stopcodon. Zur korrekten Proteinexpression wurden daher Alignments mit anderen
NRPS-A-Doméanen mit dem Programm Bioedit durchgefiihrt. Generell musste bei der Klonierung in
den Expressionsvektor (siehe 6.4.9.2) darauf geachtet werden, dass das zu exprimierende Protein bzw.

Doméne im Leserahmen zum Histidintag eingefligt wurde.
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6.5.2 Proteinexpression

Dieses Kapitel stellt die allgemeine VVorgehensweise bei einer heterologen Proteiniiberexpression dar,
etwaige Anderungen vom Protokoll sind im Ergebnisteil in den jeweiligen Kapiteln nachzulesen. Von
einer Agarplatte oder einer Gefrierkultur wurde eine Ubernachtkultur des jeweiligen
Expressionsstammes angesetzt. Am nédchsten Morgen wurde die Kultur in 100-200 mL Medium
(Testexpression) bzw. 500 mL - 1 L Medium uberfuhrt. Der Kolben hatte mindesten das doppelte
Volumen wie die Kultur. Wenn moglich wurde ein Erlenmeyerkolben mit Schikane benutzt, um die
Sauerstoffzufuhr fir die Zellen zu erhdhen. Als Expressionsmedien wurden hauptsachlich 2xYT und
TB verwendet (siehe 6.2.1). Die Bakterienkultur wurde bei 37 °C, 250 rpm bis zu einer ODgq Von 0,6-
0,8 (2xYT), bzw. 1,2-1,5 (TB) wachsen gelassen. Die Kultur wurde auf ca. 16 °C abgekuhlt und die
Proteinexpression mit 0,5-1 mM IPTG (Endkonzentration) induziert. Nach der Induktion wurde die
Kultur fur 16-20 h bei 16 °C und 250 rpm inkubiert. Danach wurde die Kultur bei 5000 x g und 4 °C
pelletiert. Der Uberstand wurde aufgrund der intrazellularen Konzentration der Proteine verworfen, die

Zellen wurden bei -20 °C bis zur weiteren Verwendung gelagert.
6.5.3 Zellaufschluss

Fur die in vitro-Untersuchungen von uberexprimierten Proteinen wurde das Zellpellet aus Kapitel
6.5.2 im Lysepuffer fur die His-Tag-Aufreinigung (siehe 6.2.2) resuspendiert (ca. 2,5 mL pro g
Zellpellet) und bei allen folgenden Schritten moglichst auf Eis oder bei 4 °C weiterbehandelt. Die
Zellen wurden dann im Ultraschallhomogenisator einem Leistungseintrag von 50 W und einer
Frequenz von 40 Hz fiir 10 s ausgesetzt. Die Beschallung wurde je nach Zellzahl 5 bis 10 Mal
wiederholt, wobei zwischen jeder Wiederholung fiir 10 s auf Eis gekihlt wurde. Daraufhin wurden die
unldslichen von den gelGsten Bestandteilen durch Zentrifugation bei 15000 g fiir 30 min voneinander

getrennt.
6.5.4 Aufreinigung von His-Tag-Fusionsproteinen

Zur selektiven Aufreinigung von Uberexprimierten His-Tag-Fusionsproteinen wurde Ni-NTA-Agarose
verwendet. Der Uberstand der aufgeschlossenen und zentrifugierten Expressionskulturen (6.5.3)
wurde mit 200-1000 pl Ni-NTA-Agarose versetzt und auf Eis fiir 1 h bei 100 min™ inkubiert. Die
Suspension wurde auf eine Polyprepsdule gegeben und mit 2-25 mL Lysepuffer und 2-25 mL
Waschpuffer (siehe 6.2.2) gewaschen. Die Elution erfolgte entweder fraktioniert Giber eine ansteigende
Imidazolkonzentration im Elutionspuffer (50-300 mM) oder stoRweise mit 300 mM Imidazol im
Elutionspuffer. Das Volumen der Elutionsfraktionen betrug zwischen 250 pl und 2,5 mL und wurde
der zu erwartenden Proteinkonzentration und dem anschlielenden Experiment angepalt. Allen
Fraktionen (Uberstand, Durchlauf, Waschen und Elutionen) wurde 20 pl Losung entnommen und fr
die anschlieRende SDS-PAGE-Analytik (siehe 6.5.7) gelagert.
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6.5.5 Entsalzung und Aufkonzentrierung von Proteinen

Zur Entsalzung und Umpufferung von Proteinfraktionen wurden PD10-desalting-Columns der Firma
GE verwendet. Es wurde nach den ,,gravity protocol* entsprechend den Herstellerangaben gearbeitet.
Zur Aufkonzentrierung von Proteinfraktionen wurden Vivaspin 500 Zentrifugationskonzentratoren der
Firma Sartorius benutzt und entsprechend den Herstellerangaben verwendet. Diese enthalten eine
vertikale Membran verschiedener spezifischer Molekulargewichtsausschlussgréien (MWCO). Die

jeweils gewahlte MWCO war dabei maximal halb so grof3 wie die entsprechende Proteingrofie.
6.5.6 TCA-Prazipitation

Bei sehr schwach konzentrierten Proteinfraktionen, die per SDS-PAGE (6.5.7) analysiert werden
sollten, wurde eine Fallung des Gesamtproteins mit Trichloressigsdure (TCA) vorgenommen. Die
Probe wurde mit 1/10 (v/v) 72% (w/v) TCA versetzt und 10 min bei RT stehen gelassen. Danach
wurde 10 min bei 18000 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig abgeenommen und der
Rickstand in 10 pL 1M Tris-HCI pH 8,5 aufgenommen.

6.5.7 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Zur Analytik von Proteinexpressionen und —aufreinigungen wurde die SDS-PAGE verwendet. Dabei
wurden Proben aus den Abschnitten 6.5.4, 6.5.5 und 6.5.6 in einem Volumen von 1:1 mit 2xSDS-
Probenpuffer (100 mM Tris; 200 mM DTT; 4% (w/v) SDS; 0,2% (w/v) Bromphenolblau; 20% (v/v)
Glycerin) versetzt, gemischt und bei 95 °C fiir 5 min denaturiert.Danach wurde wieder gemischt und
die Proben fir 1 min zentrifugiert (10000 x g). Bei Proteinexpressionen wurde auch das Zellpellet aus
Kap. 6.5.3 mit Lysepuffer versetzt, 30 s gemischt, und analog behandelt, um unlgsliches Protein zu

detektieren.

Die Trennung der Proteine wurde in einem vertikalen Multigel Elektrophoresesystem durchgefiihrt. Es
kamen Gele in Konzentrationen von 12 bis 20% (v/v) Polyacrylamid:Bisacrylamid zum Einsatz und
wurden nach der Literatur hergestellt.?® Zuerst wurde das Trenngel angesetzt und zwischen zwei
Glasplatten gegossen, die mit Klammern fixiert und durch ein Gummi dreiseitig abgedichtet waren.
Damit an der Grenzschicht zum spateren Sammelgel eine horizontale, gerade Flache entstand, wurde
das Trenngel mit Isopropanol Uberschichtet. Nach der Polymerisation wurde das Isopropanol entfernt
und das 5% (v/v) Polyacrylamid:Bisacrylamid-Sammelgel auf das Trenngel gegossen und der Kamm
eingesetzt. Das fertige Gel wurde in einer Elektrophoresekammer befestigt und mit SDS-Laufpuffer
(25 mM Tris; 250 mM Glycin; 0,1% (w/v) SDS) (berschichtet. Bei der Dokumentation von
Expressionen von MbtH-artigen Proteinen wurde in der SDS-PAGE statt dem gangigen Laemmli-
Laufpuffer mit Glycin ein Puffersystem aus Tris/Tricin®”® verwendet werden. Tricin besitzt einen
anderen pKs-Wert als Glycin und &ndert die Auflosung von kleinen Proteinen in der Elektrophorese.

Die kleinen Proteine laufen nicht mehr mit der Farbemittelfront aus dem Gel mit. Das Gel wurde hier

144



6 Material und Methoden

von oben mit Kathodenpuffer (100 mM Tris pH 8,25, 100 mM Tricin, 0,1% SDS) uberschichtet, in die
untere Pufferkammer wurde Anodenpuffer (200 mM Tris pH 8,9) gegeben.

Die Proben wurden in die Taschen Uberflhrt. Bei der Verwendung von kleinen Taschen wurde ein
Volumen von 10 bis 12 pL und bei der Verwendung von grof3en Taschen ein Volumen von 20 bis 30
uL der Probe eingefiillt. Zur spéteren Analyse kamen Proteinmarker zum Einsatz, die Proteine
definierter Grolie beinhalten. Verwendet wurden dabei der Roti-Mark-Standard (Firma Roth), wovon 3
uL aufgetragen wurden, sowie der Broad-Range-Marker (Firma NEB), wovon 8 bis 10 uL aufgetragen
wurden. Die Proteine wurden durch das Anlegen einer Spannung von 90-120 V nach ihrer GroRe
getrennt. Nach Beendingung der Elektrophorese konnten die Proteinbanden durch Férbung mit
Coomassie-Blau sichtbar gemacht werden. Das Gel der SDS-PAGE wurde nach der
elektrophoretischen Trennung in die Coomassie Farbelésung (10% (v/v) Eisessig; 30% (v/v)
Methanol; 0,25% (w/v) Brilliant-Blau R250) gegeben und fur 30 min auf einem Schittler bei
Raumtemperatur gefarbt. Als Alternative wurde in einigen Féllen die Féarbung in der Mikrowelle
vorgenommen. Dabei wurde die Féarbeldsung kurz aufgekocht und fiir weitere 5 min auf dem Schiittler
platziert. Nach der Farbung wurde kurz mit destilliertem Wasser gespult und die Entfarber-Ldsung
(10% (v/v) Eisessig; 30% (v/v) Methanol) auf das Gel gegeben. Das Gel wurde auf dem Schiittler mit
einem Zellstofftuch enttfarbt, bis die Proteinbanden gut sichtbar waren. Zur Dokumentation schloss
sich eine Trocknung in Cellophan-Folie mit 1 mL Glycerin an.

6.5.8 Proteinkonzentrationsbestimmung
6.5.8.1 Bradford-Test

Die Konzentration von Proteinfraktionen wurde mit dem modifizierten Bradfordassay®® bestimmt.
Der Test beruht auf dem klassischen Bradford-Verfahren zur Proteinbestimmung. Die Methode basiert
auf einer Komplexbildung zwischen dem Farbstoff Coomassie-Brilliant-Blue G 250 und dem Protein,
wobei sich die Farbe des Farbstoffs von rot nach blau &ndert. Die proteingebundene, blaue Form
besitzt ein Absorptionsmaximum bei 595 nm, wahrend die ungebundene, rote Form bei 450 nm ein
Absorptionsmaximum aufweist. Die photometrische Messung der Absorption bei 595 nm lieferte eine
Standardkurve, die keine Linearitat aufweist. Die Linearitét ergibt sich, wenn jede Probe bei 590 und
bei 450 nm vermessen wird und der Quotient ODsgonm und ODassonm gegen die Konzentration
aufgetragen wird. Hierzu wurden 2 mL 5 x Roti-Nanoquant (Fa. Roth) mit 8 mL destilliertem Wasser
verdiinnt. 100 pL dieser Arbeitslosung wurden mit 25 pl der Proteinlosung in Mikrokiivetten gut
vermischt und eine Bestimmung der Absorption bei 590 und 450 nm vorgenommen. Die
Proteinmenge wurde anhand einer Kalibriergeraden bestimmt, die mit BSA als Standardprotein
erstellt wurde (Abb. 6-1). Die Messung erfolgte gegen Wasser als Referenzwert. Fir die Erstellung der

BSA-Kalibriergeraden und der Probemessung wurde eine Dreifachbestimmung durchgefiihrt. Die
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Proben wurden vor der Messung verdiinnt, sodass die resultierenden Messwerte im linearen Bereich

der Kalibriergeraden liegen.

A [590 nm/450 nm]
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2 .

15 y =0,0276x + 0,4911

R2 = 0,9993
1
0,5
0 T T T T T 1
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Abb. 6-1: BSA-Kalibriergerade flr den Bradford-Test

6.5.8.2 SDS-PAGE-Absorptionsmessungen

Fir die Konzentrationsmessungen von Proteinkomplexen (A-Doméne und MbtH-Protein) wurde die
Proteinkonzentration Uber eine Absorptionsmessung der Proteinbanden auf den SDS-PAGE Gelen
verifiziert. Hierzu wurden SDS-PAGE Gele angefertigt, die neben den unbekannten Proben
BSA-Proteinproben bekannter Konzentration enthielten. Die Software des Geldokumentationssystems
Genius (Syngene) wandelte die Absorptionsmessungen der Banden in Peaks um. Aus den Flachen
unter den Peaks konnte dann tber eine Kalibrierkurve der bekannten BSA-Proben die Konzentration

der unbekannten Proben errechnet werden (Abb. 6-2).
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Abb. 6-2: Kalibriergerade zur Messung der Konzentration unbekannter Proteinproben am
Geldokumentationssytem Genius
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6.5.9 Massenspektrometrische Untersuchung von Proteinen

Einige Proteine wurden massenspektrometrisch per MALDI-TOF-TOF-MS untersucht. Dazu mufte

die Probe entsalzt und konzentriert vorliegen.
6.5.9.1 Probenvorbereitung

Die Proteinprobe wurde zunachst in das Vivaspin-Réhrchen (siehe 6.5.5) tberfiihrt und bei 15000 x g
fiir 15 min zentrifugiert. Fiir die Entsalzung der Probe wurde zum Retentat 300 pL. 50% Acetonitril
hinzugefugt und bei 15000 x g fir 15 min zentrifugiert. Dieser Waschschritt wurde 5-10 Mal

wiederholt. Das entsalzte Retentat wurde in den Messungen eingesetzt.
6.5.9.2 Massenspektrometrie von Proteinen

Mit den konzentrierten Proteinproben wurden matrix-assisted laser desorption/ionization — time of
flight-Massenspektrometrie-(MALDI-TOF-MS)Messungen durchgefiihrt Die Proben wurden mit
einem Bruker autoflex Il TOF/TOF analysiert, wobei es sich bei der verwendeten Matrix um HCCA
(a-Cyano-4-hydroxyzimtsaure) oder DHAP (2,5-Dihydroxyacetophenon) handelte. Die Probe wurde

auf die Matrix gegeben, mit konzentrierter TFA gewaschen und anschlielend vermessen.
6.5.10 Proteinaufreinigung mit FPLC

Die weitere Aufreinigung von Elutionsfraktionen der Ni-NTA-Aufreinigung (siehe 6.5.4) wurde an
einer Akta-FPLC (GE-Healthcare) vorgenommen. Es wurde eine SepharoseQ-FF-Saule (1 mL) und
eine 2 mL-Probenschleife verwendet. Es wurde ein Stufengradient mit Puffer A (50 mM Tris-HCI, pH
8,0) und Puffer B (50 mM Tris-HCI, pH 8,0, 1M NaCl) benutzt. Nach der Probenaufgabe (ca. 1 mL
einer Proteinelution in Assaypuffer) wurde mit 5 S&ulenvolumen 10% B gewaschen, und schrittweise
mit 5 Sdulenvolumen 20% B, 5 S&ulenvolumen 30% B, 5 Saulenvolumen 40% B und 5
Saulenvolumen 80% B eluiert. Die FraktionsgroRe betrug 1 mL. Nach Analyse der Fraktionen der
groften Peaks mit Bradford-Test (siehe 6.5.8.1) wurden die Fraktionen, die das Zielprotein enthielten,
gesammelt und mit Vivaspin-Réhrchen entsalzt und aufkonzentriert (siehe 6.5.5). Die (brigen
Fraktionen mit Proteingehalt wurden TCA-prazipitiert (6.5.6) und zusammen mit den Fraktionen mit
Zielprotein per SDS-PAGE (siehe 6.5.7) analysiert.

6.5.11 Lagerung von Proteinen

Proteine wurden, um die Aktivitat Uber langere Zeit zu erhalten, mit einer Tropfpipette vorsichtig in
flissiges N, getropft. Dabei musste der Proteinpuffer mindestens 10% Glycerin enthalten. Die

gefrorenen Kiigelchen wurden bei -80°C gelagert und bei Bedarf auf Eis aufgetaut.
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6.6 Enzymassays

6.6.1 [y-'204]-ATP-Assay
6.6.1.1 Durchflihrung des Assays

Pro getesteter Aminosdure wurde ein Ansatz angefertigt. Die Versuche wurden in 200 pL-
ReaktionsgeféalRen durchgefiihrt. Ein Ansatz umfasste folgende Komponenten:

- 2 ul Lésung 1: 3 mM y*°0,-ATP, 15 mM MgCl, in 20 mM Tris-HCI pH 7,5

- 2 ul Lésung 2: 3 mM einer Test-Aminosédure, 15 mM Na-Pyrophosphat (PPi) in 20 mM Tris-HCI pH
7,5

- 2 pl des konzentrierten Enzyms in Assaypuffer

Die Positivkontrolle fir die Messung enthielt 2 ul Losung 2 der aktivierten Aminoséaure, 2 ul 3 mM
v*°0,-ATP, 15 mM MgCl, in 20 mM Tris-HCI pH 7,5 und 2 ul der des Enzyms. Die Negativkontrolle
enthielt 2 pl Lésung 2 der aktivierten Aminosaure, 2 pl der Lésung 1 und 2 pl des Assaypuffers. Nach
2 h Inkubation bei RT wurde der Assay durch die Zugabe von 6 pl einer Losung von 9-Aminoacridin

in Aceton (10 mg x mL™) gestoppt.
6.6.1.2 Massenspektrometrische Analytik des Assays

Fir die Analytik des [y-'®0,]-ATP-Assays wurden MALDI-TOF-MS-Messungen (siehe 6.5.9.2)
durchgefuhrt. Alle Messungen wurden mit einem Bruker autoflex Il TOF/TOF durchgefuihrt. Vor der
Analyse wurde 1 ul der Proben/Matrix-Mischung auf ein Edelstahl-MALDI-Target aufgetragen. Die
Massenspektren wurden im Negativmodus im Bereich von 450 bis 1200 m/z aufgenommen. Die
Massenspektren  fur die ATP-PPi-Austauschanalyse wurden aufgenommen, indem 100
aufeinanderfolgende Laserst6l3e gemittelt wurden. Die Spektren wurden mit Hilfe der Bruker Compass
Data Analysis Software der Firma Bruker Daltonic GmbH ausgewertet. Um den prozentualen

Austausch zu errechnen, wurde folgende Formel angewendet:
Prozent Austausch: ——— x 100

(*®0 + '°0) bezeichnet die Summe der Integrale der Peaks bei m/z: 506, 508, 510, 512, 514, 528, 530,
532, 534, 536 und '°O das Integral des Peaks bei m/z: 506. Die Aktivierung wurde dann wie folgt

berechnet:

Prozent Aktivierung: x 100
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Da die molare Gleichgewichtsrate von unmarkiertem PPi zu y-'°0,-ATP unter Assay-Bedingungen 5:1

ist, entsprechen 83,33 % gemessener Austausch 100 % Aktivierung.
6.6.2 Assays zur Bildung von (3-Ncp)Ala aus Lysin
6.6.2.1 Assay von HrmJ

Es wurden 100 mM Stammldsungen von a-Ketoglutarsaure, Ascorbinséure, DTT, FeSO, und Lysin
(alle geldst in dH,0) hergestellt. Eine typische Assaymixtur bestand aus 1 mM Lysin, 1 mM DTT, 1
mM a-Ketoglutarsdure, 1 mM Ascorbinsédure, 0,5 mM FeSO, und 1 mM HrmJ in 100 mM
Phosphatpuffer, pH 7,5, oder pH 8. Das Reaktionsvolumen betrug 500 pL. Der Assay wurde 3 h bei
RT inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 500 pL eiskaltem Ethanol gestoppt.

6.6.2.2 Derivatisierung der Aminosauren

Es wurden 50 pL der zu derivatisierenden Aminosaure oder der Assayldsung aus Abschnitt 6.6.2 mit
50 pL Dansylchlorid (1,5 mg x mL™ in Acetonitril) und 50 pL Li,CO; (80 mM, pH 10) vermischt und
unter LichtausschluB 1 h bei RT inkubiert.*®* Die Reaktion wurde durch Zugabe von 20 pL einer 2%
Ethylaminlésung gestoppt und 1 min bei 10000 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde mit HPLC
(siehe 6.6.2.3) analysiert.

6.6.2.3 HPLC-Analytik der Assays

Es wurden zwei Methoden zur HPLC-Analytik der derivatisierten Aminoséduren (siehe 6.6.2.2)

angewendet.
Methode 1:%*®
30 min 59% Ammoniumformiat (9 mM, pH 3,4), 41 % Acetonitril, 1 mL x min™,

Die Ammoniumformiatldsung wurde mit Ameisensaure auf pH 3.40 eingestellt. Der FIuf betrug 1 mL

x min™,

Séaule: C18 250x4 mm Knauer 5 pm

Methode 2:*°

30 min 80 % KH,PO, (0,1 mM, pH 7,5), 20 % Acetonitril.
Der FluB betrug 1 mL x min™,

Sdule: C18 250x4 mm Knauer 5 pm

Die Proben wurden auf einer analytischen HPLC von Jasco (siehe 6.7.3) analysiert.
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6.6.3 Kinetische Charakterisierung von HrmF

Isoliertes HrmF aus der Uberexpression von pMC6 wurde in 100 mM Phosphatpuffer Gberfiihrt (siehe
6.5.5) und mit L-DOPA in verschiedenen Konzentrationen inkubiert. Ein typischer Assay nach
Colabroy et al.?*’ bestand aus 25 pL Enzym (1,3 uM, 10 pM L-DOPA und 10 pM Ascorbinsaure in
500 puL Phosphatpuffer (100 uM, pH 8). Die Enzymaktivitat wurde 30 min durch die Anderung der
Absorption bei 413 nm an einem BioMate 3 Photometer (Thermo) verfolgt. Es bildete sich ein gelb
gefarbtes Reaktionsprodukt (e=20.300+890 M™ cm™). Die kinetischen Parameter wurden ermittelt,
indem die linearen Anderungsraten der Absorptionen gegen die Substratkonzentration aufgetragen
wurden und mit dem Hanes-Woolf-Diagramm linearisiert wurden. Die Michaelis-Menten-Kurve

wurde mit dem Programm GraphPad Prism 4 errechnet.
6.6.4 PCP-Beladungsassay von HrmK/HrmL

Eine typische Assay-Mixtur bestand aus 5 mM Prolin, 5 mM ATP, 10 mM MgCl,, 5 mM
Tris(2-carboxyethyl)phosphonhydrochlorid (TCEP), 2,4 mM HrmL und 0,2 mM HrmK in 20 mM
Tris, pH 7,5. Das Reaktionsvolumen betrug 500 pL. Die Reaktion wurde 1 h bei RT inkubiert.
AnschlieBend wurde mit Vivapin 5K MWCO aufkonzentriert (siehe 6.5.9.1) und mit dH,O
gewaschen, um die Probe fir die Massenspektrometrie vorzubereiten. Die entsalzten Proteine wurden
mit MALDI-TOF-Massenspektrometrie (siehe 6.5.9.2) analysiert.

6.7 In vivo-Proteinexpression und Analytik

6.7.1 In vivo-Proteinexpression von Biosynthesegenen

Fur Expressionen in E. coli wurde analog zu Abschnitt 6.5.2 verfahren. Die Grolle der
Expressionskulturen betrug 300 mL. Pseudomonas fluorescens Pf-5 wurde bei 30 °C kultiviert (siehe
6.3.2). Die GroRe der Kulturen betrug 50 mL. Eine Induktion der Proteinexpression war hier nicht
notig, da der Pyoluteorinpromoter wéhrend der Pyoluteorinbiosynthese induziert werden sollte. Es
wurden vier verschiedene Kulturen (und Negativkontrollen) parallel angesetzt und nach verschiedenen
Zeitpunkten (43 h, 51 h, 66 h, 76 h) aufgearbeitet.

6.7.2 Aufarbeitung der Zellen und Extraktion

Die Aufarbeitung der Uberexpessionen von HrmF und HrmC in E. coli erfolgte nach Riithlein.?®® Die
Zellen wurden nach der Expression zentrifugiert (4 °C, 3600 rpm, 30 min), mit 50 mL steriler NaCl-
Losung gewaschen und in 150 mL KH,PO4/K,HPO,-Puffer (100 mM, pH 8.0) resuspendiert. VVon nun
an wurde unter Lichtausschlu® gearbeitet. Es wurde 11 mM (Endkonzentration) L-

Dihydroxyphenylalanin (L-DOPA) hinzugegeben, und 1 h. bei 16 °C inkubiert. Anschlie}end wurden

150



6 Material und Methoden

die Zellen wieder abzentrifugiert (3600 rpm, 10 min) und der gelb gefarbte Uberstand abgenommen
und gefriergetrocknet. Der Extrakt wurde in Methanol geldst und mit HPLC-MS (Methode CF, siehe
6.7.3) analysiert.

Die Zellkultur der Uberexpression von HrmJ in E. coli wurde zunachst auf Eis und unter Rithren 5
Minuten per Ultraschall aufgeschlossen. Die Zelltrimmer wurden dann bei 3600 rpm 30 Minuten
abzentrifugiert und der Uberstand gefriergetrocknet. Der trockene Extrakt wurde in 10 mL dH,O
geldst, mit Dansylchlorid derivatisiert (siehe 6.6.2.3) und mit HPLC analysiert (siehe 6.6.2.4).

Die Aufarbeitung der Expressionen in Pseudomonas fluorescens Pf-5 erfolgte nach Sarniguet et al.*®
Die Zellen wurden zentrifugiert (5000 x g, 5 min) und das Zellpellet wurde in 10 mL Aceton
resuspendiert. Die Zellsuspension wurde zentrifugiert (10000 x g, 10 min) und der Uberstand wurde
gesammelt. Der Kulturiiberstand wurde mit 1 M HCI auf pH 2.0 eingestellt und 3 mal mit 50 mL
Ethylacetat extrahiert. Alle organischen Phasen wurden vereint und das L&sungsmittel unter
vermindertem Druck entfernt. Der Rickstand wurde in 4 mL Methanol aufgenommen und mit HPLC
(siehe 6.7.3) und HPLC, gekoppelt mit hochauflésender Massenspektrometrie [HPLC-HRMS (siehe
6.7.4) (Methode N)], analysiert.

6.7.3 HPLC-Analytik von Enzymexpressionen

Die Analyse von Enzymassays mittels HPLC wurde auf einer computergesteuerten Anlage der Firma
Jasco (Darmstadt) mit einem zugehdrigen MD-2015 Multiwavelength Detektor von Jasco

durchgefuhrt. Zur Auswertung der Messergebnisse wurde das Programm ChromPass (Jasco)

verwendet.
Methode N:
Minute  %Acetonitril (+0,1% % H,0 (+0,1% TFA)
TFA)
0 5 95
30 45 55
31 100 0
40 100 0
45 5 95

6.7.4 HPLC-HRMS von Enzymexpressionen

Fir die HPLC-massenspektrometrischen  Untersuchungen (HPLC-MS) war ein micrOQ-TOF-
Flugzeitspektrometer der Fa. Bruker Daltonik GmbH (Bremen) mit Apollo-ESI-Quelle mit einer
HPLC-Anlage Agilent-1200-Serie gekoppelt. Das System wurde mit der HyStar Software (Bruker)

gesteuert. Die Kalibrierung erfolgte intern mit Natriumformiat. Die Genauigkeit der Massen-
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bestimmung lag bei 5 ppm (exakte Masse). Die Auswertung der Ergebnisse erfolgte mit der Software

Data Analysis der Firma Bruker. Als HPLC-Methoden wurden die Methoden aus 6.7.3 verwendet.
6.8 Fermentation von Streptomyces griseoflavus W-384

Es wurde eine Vorkultur in 50 mL NM6 (siehe 6.2.1) angesetzt und bei 180 rpm und 27 °C fiir 48 h
kultiviert. Die Vorkultur wurde dann in einem sterilen Labfors 10 L Fermenter mit 1,5 L NM10 (siehe
6.2.1) versetzt und fir 72 h bei 27 °C, einem pH von 6.5 und einer Luftzufuhr von 1.6 vvm
fermentiert. Zur Erhéhung der Ausbeute wurden nach 24 h tber 10 Stunden 3 mmol Pyrrol-2-
carbonsdure, geldst in 75 mL sterilem Wasser, zur Kulturbriihe gepumpt. Durch Zentrifugation wurde
das Mycel vom Medium getrennt, letzteres wurde, da es kein Hormaomycin enthielt, verworfen. Das
Myecel wurde nach Lyophilisation und Mdrsern mit 3x 450 mL Ethylacetat extrahiert. Nach Abrotieren
des Losungsmittels wurde mit kaltem Pentan gewaschen. Der trockene Rohxtrakt wurde in
Methanol/Acetonitril (1:1, 6,75 mg x mL™) gelést und tiber eine préparative HPLC-Anlage der Firma
Knauer aufgetrennt. Als S&ule wurde eine Knauer Eurospher 100 C-18, 7 pm, 250 x 16 mm
verwendet. Die FluRrate betrug 14 mL x min™. Pro Lauf wurden 750 pL injiziert.

HPLC-Methode Streptomyces:

Minute % Acetonitril (+0,1% TFA) % H,O (+0,1% TFA)
0 45 55
3 45 55
20 60 40
22 75 25
35 85 15
37 100 0
50 100 0
60 45 55

6.9 Analytik des hrmB-Uberexpressionsextraktes

6.9.1 Analytische und préaparative Auftrennung des Extraktes

Der Extrakt der hrmB-Uberexpression wurde in Neapel/ltalien auf einer Varian Prostar 210 HPLC,
ausgesattet mit einem Varian Prostar 325 UV-Vis-Detektor (273 nm) zundchst mit einer semipréparativen
Séule (C18, 25x10 cm, 5 pum) aufgetrennt. Die Trennung war isokratisch (Acetonitril/H,O 75:25+
0,1% TFA; 4 mL/min). Der Extrakt wurde im Laufmittel mit einer Konzentration von 18,75 mg/mL
geldst. Pro Lauf wurden 800 pL injiziert. Alle Fraktionen wurden gesammelt und das Lésungsmittel
unter vermindertem Druck entfernt. Die Fraktionen 15,16,17,23,24 und 30 wurden dann mit einer
analytischen Séule (C18, 250x4 mm, 5 um) erneut aufgetrennt. Es wurde ein Methanol/H,0-Gemisch
(Fraktion 15: 8:2, Fraktionen 16 und 17: 85:15, Fraktionen 23,24 und 30: 9:1) als FlieBmittel
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eingesetzt. Die Fraktionen wurden im Laufmittel mit einer Konzentration von 10 mg/mL gel6st.
Flussrate betrug 1 mL x min™. Pro Lauf wurden 100 pL injiziert. Die Peaks wurden gesammelt und
die Injektionen wiederholt, bis die Fraktionen komplett aufgetrennt waren.

6.9.2 Massenspektrometrie von Hormaomycin und Analoga

Hormaomycin und die isolierten Analoga (siehe 5.5.2) wurden in 100% Methanol (MeOH) geldst und

auf einem Thermo LTQ Orbitrap Massenspektrometer an der Universitat Neapel/ltalien vermessen.

6.9.3 NMR-Spektroskopie von Hormaomycin und Analoga

Hormaomycin und Analoga (siehe 5.5.2) wurden in deuteriertem Methanol (CDsOD) gel6st, und in
einem Varian Unitylnova NMR-Spektrometer mit Kryokopf mit 700 MHz an der Universitat

Neapel/Italien vermessen.
6.10 Verwendete Chemikalien

Gewohnliche Chemikalien sowie Lésungsmittel wie Aceton, Acetonitril, Chloroform, Dichlormethan,
Isopropanol, Ethylacetat, Methanol etc. wurden von den Firmen Fluka/Riedel-de-Haén (Seelze),
Merck (Darmstadt), Fisher Scientific (Schwerte), Sigma-Aldrich (Seelze) und J.T. Baker/Mallinckrodt

Baker (Deventer, NL) mit dem Reinheitsgrad p.A. verwendet. In HPLC-Anwendungen wurden

HPLC-grade-L6sungsmittel verwendet.

Acrylamid-bisacrylamid 37,5:1 (Rotiphoresegel 40)
Agar

Agarose NEEO Qualitat
1-Aminocyclopropancarbonsaure
2-Amino-5-nitrobenzoeséure

L-Alanin

L-Arginin

L-Asparagin,

L-Asparaginsaure

Ameisensdure

Ammoniumperoxodisulfat (APS)

Antarctic Phosphatase + 10x Puffer

Benzoesaure

Bovin Serum Albumin (BSA-Lésung 10 mg x mL™)
Brilliant-Blau R250
5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-B-D-galactopyranosid (X-Gal)

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Seelze
Acros Organics, Geel (B)
Fluka / Riedel-de-Haén, Seelze
AppliChem, Darmstadt
AppliChem, Darmstadt
Acros Organics, Geel (B)
Riedel-de-Haén, Seelze
Merck, Darmstadt

NEB, Frankfurt/Main
Sigma-Aldrich, Seelze
NEB, Frankfurt/Main
Roth, Karlsruhe
AppliChem, Darmstadt
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Bromphenolblau-Natriumsalz
Calciumchlorid
Calcium-D-Panthothenat
Carbenicillin-Dinatriumsalz
L-4-Chlorophenylalanin
Cyclohexancarbonsaure
Cyclopentancarbonsaure

L-Cystein
Desoxyadenosin-5’-triphosphat (dATP)
Desoxythymidin-5’-triphosphat (dTTP)
Desoxynukleotide (ANTPS)
L-Diydroxyphenylalanin (L-DOPA)
N, N-Dimethylformamid (DMF)
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat
1,4-Dithiothreitol (DTT)

100bp DNA ladder extended

1kb DNA ladder

1kbplus DNA ladder
Eisen(Il)sulfat-Heptahydrat

Eisessig

Ethidiumbromid
Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA)
Expand High FidelityPLUS PCR System
Fleischextrakt

Furan-2-carbonséure

Gel green

D(+)-Glucose Monohydrat
L-Glutamin
L-Glutaminsdure-Mononatriumsalz
Glycerin

Glycin

Hefeextrakt

AppliChem, Darmstadt
KMF, Lohmar

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Acros Organics, Geel (B)
Sigma-Aldrich, Seelze
Sigma-Aldrich, Seelze
Roth, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe

Alfa Aesar, Karlsruhe
Fisher-Scientific, Schwerte
Roth, Karlsruhe

Fluka / Riedel-de-Haén, Seelze
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Fermentas, St. Leon-Rot
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

KMF, Lohmar

Roche, Grenzach-Wyhlen
Fluka / Riedel-de-Haén, Seelze
Sigma-Aldrich, Seelze
Biotium, Hayward (USA)
Fluka / Riedel-de-Haén, Seelze
AppliChem, Darmstadt
AppliChem, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Fisher-Scientific, Schwerte

Becton Dickinson, Heidelberg

2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)ethansulfonsédure (HEPES) Roth, Karlsruhe

L-Histidin

Imidazol

AppliChem, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
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L-Isoleucin
Isopropylthiogalactosid (IPTG)
Kaliumacetat

Kaliumcarbonat

Kaliumchlorid

Kanamycin-Sulfat
a-Ketoglutarsdure

L-Leucin

L-Lysin-HCI
Magnesiumchlorid-Hexahydrat
Magnesiumsulfat-Heptahydrat
Manganchlorid-Dihydrat
a-Methylphenylalanin
S-Methylphenylalanin
Morpholinpropansulfonsdure (MOPS)
Natriumacetat

Natriumcarbonat

Natriumchlorid
Natriumdihydrogenphosphat-Dihydrat
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumhydroxid
Natriumthiosulfat
Nicotinamidadenindinukleotid (NAD+)
Nicotinsdure

Ni-NTA Agarose

Ni-NTA Agarose

Orange G

PCR Purification Kit
pPGEM-Teasy Kit

L-Phenylalanin

Picolinsdure

Pipecolinsdure

Primer (DNA-Oligonucleotide)
L-Prolin

Proteinmarker Broad-Range
Proteinmarker RotiMark Standard

Pyrrol-2-carbonséure

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

ABCR,; Karlsruhe
AppliChem, Darmstadt
Acros Organics, Geel (B)
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Seelze
Sigma-Aldrich, Seelze
Fluka / Riedel-de-Haén, Seelze
Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt
Fluka / Riedel-de-Haén, Seelze
Sigma-Aldrich, Seelze
Sigma-Aldrich, Seelze
Acros Organics, Geel (B)
KMF, Lohmar

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

KMF, Lohmar
Sigma-Aldrich, Seelze
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Qiagen, Hilden
Macherey/Nagel, Duisburg
Sigma-Aldrich, Seelze
Fermentas, St. Leon-Rot
Promega, Mannheim
AppliChem, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Seelze
Alfa Aesar, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Acros Organics, Geel (B)
NEB, Frankfurt/Main
Roth, Karlsruhe

Alfa Aesar, Karlsruhe
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Restriktionsenzyme + 10x Puffer + 100x BSA
Riboflavin

Ribonuklease A (RNase A)

Saccharose

Salzsdure

Schwefelséure

L-Serin

Sojamenhl

Streptomycin

T4 DNA Ligase + 10x Puffer

Taq DNA Polymerase + 10x Puffer
Tetrahydrofuran-2-Carbonséure
N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin (TEMED)
Thiophen-2-carbonsaure

D-Threonin

L-Threonin

Trifluoressigséure (TFA)
Tris(2-carboxyethyl)phosphon-hydrochlorid (TCEP)
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris)
Triphenylmethylchlorid

Trypton

L-Tryptophan

L-Tyrosin

L-Valin

Xylencyanol

Zinksulfat-Hexahydrat

6.11 Verwendete Gerate und Materialien

Agarosegelelektrophorese-Kammer + Spannungsquelle

Standard Power Pack P25
Analysenwaage CP225D

Autoklav V65

Cellophan-Folien + Geltrocknungsrahmen
DC-Alufolie Kieselgel 60 F254

Drehschiebervakuumpumpe RZ6

NEB, Frankfurt/Main
AppliChem, Darmstadt
Roth, Karlsruhe

Riedel-de-Haén, Seelze

Fluka / Riedel-de-Haén, Seelze
Fluka / Riedel-de-Haén, Seelze

Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Seelze
Sigma-Aldrich, Seelze
Jena Bioscience, Jena
NEB, Frankfurt/Main
Sigma-Aldrich, Seelze
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Seelze
Alfa Aesar, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
AppliChem, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Seelze

Becton Dickinson, Heidelberg

Acros Organics, Geel (B)
Roth, Karlsruhe
AppliChem, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Biometra, Gottingen
Sartorius, Gottingen
Systec, Wettenberg
Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt

Vacuubrand, Wertheim
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Elektroporationskiivette 2mm
Elektroporator MicroPulser
Geldokumentation Genius
Halb-Mikrokivette (1,6 mL)
Inkubationsschttler Certomat BS-1
Inkubator B12

Kieselgel 60 (0,040- 0,063 mm)
Membranvakuumpumpe
Mikrokiivette UltraVette (70-850 ul)
Mikrowelle

Mikrozentrifuge ungekihlt Mikro200
Mikrozentrifuge, gekihlt 5417R
Mikrozentrifuge, gekihlt Mikro200R
Multigel (Gelelektrophoresesystem vertikal),
Multigel Long + Spannungsquelle
Standard PowerPack P25

Photometer (Biofotometer)
Photometer BioMate 3

Pipetten Pipetman P2 - P10 mL
Poly-Prep Saule (leer)
Probenfl&schchen fir Autosampler
(HPLC-Gefalke mit Deckel und Septum)

Proteanll xi cell (Gelelektrophoresesystem vertikal)

Rotationsverdampfer V2000
Schttler Rotamax 120
Speedvac / Concentrator 5301
Sterilbank Biowizard

Sterilfilter (0,2 um, Celluloseacetat, FP 30/0,2),

Thermocycler T-Gradient

Thermomixer comfort

Tischzentrifuge Rotina

Tischzentrifuge Z513K
Ultraschallhomogenisator Sonopuls HD2070
UV-Crosslinker CL1000 UVP
Vortex-Mixer VTX-3000L

Waage 440-47N

Waage BP110

Bio-Rad, Miinchen
Bio-Rad, Miinchen
Syngene, Cambridge (UK)
Sarstedt, Nimbrecht
Sartorius, Gottingen
Thermo, Langenselbold
Merck, Darmstadt
Vacuubrand, Wertheim
Roth, Karlsruhe
Lifetec Medion, Essen
Hettich, Tuttlingen
Eppendorf, Hamburg
Hettich, Tuttlingen

Biometra, Goéttingen

Eppendorf, Hamburg

Thermo Electron, Cambridge(UK)
Gilson, Middleton (USA)
Bio-Rad, Miinchen

Roth, Karlsruhe
Bio-Rad, Miinchen
Heidolph, Kelheim
Heidolph, Kelheim
Eppendorf, Hamburg
Kojair, Vilppula (FIN)
Whatman , Dassel
Biometra, Goéttingen
Eppendorf, Hamburg
35R Hettich, Tuttlingen
Hermle, Wehingen
Bandelin, Berlin
Cambridge (UK)

LMS, Tokio (J)

Kern, Balingen-Frommern

Sartorius, Gottingen
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Wasserbad GFL, Burgwedel
Zentrifugaleinheiten Vivaspin 500 (versch. MWCO) Sartorius, Gottingen
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A=Angstrom

A=Adenosin

Ala=Alanin
AMP=Adenosinmonophosphat
Arg=Arginin

AS=Aminoséure

Asn=Asparagin
Asp=Asparaginsaure
ATP=Adenosintriphosphat
BLAST= basic local alignment search tool
bp=Basenpaare
CDA=calcium-dependent antibiotic
COSY=Kaorrelationsspektroskopie
C=Cytosin

Cys=Cystein
dATP=Desoxyadenosintriphosphat
DNA=Desoxyribonucleinsaure
dNTP=Desoxynukleotidtriphosphat
DOPA=Dihydroxyphenylalanin
dTTP=Desoxythymidintriphosphat
ESI= Elektrosprayionization
EtOAc=Ethylacetat
FAD=Flavinadenindinukleotid
FPLC=fast protein liquid chromatography
G=Guanosin

GIn=Glutamin

Glu=Glutaminsdure

Gly=Glycin
Hpg=Hydroxyphenylglycin

HPLC=high performance liquid chromatography
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HRMS=high resolution mass spectrometry
IC=inhibition concentration

Ile=Isoleucin
IPTG=Isopropyl-p-D-1-thiogalactopyranosid
LC=liquid chromatography

Leu=Leucin

Lys=Lysin

MALDI=matrix-assisted laser desorption/ionization
MeOH=Methanol

Met=Methionin

MCS=multiple cloning site
MS=Massenspektrometrie
MWCO=molecular weight cut-off
NMR=nukleare Magnetresonanz
NADPH=Nikotinamiddinukleotidphosphat
NRPS=nicht-ribosomale Peptidsynthetase
NTA=Nitrilotriessigsaure

OD=optische Dichte

Orn=0rnithin

PCP=peptidyl carrier protein
PCR=polymerase chain reaction
Phe=Phenylalanin

PKS=Polyketidsynthase

ppm=parts per million
Ppant=Phosphopanthetheinyl-
PPi=Pyrophosphat
PPTase=Phosphopanthetheinyltransferase
PSI-BLAST=position specific iterative BLAST
RT=Raumtemperatur
SAM=S-Adenosylmethionin

SDS-PAGE=sodium dodecylsulfate polyacrylamide gelelectrophoresis

160



7 Abkirzungsverzeichnis

Ser=Serin

T=Thymidin

TE=Thioesterase
TFA=Trifluoressigsaure

Thr=Threonin

TOCSY-=total correlation spectroscopy
TOF=time of flight

Trp=Tryptophan

Tyr=Tyrosin

Val=Valin
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9 Anhang

9 Anhang

9.1 Plasmidkarten

Die folgenden Plasmidkarten zeigen die verwendeten Vektoren zur Lagerung und Sequenzierung von
PCR-Fragmenten. Die Beschreibung der jeweiligen Vektoren erfolgt unter 6.1.1.

f1 (+) origin 135441

b-goladosidase o-frogment 4 40-814
muliiple cloning site 453-740

loe promoter 517-938

pUC origin 1158-1825

ampicillin resistance (bla) ORF 19742833

pBluescript Il 5K (+/-] Multiple Cloning Site Region
[sequence shown 598-826)

g | Himc I
EcaD107 | Aee |
n TT |Prresirioed asr L Klpn I ?., [T ;?wl 'ii:l [}
TTGTAAAACGAC GO0 CAGT GAGCACECGT AAT ACGAC TCAC TAT AGGAG GAATT GAGATACE GAGCCCC OO0 TOBAGBGT CBAC. . .
m s bimding ate I7 primar brding ile = I primar [onding aita
B‘:}ml Hiad 11 Elmn_'.' it | P | Smal it | 'ij:nl ;Ibul W‘;' El,ﬂl Sacll ?u-:l
.« JOGTATCGAT AMGCT TRATATCGAATTCCT GCAGCCCGAGGAAT CCACT AGT TC TAGAGCGG CC GCCAC COC BATAGABCTC. . .
K5 s binding she 5K primar binding she
T3 Presmaber BaH 11 al - grmant
.. (GAGCTTTTATTCCC TT TAG TAAGAGT TAA TT GCGCACT TAACA TAA TG ATAAT CATAGCTATT TG
N 13 pemar binding site TWIE Revarn primar bimding dte
Abb. 9-1: Plasmidkarte und MCS von pBluescript SK(+)
Xmnl 2009
Scal 1890 Mael 2707 [ | 11 s
el 2 Apal 14
) Aatll 20
1 ori Sphi 25
BstZl | 3
ECDEI‘ a7
stZl | 43
Amp . Mol | 43
pGEM*-T Easy lacZ Sacll | 49
Vector EcoRl | =52
(3015bp)
Spel G
EcoRl 70
Motl 77
BstZl I
) Pstl 88
ori Sall 90
Mdel a7
Sacl 109
BstXl 118 &
Msil 127 2
141 %
T sps €

Abb. 9-2: Plasmidkarte mit MCS von pGEM-T Easy.
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9 Anhang

T7 Terminator
Not (5928)
Svp &

Not (5164)

His-tag_\

T7 Promotor —

pHIS8-Svp
6.086 bp

lacl

Balll r(ba\
| T7 promotor lac operator

rbs
AGAT CTCGATCCCGCGARATLAATACGACT CACTATAGGEGAATT GTGAGCGGAT AACAATT CCCCTCTAGAAAT AATTT TGTTTAACTT TAAGARGGAGATATACCATGAAACACCACCACCACCACCA

TCTAGAGCTAGGGCGCT TTAAT TATGCTGAGT GATAT CCCCTTAACACTCGCCTATTGTT AAGGGGAGAT CT TTATT ARAACAAATTGAAATTCT TCCTCTAT ATGGTACTTTGTGGT GG TGGTGGTGGT

N
Sy, />

Sacl \ E
Neol amH|l EcoRl| Sall i Mot hol
[ f | P i e

CCACCACGGTGGTCTGGTT CCGCGTGGTTC CCATGGCGGATCCGAAT TCGAGCTCCGTOGACARGCT TGCGGCCECACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCGGCTGCTAACAAAGCCOGAAA

GGTGGTGCCACCAGACCAAGGCGCACCAAGGG TACCGCCTAGGCT TAAGCTCGAGGCAGC TG TTCGAACGCCGGCGT GAGCT OGTGGT GG TGGTGGTGGTGAC TC TAGGCCGACGATTGT TTCGGGCTTT

T7 terminator
GGAAGCTGAGTTGCGCT GAGCAATARCTAG CATAACCCCT TGGGG CC TCTARACGGGTCT TGAGGGGTTT TT TG

CCTTCGACTCAACGCGACT OGT TATTGATCGT ATTGGGGAACCCCGGAGATTTGCCCAGAAC TCCCCARAMAAC

13

26

Abb. 9-3: Plasmidkarte und MCS fur den Proteinexpressionsvektor pHIS8svp bzw. pHIS8. Der fir die PPTase

Svp kodierende Abschnitt befindet sich in der Notl-Seite.

EcoN | (3754)

MCS1

Pfo | (3715)
Acl | (3626)
BStAP | (3610)\\ [\%

T7 promoter 1

Miu | (3286) lac operator T7 promoter 2 EcoO109 | (478)
lac operator Bsu36 | (517)
Age | (566)
XN Drd | (626)
Apa | (2863) & Tth111 | (626)
PspOM | (2859)~ bl - BsaA | (715)
&
"]
r—é‘.’ ~Bgl | (843)
N CDFDuet-1
Hpa | (2784) (3781 bp)
BsmB | (2451)-_)
Bbe | (2431)"
Sfo | (2429)
Nar | (2428)
Kas | (2427)
BsaX | (2618)
Xba | (2366) ~—_ I (1488)
i Nﬁsp;ﬁ (1519)
e'| (1566
FO”' (1611-’2349\ Bmt | (15(70) )

Pci | (1666
SgrA | (1693) Nsp | 4670))

Nco | (69)
His-Ta
BamH?(web
EcoR | d12)
EcolICR | (1200
Sac | (122)
Asc | (125)
Pst | (135)
Sbf | (135)
Sal | (137)
Hind Il (143)
Not | (150
Afl 1l 163)

VICS2

Nde | (298)
Bgl 1l (305)
Mfe | 311
EcoR V 319
Fse | (328)
AsiS | 337
Zra | (344)
Aat Il (346)
Acc65 | 348)
Kpn | (352)
Ava | (354)
Xho | (358
S+Ta

Pac | (429)
Avr Il 433

T7 terminator
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9 Anhang

ACYCDuetUP1
Pfo | Primer #71178-3

EcoN | T7 promoter-1
GCCATACCGCGAAAGGTTTTGCGCCATTCGATGGTGTCCGGGATCTCGACGCTCTCCCTTATGCGACTCCTGCATTAGGAAATTAATACGACTCACTATA

T7 transcription start-1
> lac operator

rbs Neo | His-Tag
GGGGAATTGTGAGCGGATAACAATTCCCCTGTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAATAAGGAGATATACCATGGGCAGCAGCCATCACCATCATCACCAC

MetGlySerSerHisHisHisHisHisHis
EcolGR | __Sbfl
BamH | EcoR1_Sacl _ Ascl _Pstl sall

Tat| puetUP2 Primer

Hind Il __Not 1 Afl Il BsrG1 #71180-3
AGCCAGGATCCGAATTCGAGCTCGGCGCGCCTGCAGGTCGACAAGCTTGCGGCCGCATAATGCTTAAGTCGAACAGAAAGTAATCGTATIGTACACGGCC
SerGlnAspProAsnSerSerSerAlaArgLeuGLnValAspLysLeuAlaAlaAlaEnd DuetDOWNT Primer
DuetUP1 Primer T7 transcription start-2 #1793

#71180-3 T7 promoter-2 lac operator rbs Nde |
GCATAATCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGGAATTGTGAGCGGATAACAATTCCCCATCTTAGTATATTAGTTAAGTATAAGAAGGAGATATACAT
JuetDOWN1 Primer

#71179-3
Zral Kpnl Aval
Nde | Bglll _Mfel EcoRV__ Fsel

AsiS | Aatll_Acc651 _Xho | S'Tag
ATGGCAGATCTCAATTGGATATCGGCCGGCCACGCGATCGCTGACGTCGGTACCCTCGAGTCTGGTAAAGAAACCGCTGCTGCGAAATTTGAACGCCAG
MetAlaAspLeuAsnTrpIleSerAlaGlyHisAlalleAlaAspValGlyThrLeuGluSerGlyLysGluThrAlaAlaAlaLysPheGLuArgGLln

S-Tag

Pacl _Avrll Eco0109 |
CACATGGACTCGTCTACTAGCGCAGCTTAATTAACCTAGGCTGCTGCCACCGCTGAGCAATAACTAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTG
HisMetAspSerSerThrSerAlaAlaEnd

T7 Terminator Primer
#69337-3

pCDFDuet-1 cloning/expression regions

Abb. 9-4: Plasmidkarte und MCS fur den Proteinexpressionsvektor pCDFDuet-1

Xho I(158)
Not I(166)
Eag I(166)
Hind I11(173)

Bpu1102 1(80)
Dra lll(5127), )

Nco 1(296)
= Xba 1(335)
Bgl I1(401)
@903'5358) <SgrA 1442)

.- Sph I(528)

X kox\Q
O

Pvu laaze) . /4/
Sgf 1(4426)

Sma 1(4300)

Miu 1(1123)

8 \\ Bl I137)
Clal4117) | =\
Nru l(4083) 1 | :" | | | BstE 1i(1304)
@ ||}
& pPET- 283("‘) = || \Apa 1(1334)
| (5369bp) &1l
\ 2/
\ == /)/BssH Ii(1534)
Eco57 1(3772) 4 | EcoR V(1873)
\ / /\Hpa l(1629)
AN 1(3840) ~
BssS 1(3397) 7 PshA 1(1968)

BspLU11 I(3224» e << Bgl 1(2187)
Sap 1(3108) /™~ = Fsp 1(2205)
Bst1107 1(2995) / / ~ } Psp5 11(2230)

Tth111 1(2989) /

T7 promoter primer #69348-3
_
ET upstream primer #69214-3
P p. Bg/”p T7 promoter lac operator Xbal rbs
AGATCTCGATCCCGCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGGAATTGTGAGCGGATAACAATTCCCCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGA
Neo | HisTag

_Ndel Nhel T7+Tag
TATACCATGGGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCTGGTGLCLCGCGCGGCAGCCATATGGCTAGCATGACTGGTGGACAGCAA
MetGlySerSerHisHisHisHisHisHisSerSerGlyLeuValProArgGlySerHisMetAlaSerMetThrGlyGlyGInGIn

- ..

Eag| thrombin
BamH | EcoR | Sacl Sall Hindll _ Notl — Xhol His-Tag
ATGGGTCGCGGATCCGAATTCGAGCTCCGTCGACAAGCTTGCGGCCGCACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCGGCTGCTAACAAAGCCL
MetGlyArgGlySerGluPheGlulLeuArgArgGIinAlaCysGlyArgThrArgAlaProProPreProProleuArgSerGlyCyskEnd

pET-28a(+)
GGTCGGGATCCBAATTCGAGCTCCGTCGACAAGCT TGLGGCCGCACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCGGCTGCTAACAAAGCCE  pET-28b(+)
GlyArgAspProAsnSerSerSerValAsplysleul oA |aAlaleut luHisHisHisHisHisHisEnd
GGTCGGATCCGAATTCGAGCTCCGTCEACAAGCTTGCGECCGCACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCGECTGC TAACAAAGCCE

pET-28c(+)
GlyArglleArglleArgAlaProSerThrSerleuArgProHisSerSerThrThrThrThrThrThrGlul leArgleuleuThrlysPro

Bpu1102 | T7 terminator
GAAAGGAAGCTGAGTTGGCTGCTGCCACCGCTGAGCAATAACTAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGGTTTTTTG

«-—
T7 terminator primer #69337-3

pET-28a-c(+) cloning/expression region

Abb. 9-5: Plasmidkarte und MCS fiir den Proteinexpressionsvektor pET28a. pET28b unterscheidet sich von
pET28a nur durch eine deletierte Nucleobase vor der BamHI-Schnittstelle
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9 Anhang

pME6040: 5303 bp

3 s % 3 T5EE <3
3 3 B s 3T
AT, e &

|
o D Y =]

—_—> .
staA QRF3 repA  oriVpyg0riVp15A01T)| aph
|

pMEG6042: linker insertion pME6041: 5604 bp T1a

Abb. 9-6: MCS fiir den Proteinexpressionsvektor pME6041.%°

9.2 Alignments und Proteinmodelle

10 20 30 40 50 60 70 80 20 100

L 1 e L 1 e e I I I |

HrmJ -- --MPLNDRGYSIID----LPEVTPEVRESFGDLKF----DEYMGDNRYRRFAQFRMHWSGESWELERLEHRPYVTFSKFNPVAGGIRRHY
D0 MKMSGFSIEEKVHEFESKGFLEISNEIFLOEEENHSLLTQAQLDYYNLEDDAYGECRARSYSRYIKYVDSPDYILD--NSNDYFQSKEYNYDDGGKVRQF

140 150 160 170 180 190 200
S S e I [ [ [ [ e [P [P P |
HrmJ EPILADFSP-- --HIRAGAEGVPLDTARDWQVNVHQFRIIAKRQETSGVIVPI RDFVLIAVFSR-HQITGAEMTLMPHGGEGEPFFRA
D0 NSINDSFLCNPLIQNIVRFDTEFAFKTNIIDKSKDLIIGLHQVRYKATKERPS-FSSPIW: IDEPVVFLHLMNLSNTAIGGDNLIANSPREINQFISL

210 220 230 240 250
L e [ e P [P
TVPAGQGALLADREMFENVTEIEPVG-DY! TLIVIWVPWEDKWHGDDFEQRALAE!
D0 KEPLET--LVFGQKV] VTPLGTECSTEA! ILLVTFSYKETK------===-==--

Abb. 9-7: Alignment von HrmJ (obere Sequenz) und der Isoleucin-4-Oxygenase (IDO) aus Bacillus
thuringiensis (untere Sequenz), erstellt mit dem Programm Bioedit. Die markierten Aminosduren sind
konservierte Reste im aktiven Zentum (siehe Tab. 5-1).

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

F O O I B N T e L L I I I I I ER R Ry ey |

Sibs -MTVSFEIVGIFGTEP! SPLAVVH---DAGGLSTEQMRWIAGRLRAD] PPATSGATYRVRVFTAAGESPYGGHSAVGTAVSLVRRGDIRPGTV
LmbX MIVVPFEMVDMFAHEPFSGSQLTVVP---DADGLTDAAMEALAREVNT PPADPGATYRVRVFTLAGETPFGGHSSLGTAVTLVRLGRVAPGAV
tomK --MIAYEIVDMFTDTPYGGCALGVVP---DAAALSTADMLAVARETALT] PPALPGSTYGVRVMTPDGESPYGGHSAVGTASALVRAGRLAAGEA
ORF15 ---MRVTTVDMFGAAPGRGSALDVLVPDGPCGEAAAEEAAAHARRSAADESVLVVECRRAQRTFASRVFNAGGETPFATHSLAGARACLVGAGHLPPGEV
110 120 130 140 150 160 170 180 190 200

B R R I B B I I R I R EE RS PR P I R P [P I e |
Sibs VQECGGRQLTLRAGADRAEFAATGTPRVESLP-ADPVLDAIGLAAADLAGEP-VLAGFGPLFRMVPVRQEALGRARPDFPAMTRHELPEIFLFAWDGPAA
LmbX AQECGSRLHSLSVGPDKGTVT-AEKPVEAREPDLRLLTAAAGVDPADVVEAPVRTAGFGPAFHYLOQVREGVVPGARADLELMARRDLPDVMVE SWDPRTR
tomK VQECGGRQLAVTAGADGSTLSVAGEPLLRPEWDPGPLLTACGLTDTDLTGTP-RLTGFGPAFHVLPVGAKALTRAAADLTDPVWADCPDAVLVAWDQAGR
ORF15 RTAESGSQWLWTDGHEVRVPFDGPVVHRGIPHDPALFGPY-~~~~~-, AGTP-YAGGVGRAFNLLRVAEDPRTLPAPDPGRMRELGFTDLTVERWDPDR(

210 220 230 240 250 260 270 280 290 300
P B I B e L e B T T B o B B L I Ty I |
Sibs SAEARLFAP WA:I’PACASVALAF AWLADRQGRP--DAPRPFLIRQGAELGRPALLSGTLGAGSGDAEITVTVGGPAPGELAGQITASPPDASQPNV

LmbX QATARVFAPGY! [PACASNALGLGEWLVAAGRLPAADGTYEYLIRQGVGSPRVGTVECSVTVDSG-CAVRASATGSVVPVARGEFLLGPDLATAVAS
tomK TARVRVFAPGY! [PACASARLGLGAWLAEEKALPGADGRHAYQVRQGEGLGRPATLSCTVDLTGG-RATAATVHGRVTLTASGRMTP-PGRP-~
ORF15 EVLARVFAPGFGIPEDAGCLPAAAALGVAALR----LAADDRTSVIVRQVIVRGTESVFRCTGSARGG--SANVTITGRVWIGGTAGREVGGS--~-~

Sibs
LmbX
tomK
ORF15

Abb. 9-8: Alignment der putativen C-C-Hydrolasen SibS. LmbX, TomK und ORF15. Konservierte Motive, die
fur degenerierte Primer genutzt wurden, sind griin bzw. gelb markiert, Uberschneidungen von genutzten Motiven
grau hinterlegt (siehe Tab. 5-3).

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
I I I [ | ol I I I | [
CDAHpg6
CDAAspP5
CDASerl
CDATrpll
HrmO3 GGCCGG - CTGGACGTCGTCACGGCGGCTGAGCGGTCTTTGGTGT T GGTGGAATGACTCGGCTGC TGACGTTTC
HrmO4 CTGAATCTTGACATCGTCACTGCGGCAGAGCGGTCTTTGGTGT! GGTGGAATGACTCGGCTGC! TGACTTTTC
HrmO2 GGCGACGTCGACGTCCTGTCGCCC GGCGCC TGATGCTCGCCGGCAACGAGGTCGCGGCCCCCGATGCCACCCTCA
Hrmp2 GGCCGCA - - TCGACCTGGTCACCGGAACCGAACGCCGCCGGATGC! AGTGGAACGGCACCGGAGCGGGAGCCGGCGACGAGACGCTGG
HrmOl AGCCGG -~ CTGGACGTGGTTACCGAGGCTGAGCGGTCTTTGGTGT ACGACTCGGCTGC TGACGTTTC
HrmO2 GGCGACGTCGACGTCCTGTCGCCCGAG GGCGCC TGATGCTCGCCGGCAACGAGGTCGCGGCCCCCGATGCCACCCTCA
HrmP1l GGCCGG - CTGGACGTCGTCACGGCGGCTGAGCGGTCTTTGGTGT GGTGGAACGAGTCGGCTGC TGACGTTTC
HrmP3 GGTTCCGTCGGGC CcCCC GGGACCTCGCCCTGGGCGGCGCCACGGCGGCCACGGACGGTGCGTCCGTCCTCGACGAGACGCCGCTGC
110 120 130 140 150 160 170 180 190 200
FE T O L L e L B I i I |
CDAHpg6 GTCGTACGCCGAACTCGACCTGCGCACCA
CDAAsp5 GACCTACGCCGAGCTGGACCGGCGCGCCA
CDASerl GACGTACGCCGAACTGGACGCCCGCGCCG
CDATrpll GAGCTACGCGGAGCTGAACGCGCGCGCCA
HrmO3 CGGAGTTGT" T'CGGGCGCCGGAGTCGGTGGCGGT! GGTGACATCG AGTTGTCGTATGC ACGCGCGGGCGA
HrmO4 CGGAGTTGTTCGAGC TCGGGCGCCGGAGTCGGTGGC! GGTGACATCG AGTTGTCGTATGCGGAGTTGAATGCGCGGGCGA
HrmO2 CCGCCCTGTTCGAGCAGCAGGCAGCCCGTACCCCCGGGAACAGTGCGCTCGTGTGCGGCCACGACA  CTCTGACGTACGCCGAGCTCAACGCCCGGGCCA
HrmP2 TCGCCGCCTTCGCCGAGCAGGCCGCGAAGACACCTGACGCCGTCGCGGTGGT - CGAGGGGACGCAGGAACTCACCTACCGGGAGT TGGACGTACGCGCCA
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CDAHpg6
CDAAsp5
CDASerl
CDATrpll
HrmO3
HrmO4
HrmO2
HrmP2
HrmOl

CDAHpg6
CDAAsp5
CDASerl
CDATrpll
HrmO3
HrmO4
HrmO2
HrmP2
HrmOl

CDAHpg6
CDAAsp5
CDASerl
CDATrpll
HrmO3
HrmO4
HrmO2
HrmP2
HrmOl

CDAHpg6
CDAAsp5
CDASerl
CDATrpll
HrmO3
HrmO4
HrmO2
HrmP2
HrmOl

CDAHpg6
CDAAsp5
CDASerl
CDATrpll
HrmO3
HrmO4
HrmO2
HrmP2
HrmOl

CDAHpg6
CDAAspP5
CDASerl
CDATrpll
HrmO3
HrmO4
HrmO2
HrmP2
HrmOl

CGGAGTTGTT! GGGTGGCTCGGGCGCCGGAGTCGGTGGCGGTGGTCTGCGGTGACATCG  AGTTGTCGTAT! ATGCGCGGGCGA
CCGCCCTGTTCGAGCAGCAGGCA&LLL& TACCCCCGGGAACAGTGCGCTCGTGTGCGGCCACGACA CTCTGACGTACGCCGAGCTCAACGCCCGGGCCA
CGGA( TCGGGCGCCGGAGTCCATTGCC! GATGTGG AGT GTATGC( ATGCGCGGGCGA
CGGT l.u;GTT: AGGCATCCGTGACCCCGGACGCCCTCGCCGTCCTGT - CGGAC AGCTCACGTACCGGGAGCTGAACGACCGTGCCA

210 220 230 240 250 260 270 280 290 300
D N I R I e e I I I I R P I (PN IE I PP [P (|
ACCGGCTGGCCCGGCTGCTGCGGCAGC! GGCCGGGCACGCCGGTGGTCATGCTGATGGAGCGGTCGCCCGCCCATGTCGTGGCGACGCTGGC
ACCAGCTCGCCCGGCACCTGC! A CTCGGTGC TTCGTCGCGATCGCCCTGGCCARGTCGCTGGACGC 'AGCATGCTGGC
AGCGGCTGGCCGGTGCGCTGACGGCGCGGGGCGCGGGCCCGGAGCGGTTCGTCGCGGTCGCCGT GGTCCGCGGAGCTGGTGGTGGCGCTGCTCGC
ACCGGCTGGCCCGGCTGCTGGTGGCGCGGGGCGCEGGGCCCCGAGCGGCTGGTGGCGCTGGCGCTGCCCCGCTCGGCCGAACTGCCCGTCGCCGTCCTCGC
ATCGGCTGGCGCGGTTGTTGGTGGGT! 'CGGAGTCGGT TC 'GT CGCGGTC TTCGTGGTC TGGC
ATCGGCTGGCGCGGTTGTTH CGTGGGGT! 'CGGAGTCGGTGGTGGCTCTGGTGTTGCCGCGGTCGGTGGAGTTCGTGGTCGGGATGCTGGG
ACCGACTCGCGCACCTCCTCAT GGGCCCGGAGCAGTTCGTCGCCCTGCTCCTTCCCCGCGGCGTCGACCTGGTCGTCGCGGTTCTCGC
ACGCACTCGCGCACCGCCTCATCGGCCTGGGCGTGCGGCCGGACACACCGGTGGCACTCTTCATGGACAGGTCTGCGCACCTGGTGGTCGCCATCCTGGC
ATCGGCTGGCGCGGTTGTTGGTGGGT! 'CGGAGTCGTT TTGGTGT CGCGGTC TCGTGGTC I'GGG
ACCGACTCGCGCACCTCCTCAT GGGCCCGGAGCAGTTCGTCGCCCTGCTCCTTCCCCGCGGCGTCGACCTGGTCGTCGCGGTTCTCGC
ATCGGCTGGCGCGGTTGTTH CGTGGGGT! 'CGGAGTCGGTGGTGGCTTTGGTGTTGCCGCGGTCGGTGGAGTTCGTGGTCGGGATGCTGGG
ACCGGCTGGCCCGGCTGCTGATCCGTCGCGGAGCCACCCCGGAGTCGTTCATCGCGTTGGT! GGTCCTGCGACGCGCTGGTCGCCC! 'GGC

310 320 330 340 350 360 370 380 390 400
D N I e I I B R RN IR (P P I I I R P I R |
CATCGCCARGGCGGGCGGCGCCTACGTGCCCCTGCACGACACGTATCCCCTCGACCGGATGCGGC ACGTGGTGGCGGACACCGCCGCGACGCTGATCCT
CGTGCTCAAGACCGGCGCGGCCTACCTGCCCATCGACCCGGACTACCCCGCCGAACGCATCACCT - ACATGCT
GGTGCTCARAGTCGGGCGCGGCGTACGTACCCGTGGACCCCGGCTACCCGGCCGACCGCATCGCGC ACATCCTGC

GGTGGCCAAGGCGGGCGCCGCCTACCTGCCGCTGGACCCGGCCCACCCGGCGGAGCGGATCGCGG GCACCCTCG ACGACGCGG
GGTGTTGAAGGCCH C 'GGATCCH 'CGCGTGAGC GT TCATGTTCG GCGACGCG
GGTTTTGAAGGCCGGTGGTGCGTATGTGCCGGTGGATCCTGAGTATCCGCGTGAGCGGGTGGCGT  TCATGTTCG GTGACGCG
CGTACTCAAGACGGGGGCGGCCTACCTGCCCGTCGACCCCTCCTACCCGGAGGACCGCATCGCCC  TGATGCTGA GCGAC
CGTGCTCARGGCCGGCGCGTACTACCTCCCGCTCGACGGCCGCCATCC CGTGGCCCGCCTGCGGATGATGACGG AGCAGGCGG
GGTTTTGAAGGCCH C 'GGATCCH 'CGCGTGAGC GT TCATGTTCG GTGACGCG
CGTACTCAAGACGGGGGCGGCCTACCTGCCCGTCGACCCCTCCTACCCGGAGGACCGCATCGCCC TGATGCTGA GCGAC
GGTTTTGAAGGCCGGTGGTGCGTATGTGCCGGTGGATCCH 'CGCGTGAGCGGGTGGCGT TCATGTTCG GTGACGCG
GGTCTTCAAGACGGGCGCCGCTTGTCTGCCCATCGACCCCGCCCATCCGRAAGGAGCGCATCGCGC  TCATCGTCC AGGACGCCCGTCCG
410 420 430 440 450 460 470 480 490 500

R I . P N R |
CACCGACCGGGCCGAGGCGGCGCGGGCCGGGCAGCTCGGCGCGC TGA TGGTGGTCGACGAGTTCGGCGCCGCCCCGTCCGGCTC

GACGCCCAG CCGGCCCTGACCCTC ACCGCGCCCATAC CG- CCCGCTT CGTA CGAC
GGCGCGATG CTGGTGCTGACCACCCGGGACACGGCGGAGCGGCTGCCCGGGGAC GG CACGCCG CGGC TGCT
CACCGGTCGCGCTG CTGACCACGGCCGCGGTGGCCGCCGGCC TCCCGGACACGGACGTGCCCAGGCTGCTCCTTGAC
CGGCCGGTGTG CGCGGTCACGACCACGCAGTACGCGGATG - TCGTGCCCGA. GACGCACTGACGCTTGAC
CGGCCGGTGTG TGCGGTCACGACCAC GCGGATG - TCGTGCCCGACGGTGTCGACGCACTGGCGCTTGAC
GCCGAGCCGGTC CGTGTCCTGACGACCTCCGAGGCAGCCGT  CGGCGGCGCACTGGC CG-ACAGCGGACTGC TGCTG - ~AGGCTCGAC
GGGCCCAGGTCCTCAT - CGCCGACGCGGCCACCCGGCACGCGGAAT - - TCGT - - CAAGGTGTGCACGGATGCGGGCGTCGGCGTG CTGGTCC
CGGCCGGTGTG CGCGGTCACGACCACH GCGGATG  TCGTGCC TGACCCTGGAC GCTTCG
GCCGAGCCGGTC CGTGTCCTGACGACCTCCGAGGCAGCCGT  CGGCGGCGCACTGGC CG-ACAGCGGACTGC TGCTG - - AGGCTCGAC
CGGCCGGTGTG CGCGGTCACGACCACGGAGTACGCGGATG  ~ TCGTGCCCGACGGTGGCGACGCACTGACGTTTGAC GTGCCC
TCCGTGCTGATCACCACC GAGGCGATGGCGCACCTGCTGCCCTCGGC -~ - ACCCGGC! CGGACGGCGCCCGCCCTGGTG -~ GTGCAGGAC
510 520 530 540 550 560 570 580 590 600

D L N I e e B I I e L B B B EE R i I I I |
GACGCGGCCCCCGGCACCGGCACCGGCACCGGCACCGGCTCGCGCTCCGGGTAC GTCGACGATGCTCCGGAGGTGGG CCTGCGCCCGCAGGATCTC

CCACCAGC GAGATCACCGATGTGGAG [elelele] GTAGCCCCTGGTCGGCAC GCCATGCC
GAGCCGGCCGCGGCGGGGACCACCGCGGCGGGGGCACC CGCCCCGCCCG- - GCACCCTCCCGCGGGCGCT GCCCGCTCCCGGCCACCCC
CCCGCGGCCGGCGGTGGCGAGGACGCCGCCG ACCTCACCGAC G- - CCGACCGGCTCGCGCC GCTGCTGCCGGGGCATCCC
GAGACGGTGTC GGCGCTTTCGC! GGAGCGGG - ACGTCTCTGATG - GTGAGCGGCTTTCTGT TCTGTCGTTGGGGTCTCCG
GAGACGGTGTC GGCGCTTTCGC 'GTCGGAGCGGG ACGTCTCTGATG - GTGAGCGGCTTTCTGT TCTGTCGTTGGGGTCTCCG
GCGCCCGACACGCTGCACGCGCTCGACGCCTGCCCGGACCA  CGACCCGGACG - - ACGCCGACCGCGTCGCACCTG CATCGCCCGGCCACGCG
TCGGCGAGGAC  GGTGCACCCGCCGCCACCGCGGCGAG CGCCCCGGACA TCACCCTCG CCCCCGACCGG cce
GAGACGGTGGC GGCACTGG TCTGCCTCG - AATGT CGATG- - GTGAGCGGGTTGGTGG GCTTGCGTTGGGGTCTCCG
GCGCCCGACACGCTGCACGCGCTCGACGCCTGCCCGGACCA  CGACCCGGACG - - ACGCCGACCGCGTCGCACCTG CATCGCCCGGCCACGCG
GAGACGGTGTC GGCGCTTTCGC 'GTCGGGGCGGG ACGTCACCAATG - ATGAGCGGCTTTCTGT TCTGTCGTTGGGGTCTCCG
CGGCCGGACGACATGGCACAGATCGCCGCCCAGCCGCAGAG CGACCTCACCC - CCGCCGARCGGGGCGCACCCC TGATGCCGGAGAGCACG
610 620 630 640 650 660 670 680 690 700
D I B I B T e B B I e B R R TR I (P P P IR I |
GCGTAC ACCTCCGGGTCCACC CGAA ‘GTCGCGGTCACCCACCGCGGGGTCGTGGACCTGGT CCGCGACC ACTG

GCGTACATGATCTACACCTCCGGCTCGACCGGCCGCCCCAAGGGCGTCGTCATCGAGCACCACGCCCTGGCCACCTACCTCCACCGCGCCCGCARCA CC
GCCTACGTCATCTACACCTCGGGGTCCACCGGCCGCCCCAAGGGCGTGGTGATCTCCCACCGGGCGATCGTCAACCGGCTGGCCTGGATGCAGGACA CC
GCGTACGTCATCTACACCTCCGGCACCACCGGCCGCCCCAAGGGCGTCACCGTGACGCACTCGGGCCTGCCCGCCCTGCTG GACATCTTCACCTCGCAG
GCGTATGTGATTTATACGTCGGGGTCGACGGGGCGGCCGA. TTCGCATTCC GAGTCTGGTG GCCACGTTC!

GC T ACGTCGGGGTCGACGGGGCGGCC GGGTGTGGTGGTTTCGCACGCGGGTCTGGGGAATTTGGTG GCGTCGG CGGTGGACCG
GCATACGTCATCTACACGTCCGGCTCGACCGGCGCCCCC GTCGTACCGCACCGGAACGTCGTGCGCC TCTTCGCCGCCACCGCACCGTCC
GCGTACH ACCTCCGGGTCGTCCGGCACGCCCA, 'GATCACGACCCACAGGGCCGTCTGCGCGTTGGCCGCGGACCGCTGC
GCGTATGTGATTTACACGTCGGGGTCGACGGGGCGGCCGA. TTCGCACGCGGGTCTGGGGAATTTGGTG GCGTCGG CGGTGGACCG
GCATACGTCATCTACACGTCCGGCTCGACCGGCGCCCCC GTCGTACCGCACCGGAACGTCGTGCGCC TCTTCGCCGCCACCGCACCGTCC
GC GTCGGGGTCGACGGGGCGGCC! GGGTGTGGTGGTTTCGCATTCC! ‘GAGTCTGGTG GCCACGTTC!
GCCTACGCCGTCTACACCTCCGGCTCCACGGGAACGCCCAA(:M:L(: TC CTGCGCGGCGCTGACC. 7l1“"""“"f'"‘A""'f""'l‘GGCATCACGCCGACT

710 720 730 740 750 760 770 780 790 800

B L N B B T B I B B e B P B EE R EE TR Py s e |
CTGGCGGCC - - GEGCGTCCACGAGCGGGTGCTGCTGCACGCCCCGCACGCGTTCGACGTGTCCTGCTAC CCCTGGTCTCGGGCGGA
TACACCGCCATGACCGGCG TGACCG - TCCTGCACTCCCCGCTGGCC TTCGACCTCACCATCACCGCCC GCCTCTCACCGCCGGCGGC
TACG ~ GCCTGGAGCCGTC CGACCGGGTGCTGCAGAAGACGCCGTCCGGTTTCGACGTGTCCGTGTGGGAGTTCTTCTGGCCGCTCGTCCAGGGCGCC
CTGGACGTCGTACCCGGCA - GCC- GCGTCCTGCACCACCTCTCCCCCGCCTTCGACGGCGGGTTC TGGC TGCTGACCGGTGCC
TTCGGGGCGGGGCCGGGGT - - GTG GGGTGTTGCAGTTCGCTTCGCC 'TCGACGCGTC GTC GTTGCTGACCGGTGGG

GGGTCCGGAT - - TCGCX 'GTTGCAGTTCTCGTCGCCH 'CC 'GATT GGC - TTTCGGGGCGTTGGG
TTCGCGTTCTCGGACACCGAC GCTGTTCCACTCGTACGCC TTCGACTTCTCCGTCTGGGAGCTATGGGGCCCGCTGCTCCACGGCGGC
ACGAGGGC- - AGCCAGCA GCGCGTCCTGCTGCACTCCGCCCACTCCTTCGACGGTTCGACATACGAGC 'CCTCTGCTGTCCGGCAAC

‘GGGTCCGGAT - - TCGC TGCAGTTCTCGTCGCCGAGTTATGACCC TTGAGA GGC - TTTCGGGGCGTTGGG
TTCGCGTTCTCGGACACCGAC GCTGTTCCACTCGTACGCC TTCGACTTCTCCGTCTGGGAGCTATGGGGCCCGCTGCTCCACGGCGGC
TTCGGGGCGGGGCCGGGGT GTG GGGTGTTGCAGTTCGCTTCGCCH 'TCGACGCGTCGGTGTH GTC 'GTTGCTGACCGGTGGG
TCCCGGGCGGTGAG GGCATCAGGACCGCCCAGTTCGCCCCACTGCAC TTCGACGTCTCCATGCAGGAGATCTTCTCCGCGCTGCTGCACGGGARG

810 820 830 840 850 860 870 880 890 900
B B T N B o e B e I e T I I I EE R I I I (e |
ACGGTCGTCGTGGCACCGCCC GGACACCTGGACCCGGCCGCGATCACCGACCTGATCACCGCTCACGACATCACCGCGATCCACCTCAC

ACGGTCCACCTGACC AGCC! CAGCCCA GCCTGAT  CAAGGCCACACCCAGCCACCTCCCCCT
ACCCTGGTCGTGGCCCGGCCCGGGGGCCACACTGACCCGGCCTACCTGGCCGGCACCGTCCGGCGCGAGGGCGTGACCACCCTGCACTTCGT
GCCCTCGTCGTC! CcC GGCACCGTGCCGGGGCCCGCCC TGGCCGC GCTGGCGGT CCGCCACCGGGTCACCCAC
CGTCTGGTGCTGGTTCCTGCT GCGGC TGG CGCGGT 'CGCAT
GACGTTGGTTGTTCCT GATCG GGGGCCGTT 'GTTGG C TTTGCG {e TTCTCAT
CGGCTGGTC CCACC CGGTCACCCGATGACATGCTCGAGCTGGCGGTCCGTGAAGGCGTCACCGTGCTGAACCAGAC
CAGGTCGTCGTCGCCCCGGCC ‘CGGACATC TGAGCCGACTGATCGTGGACCACCGC - - ATCACGAGCGTCTTCCTC
GACGTTGGTTGTTCCT GATCG GGGGCCH TGG C TTTGCG C TTCTCAT
CGGCTGGTC CCACC CGGTCACCCGATGACATGCTCGAGCTGGCGGTCCGTGAAGGCGTCACCGTGCTGAACCAGAC
CGTCTGGTGCTGGTTCCTGCT GGT 'GCGGC TGG CGCGGC! 'GAC- GGTC. 'GTCGCAT
ACCCTCGTGCTGCCGGACGAGGARACCCGCAGGGATCCCGCGCAGGTCGTCCGCTGGCTGGAACGCCGGTCGGTGC TCTTCGCGCC
910 920 930 940 950 960 970 980 990 1000

D T N B I O B I I o O B I T e [ e P P |
CGCGG- - GCTTCTTCCGG GTCGTCGCGGA GGA: GGCACCGGAGTGCTTCGCCGGTGTG CGGGA - GGT - GCTGACCGGCGGCGACGTGGTCTC
GCTCACCACACTCCCCGAGACG GCGTCCCCGTC - CCACACCCTCATC CTCGGCGGCGAAGC CCTCCACACCGACCACCTCGCCACCT GGCGC
GCCGTCGATGCTCGACGTGTTC CTGCGGGAGCC - - CGCCGCGGCCGLCG CTGGGCGGTGCGACGCCGEGTGCGGCGGGTGT TCTGCAGCGGCGAGGCGC
GCGGC GATCACCCCCGCGGTGCTCCAGCTGATCC CCGAGGGCGCGCTGCCCGCCGGCACGAC CCTGGTCGTC GCCGCCGAGACCTGCCC -~ GCCC
GTGAC - GTTGCCGCCGGCGTTGTTGCCGTCGTT GCCGGTGGAGGAGTTTCCGTCGGG GCTGGT GATGACGGTGGCGGGTGAC AGTTGTC

GCGGT - - GATTCCGCCGTCGGTGC! GGT 'GGATTTCCCG GA TTTCGTCAC GGTGGTTGCCGGTGGTGAGGCGTG
CCCTTCCAGCTTCTACCGGTTCAGCGAGGCGGACG CCGCACATCCGGAACTCTCCGGCGCGCTCGCGCTGCGTC TTCGGC AGCCCT
ACGACC- GCGCTCTTCAACCTGCTCGCCGAT - C TGCGTCCCGAGACGTTCCGCGACG TACGT GGGCGGCGAGC: 'GTC
GCGGT - GATTCCGCCGTCGGTGC GGT TTCCCG — GA TTTCGTCAC GCC( GTG
CCCTTCCAGCTTCTACCGGTTCAGCGAGGCGGACG CCGCACATCCGGAACTCTCCGGCGCGCTCGCGCTGCGTC TTCGGC AGCCCT
GTGAC- - GTTGCCGCCGGCGTTGTTGCCGTCGTT GCCGGTGGAGGAGTTTCCGTCGGG GCTGGT GATGACGGTGGCGGGTGAC AGTTGTC
CTGGC GACGC GAGGCCGCC - GTGCGCCACAAGGTCGCGCTG CCCGCGCTGACGGACGTGTCCCAGGCC
1010 1020 1030 1040 1050 1060 1070 1080 1090 1100

185



9 Anhang

CDAHpg6 GCCAGCCGCGGTGGCCCGGGT - CCTCGCGCACCACCCGCGGA TCGTACTGCGTCACCTGTACGGGCCGACCGAGACGACGCTGT

N

G
CDAAsp5 ACCCAGCACCCCGGCG CCCAG-ATCAT CAACGCCTACGGGCCCACCGAATCCACCGTCA A
CDASerl TCCCGGCGGAGCTGCGGGCCCG TTTCCGG GCCGTGTCGGACGTGC CCCTGCACAACCTGTACGGGCCCACCGAGGCCGCCGTCG A
CDATrpll GAACTGGTCGCCCGC TG GTCCGCGGGACGCCTG ATGCGCAATTCCTACGGGCCGACGGAGACCACGGTCT G
HrmO3 c GCC TCGGGCGG TGGGCGCGGGGTCGGCGT CTGCTGCATGT GGGGCGACH G
HrmO4 CaC TGCGGCGG TGGGCTCCGGGCCGGCGG TTGCTGAAC CGACCGAGGTGACGGTG G
HrmO2 cG ACCTCGGTCGGCTGCGCCCTTG GTACGAGCGTCACCCGGACGGCGCTCCGACCCTGGTCAACATGTACGGGATCACCGAGACCACCGTGC A
HrmP2 c CCGGCGGCGTTCCGCCGGGTG - C TGGACACCTCGCCCGGGACGCT GGTGGTGCACGTCTACGGGCCGACGGAGACGACRAACCTTCGC
HrmOl CAC- - GGTGGATGTGCTGCGGCGG TGGGCTCCGGGCCGGCGG TTGCTGAAC CGACC GGTG G
HrmO2 cG ACCTCGGTCGGCTGCGCCCTTG GTACGAGCGTCACCCGGACGGCGCTCCGACCCTGGTCAACATGTACGGGATCACCGAGACCACCGTGC A
HrmP1 c GCC TCGGGCGG TGGGCGCGGGGTCGGCGT CTGCTGCATGT GGGGCGACH GGCC G
HrmP3 CGTGCTTTCCGCCGGCATCCGGCAGTTCTTCGCGGRACGGCCC GG CTGCACAACCACTACGGCCCGTCCGAGACGCACGGGG

1110 1120 1130 1140 1150 1160 1170 1180 1190 1200

R R R R B B B B R R Pl Pl PRl Pl EE Rl PRl PRl PR PR Ry
CDAHpg6 CGTG ACGCAGCACGAGGTCACCGCGC CGTACGAGGCCCGCGGCAGCCTGCCGGTCGGGCGGGCGACGGGGAACACCCGGGCCTACGTGCTCGACCG

CDAAsp5 CATC-ACCGACCACCACGTAAGC G AAGACACCCCTGACGGTCCCGTCCCCATCGGACGGCCCTTCGCCAACACCCAGGTCTACGTCCTCGACTC
CDASerl CGTG ACGTACTGGC CGTGCGCCG AGGACALL.bt:LbAbbt:bt.Lbhlu..L.l:l-\Tf‘f'f'll 'GGCC T ACACCC TGTACGTGCTCGACGC
CDATrpll CGCC- ACCATGAGCGCCCCGCTGG CGGGCGCGG CCGTCCCGCCGAT! CGATCGCCGACACCGCCGGGTACGTCCTGGACGA
HrmO3 CGTG CACGGTGGGCGGGCCGATGA CGGGTGAGG TGCATCC GTCGGTGGGCCGTCCGATGGTCAACGCGCGTGTGTATGTGCTGGATGC
HrmO4 CCTG TGTGACCAGT! CGGCGGATC C GGTTGCC GCCGATCGGGCGTCCGTTCTTCAACACGC TGTACATCCTTGATGC
HrmO2 TGTC-ACCCAGCGGGTGCTGGACAGTGCCGTCGCCGACCGGCACACCTCCAGCCTGATCGGCGAGGCCCTGCCGGACCTCAGGAC 'GTGCTGGACGA
HrmP2 CATG TACCACCCG- GTGCGGACGGCTC -~ CGGAGCGGCTCGACCGGTCGATCCCCATCGGCCGGCCCATGGACGACACCCGCGTCTACGTCCTCGACGC
HrmOl CCTG- TGTGACC: CGGCGGATC- - C GG GGTTGCC- GCCGATCGGGCGTCCGTTCTTCAARCACGCGGGTGTACATCCTTGATGC
HrmO2 TGTC ACCCAGCGGGTGCTGGACAGTGCCGTCGCCGACCGGCACACCTCCAGCCTGATCGGCGAGGCCCTGCCGGACCTCAGGACGTATGTGCTGGACGA
HrmPl CGTG CACGGTGGGCGGGCCGATGA CGGGTGAGG TGCATCC GTCGGT CGTCCGATGGTCAACGCGCGCGTGTATGTCCTCGATGC
HrmP3 CGACGGCCTTCACGCTGCCGGCCGG CACGGAAGCATGGCCCGCTGCCGCGCCGATCGGCCGCCCCATCCCCCGGGTACGCGTGTACGTGCTGGACGA
1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270 1280 1290 1300

IR R R R R R Rl R R R Rl PRl PRl PRl Rl PN RN PRl Pl P
CDAHpg6 GTACCTCCAGCCGGTGCCGGCCGGCGTGCCGGGCGAGCTGTTCATCTCCGGCTCCGGTCTGGCGCGCGGCTACCTGGACCGTCCCGACCTGACCTGTGAG
CDAAsp5 AGCCCTGCGGCCCGTCGCCCCCGGCGTCACCGGAGAGCTGTACCTCGCCGGTGARCAACTCGCCCGCGGCTACCTCGGCCGCCCCGCCCTCACCGCCGAR
CDASerl CGCGCTGCGGCCGGTCCCGGCCGGGGTGCCCGGCGAGCTGTACATCGCCGGTGTGCAGCTCGCCCGCGGCTACCTGGGCCGCCCCGCGCTGAGCGCCGAA

CDATrpll CGCGCTCCAGCCGGTGCCGCCGGGCGTGCCC TGTACGTGCGCGGGCCCGGACTCGCCCGCGGCTACCTGGGCCGCCCGTCGCTGACCGCGGGC
HrmO3 CGCGCTGCGGCCGGTGCCGCC GT Ce GATCTATGTCGCGGGTCCTGGTCTGGCGCH 'CTGGGCCGGGC GGCGGGC
HrmO4 TGCGTTGCGGTTGGTGCCGCCGGGTGTTGCGGGTGAGTTGTATGTGGCT 'GC 'CTGGGCCGGGC 'GGCGGG(
HrmO2 CCGGCTGCGGCTGCTGCCGCC CCC TGTAl.bLLl:LLbl:ll:Ll:bl;ACTCGCALbLbl:LLALLLbl:bbbl:bbbl:bl:bbll;ALLl:Ll:bl:L
HrmP2 CGCGCTGCGGCTGGCGCCGCCGGGTGTGGCAGGGGAGATCTATGTCGCGGGTTCCGGGCTGGCGCGTGGGTATCTGGACCGTCCGGGTCTGACGGCGGGC
HrmOl TGCGCTGCGGCCGETGCCGCC C GC TGGGCCGGGCGGGTCTGACGGCTGGC
HrmO2 CCGGCTGCGGCTGCTGCCGCC CCC TGTACGTCGCCGGTGCGGGACTCGCACGCGGCTACCTGGGCCGGCCGGGGCTGACCGCGGGC
HrmP1 CGCGCTGCGGCCGGTGCCGCC 'GTCGC GATCTATGTCGCGGGTCCTGGTCTGGCGCH 'CTGGGCCGGGC GGCGGGC
HrmP3 CGCGCTTCAGGCGGTGCCCCCGGGCGTGLC TCTGCATCGCCGGGCCGCAGCTCGCCAGAGGCTACCTCGGCCGCCCGGGCACGACCGCGGAR
1310 1320 1330 1340 1350 1360 1370 1380 1390 1400
[EEES FERE FETRS PR PR PRRE PRSR PERES PR PP PP P R R PR PR PR DT PR e |
CDAHpg6 CGGTTCGTCGCCGATCCGTACGG CGGGTCCGGCGAGC! CGCACGGGCGACCTGGTCCGCTACAACGCGGCGGGCGAAC CTGG
CDAAsp5 CGCTTCACCGCCAACCCCCACAGCAGCACCCCCGGCGCCCGCATGTACCGCACCGGCGACCTCGCCCACTGGAACCACGACGGCCACCTCACCTACGACG
CDASerl CGCTTCACCGCCGACCCGCACGG - CGCGCCCGGCAGCC CGCACCGGCGACCTGGCGCGCTGGAACCACGACGGCAGCCTCGACTACCTCG
CDATrpll CGCTTCGTGGCGTGCCCGTTCGG — GCCGGCGGGCGG CGCACCGGCGACCTGGTACGCCACCGCGCGGACGGCGACC CTGG
HrmO3 CGGTTCGTGGCCGATCCGTTCGG TGCGGC GCATGTACCGGAC 'GACCGTGGCCGGTGGCGTGCGGAC! TCGACTTCCTGG
HrmO4 CGGTTCGTGGCGGATCCGTTCGG TGCTGC 'CGCAC 'GCGGCCGGTGGC 'GGGCAGATCGAGTTCCTGG
HrmO2 CGCTTCGTGCCCGACCCCTTCGG -~ - CGCGCCCGGCGCCCGCATGTACCGCACCGGGGACGTCGTCCGCCTGCGGACCGACGGCGARCTGGAGTTCGTCG
HrmP2 CGGTTCGTGGCGGATCCGTTCGG TGCGGCT CGGAC 'GACCGTGGC 'GGACGGGCAGATCGAGTTCCTGG
HrmO1 CGGTTCGCGGCGGATCCGTTCGG TGCGGC CGCAC CGCGGCCGGTGGC GGGCAGATCGAGTTCCTGG
HrmO2 CGCTTCGTGCCCGACCCCTTCGG CGCGCCCGGCGCCCGCATGTACCGCACCGGGGACGTCGTCCGCCTGCGGACCGACGGCGARCTGGAGTTCGTCG
HrmP1 CGGTTCGTGGCCGATCCGTTCGG TGCGGC GCATGTACCGGAC 'GACCGTGGCCGGTGGCGTGCGGAC! TCGACTTCCTGG
HrmP3 CGGTTCGTCGCGGACCCGTTCGG -~ - GCCGTCCGGCGCCC! CGCACCGGTGACCGCGCCCGTCTGCGGGCGGACGGGAACCTGGAGTTCATCG
1410 1420 1430 1440 1450 1460 1470 1480 1490 1500
[EERS PERRY FETRS PR PR PRRE PR PRRES PR PP PR P PR R PR PR PP PEEEI PR ey |
CDAHpg6 CCCGCGCCGACGACCAGGTCAAGATCCGCGGCTTCCH ACTGGGCGAGATCGAGGCGGTCCTGGCCACGCGCCCGGAGCTGGCCCAGGCCGCCGT
CDAAsp5 GACGCGCCGACCACCAGATCAAACTCCGCGGCCACCGCATCGAACCCGGCGAGATCGARACCACCCTCACCGCACAGACCGGCATCACCCAAACCACGGT
CDASerl GGCGCGCCGACCACCAGGTCAAGCTGCGCGGCTTCCGCATCGAACTCGGCGAGATCGAGGCCGCGCTCGTACGGCAGCC GCCCAGGCCGCCGT
CDATrpll GCCGCACCGACACCCAGGTCAAGCTGCGCGGCATGCGC 'CGGCCGAGATCGAGGCGGTGACGGCGGGCCTGCCCGGCGTGGCGCAGGCGGCCGT
HrmO3 GCCGGGTGGATH '‘GARGATCC TCCGGATCGAGCC TGGCCGGGCATCCGTCGGTGGCCCGGGTCGCGGT
HrmO4 GCCGGGTGGATH '‘GARGATCC TCCGGATCGAGCCC TGGCCGGGC CGTGGCCCGGGTCGCGGT
HrmO2 GTCGAGCCGACGACCAGGTCARGATCCGCGGCTTCCGTATCGAGCCC AGCGCGCTCGGCAGACACCCCGCCGTGGCCCACAGTGCCGT
HrmP2 GCCGGGTGGATH AGGTGAAGATCCH TCCGGATCGAGCC TGGCGGGGCATCCGTCGGTGGCCCGGGTCGCGGT
HrmOl GCC AGGTGAAGATCC 'CGGATCGAGCCC TGGCCGGGC CGTGGCCCGGGTCGCGGT
HrmO2 GTCGAGCCGACGACCAGGTCAAGATCCGCGGCTTCCGTATCGAGCCC! AGCGCGCTCGGCAGACACCCCGCCGTGGCCCACAGTGCCGT
HrmP1 GCCGGGTGGATH AGGTGAAGATCCH TCCGGATCGAGCC TGGCGGGGCATCCGTCGGTGGCCCGGGTCGCGGT
HrmP3 GCAGGACCGACGACCAGGTGARGATCCGCGGCTTCCGCATCGAGCCCGGCGAGATCGAGGCGGCGCTCARGCGTCACCCGC CCAGGCCGTGGT
1510 1520 1530 1540 1550 1560 1570 1580 1590 1600

T e I (P I |
CDAHpgé  CGTC

CDAAsp5
CDASerl
CDATrpll GCTGGTCC
HrmO3 CGGCC CGGCGTC GTA CGGCCGACGGGCCGGGC A CTGCTT
HrmO4 GGT CGGCC CGGCGTCTGGTCGCC 'CCGAGACCGGGGGCGCAGCCGGTCTGGCGGGE
HrmO2 CCTCATGCGCGAGGACCGCCCGGGCGACCGGCGGCTCGTCGCCTACGTCGTCCCCGGCGAACCGGCGGGCAGCGCCCCACAGCGGTACGTGGCCGCGCTA
HrmP2 TGTCGTGC CGGCC CGGCGCCTGGTCGCCTACGTCGTGCCGGCCGGCCAGCACGGTGACGGGCTGGAGCAG GAGCTT
HrmOl CGGCC CGGCGTCTGGTCGCCTA CCGAGACCGGGGGCGCAGCCGGTCTGGCGGGG GCGCTG
HrmO2 CCTCATGCGCGAGGACCGCCCGGGCGACCGGCGGCTCGTCGCCTACGTCGTCCCCGGCGAACCGGCGGGCAGCGCCCCACAGCGGTACGTGGCCGCGCTA
HrmPl GGT CGGCCCGGGGACCGGCGTCTGGTCGCCTACGTCGTGCCGGCCGGCCAGCACGGTGACGGGCTGGAGCAG GAGCTT
HrmP3 CACCACCCAGGAGAAGCACTCCGGGCCCGCCH AGGTGCTGGTCGCCTAC ‘CCACGACGGCCACGGCGACCGGGCCGGACCAGGTT cTC
1610 1620 1630 1640 1650 1660 1670 1680 1690 1700
T e S T S O T N I I I e |
CDAHpg6
CDAAsp5
CDASerl
CDATrpll
HrmO3 ATGCGGCGCGGGTGCTGCCCGATTAC! TCCGGCGGC TGGACGCGCTGCCGCTGAACGTGAACGGCAAGCTGGACCGCC
HrmO4 CGGGAGCACGCGCGGGGGGTGCTGCCGGACTATCTGGTGCCGGCGGCGTTCGTGATGCTGGATGCGTTGCCGTTGAACCCGAACGGCAAGCTGGACCGTC
HrmO2 CGGGAATACGCCGTC TGCC ATGGTCCCGGCCGCGTTCGTCCTCCTCGACGCGCTGCCGCTCACCCCCAACGGAARACTGGACCGCG
HrmP2 CAGGAGCATGCGGCGCGGGTGCTGCCCGACTACATGGTCCCGGCCGCAGTGGTGGTGCTGGACGAACTGCCGCTGAACGTCAACGGCAAGCTGGACCGCC
HrmOl CGGGAGCACGCGC TGCCGGACTATCTGGTGCCGGCGGCGTTC GTTGCCGTTGAACCCGAACGGCAAGCTGGACCGTC
Hrmo2 CGGGAATACGCCGTC TGCC ATGGTCCCGGCCGCGTTCGTCCTCCTCGACGCGCTGCCGCTCACCCCCAACGGARAACTGGACCGCG
HrmPl CAGGAGCATGCGGCGCGGGTGCTGCCCGACTACATGGTCCCGGCGGCGGTGGTGGTGCTGGACGAACTGCCGCTGAACGTCAACGGCAAGCTGGACCGCC
HrmP3 CGCGACCACCTCGCCGGGACCCTGCCGGACTACATGGTCCCGGCGGCGTTCGTCAGCCTGGACGCGCTGCCGCTGCACCCGARCGGGAAGCTCGACCGCA
1710 1720 1730 1740 1750 1760
N l. el [ P B B I I [ I I
CDAHpg6
CDAAspP5
CDASerl
CDATrpll
HrmO3 CGGCCCTGCCCGTTCCCGACTACGCCGCCCTCGTCTCCAGCCGCGGGCCCCGCACACCGI
HrmO4 CCGCCCTGCCGGTGCCGGATTACGCGGCGCTGGTTTCCGGGCGTGGTCCGCGTACGCCGCAGGAGGAG
HrmO2 ACGCGCTGCCCGCCCCCGACATGGCCGCGCTGGCCTCGGCGACCGCACCGCGCGACGCCCGCGAGGRA
Hrmp2 CCGCCCTGCCCGTTCCCGACTACGCGTCCC ‘GGGGCGCGGACCGCGTACCGCGC
HrmOl CCGCCCTGCCGGTGCCGGACTACGCCGCCCTGGTCTCCGGGCGTGGTCCGCGTACGCCGCAGGAGGAG
HrmO2 ACGCGCTGCCCGCCCCCGACATGGCCGCGCTGGCCTCGGCGACCGCACCGCGCGACGCCCGCGAGGRA
HrmPl CCGCCCTGCCGGTGCCGGACTACGCGTCCC ‘GGGGCGCGGACCGCGTACCGCGC
HrmP3 AGGCGCTGCCGCCCGCGGAACTCGACGCCACCGGGCGCGGACGGCTGCCGGCCACCCCCGAGGAGGCG

Abb. 9-9: Sequenzalignment fir vier A-Domdnen aus der NRPS des Antibiotikums CDA mit allen
Hormaomycin A-Doménen HrmO1,-HrmP3,, erstellt mit dem Programm Bioedit.
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180 200 . 320
| | ... |
SLGSPAYVIYTSGSTGRPKGVVVSHAGLGNLVASAVDRWGTGP . . . DVLRRWAPGRRLLNGYGATEVTAACTVGGPMTGE
CCCCCSSSSSCCCCCCCCCSSSSCCHHHHHHHHHEHEAACCCCC. . . HHHHHACCCCSSSSCCCCCCCSSSSSSSSCCCCe

Abb. 9-10: Ausschnitt aus der von I-TASSER?? vorhergesagten Sekundarstruktur von O4f,. Obere Reihe: die
Position der Aminosauren (mittlere Reihe) im Protein. Die fett markierten Aminosauren sind Teil von HrmO4 4,
die nicht markierten Teil von HrmO3,. Untere Reihe: C= ungeordnete Struktur (coil), S= a-Faltblatt (sheet), H=
B-Helix.

Abb. 9-11: Mit I-TASSER?? durch Homologiemodellierung nach PheA erzeugte 3-D Struktur von O4f, Teile
von HrmO4 4 sind gelb markiert, Teile von HrmO3,4 weill markiert.

180 200 . 320

| | R \
SLGSPAYVIYTSGSTGRPKGVVVSHRAVCALAADRCWRNEGSQ. . . RRVLDTSPGTLVVHVYGATEVTAACTVGGPMTGE
CCCCCSSSSSCCCCCCCCCSSSSCCHHHHHHHHHHAEHACCCCC. . . HHHHHHCCCCSSSSCCCCCCCSSSSSSSSCCCCC

Abb. 9-12: Ausschnitt aus der von I-TASSER?* vorhergesagten Sekundarstruktur von HisgP2f. Obere Reihe: die
Position der Aminosduren (mittlere Reihe) im Protein. Die fett markierten Aminosduren sind Teil von HrmP2,,
die nicht markierten Teil von HrmO3,. Untere Reihe: C= ungeordnete Struktur (coil), S= a-Faltblatt (sheet), H=
B-Helix.

Abb. 9-13: Mit I-TASSER?®? durch Homologiemodellierung nach PheA erzeugte 3-D Struktur von P2f, Teile
von HrmP2 4 sind gelb markiert, Teile von HrmO3, weild markiert.
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180 200 ... 300 320

| | \ \
SLGSPAYVIYTSGSTGRPKGVVVSHHALATYLHRARNTYTAMT. . . ATWRTQHPGAQIINAYGATEVTAACTVGGPMTGE
CCCCCSSSSSCCCCCCCCCSSSSCCHHHHHHHHEHHEHHHCCCC. . . HHHHHHCCCCSSSSCCCCCCCSSSSSSSSCCCCC

Abb. 9-14: Ausschnitt aus der von I-TASSER?? vorhergesagten Sekundarstruktur von A5fa. Obere Reihe: die
Position der Aminosduren (mittlere Reihe) im Protein. Die fett markierten Aminoséuren sind Teil von
CdaPSIAb5,, die nicht markierten Teil von HrmO3,. Untere Reihe: C=ungeordnete Struktur (coil), S= a-Faltblatt
(sheet), H= B-Helix.

5 Hese:

758

Abb. 9-15: Mit I-TASSER?? durch Homologiemodellierung nach PheA erzeugte 3-D Struktur von A5f, Teile
von CdaPSIA5, sind gelb markiert, Teile von HrmO3, weill markiert.

180 200 . 320

| | - \
SLGSPAYVIYTSGSTGRPKGVVVSHRGVVDLVRDHCWRPGVHE . . . ARVLAHHPRIVLRHLYGATEVTAACTVGGPMTGE
CCCCCSSSSSCCCCCCCCCSSSSCCHHHHHHHHHHHACCCCCC. . . HHHHHHCCCCSSSSCCCCCCCSSSSSSSSCCCCC

Abb. 9-16: Ausschnitt aus der von I-TASSER?? vorhergesagten Sekundarstruktur von H6fa. Obere Reihe: die
Position der Aminosduren (mittlere Reihe) im Protein. Die fett markierten Aminoséuren sind Teil von
CdaPSIH6,, die nicht markierten Teil von HrmO3,. Untere Reihe: C= ungeordnete Struktur (coil), S= a-
Faltblatt (sheet), H= B-Helix.

Abb. 9-17: Mit I-TASSER?? durch Homologiemodellierung nach PheA erzeugte 3-D Struktur von H6f Teile
von CdaPSIHG6 4 sind gelb markiert, Teile von HrmO3 4 weill markiert.
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9.3 Massenspektren und zusammenfassende Tabellen

Tab. 9-1: Aktivierung verschiedener Substrate durch HrmK im [y-'%0,]-ATP-Assay

Substrat Aktivierung [%0]
Prolin (94) 95,8
Glycin 1,8
Leucin 3,7
Alanin 1,3
Benzoesédure (101) 14
Pyrrol-2-carbonsaure (102) 0,7
Picolinsaure (103) 0,8
Nikotinsaure (104) 0,8
Cyclohexancarbonséure (105) 1,2
Cyclopentancarbonséure (106) 0,8
Thiophen-2-carbonsaure (107) 1,6
Furan-2-carbonsaure (108) 2,9
Tetrahydrofuran-2-carbonsaure (109) 1,3
Pipecolinsaure (110) 0,5

Tab. 9-2: Aktivierung von verschiedenen Aminosauren durch HrmP1, im [y-'0,]-ATP-Assay.

Substrat Aktivierung[%o]
(R-Me)Phe (31) 12,4
(4-Cl)Phe (126) 2,2
(0-Me)Phe (127) 4.2

Ala 4,0
Arg 1,1
Cys 2,6
L-DOPA (72) 1,3
Gly 15
His 2,7
lle 55
Lys 1,8
Phe 2,0
Pro 19
Ser 3,1
Thr 6,1
Trp 53
Tyr 3,8
Val 5,0
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Tab. 9-3: Aktivierung verschiedener Aminosauren durch HrmP1, mit HrmR vor und nach FPLC im [y-'20,]-
ATP-Assay. Die hochste Aktivitat wurde als 100% normiert

Substrat absolute Mittelwert relative absolute relative
Aktivierung durch [%6] Aktivierung Aktivierung Aktivierung
HrmP1,/HrmR [%] durch durch HrmP1, durch
HrmP1, /HrmR nach HrmP1,/
HrmR [%] FPLC [%] HrmR nach
FPLC [%]
(R-Me)Phe (31) 93,1;90,7 ;1044 96,1 100 6,7 100
(a-Me)Phe (107) 1,4 15 0,2 35
(3-Ncp)Ala (27) 2,3 2,4
(4-Cl)Phe (106) 2,9 3,0 0,4 5,4
Ala 2,6 2,7
Arg 0,6 0,6
Asn 0,5 0,4
Asp 1 1,0
Cys 0 0
GIn 1,9 1,9
Glu 1,2 1,2
Gly 1,7 1,8
His 2,4 2,5
Hpg 1,2 1,2
lle 5 52 0,4 5,4
Leu 2,9 3,0
Lys 16,3;1,3 8,8 9,2 0,4 5,4
Orn 1,2 1,2
Phe 10,9;12,4 11,6 12,1 0,7 10,7
Pro 1,6 1,6
Ser 0,6 0,6
Thr 42 43
Trp 1,7 1,8 0,6 8,9
Tyr 41;48 4,6 4,6 0,5 7,1
Val 8,0;1,0 4,5 4,7 0,6 8,9

190



9 Anhang

Tab. 9-4: Aktivierung verschiedener Aminosauren durch HrmO3, mit HrmR im [y-'®0,]-ATP-Assay. Die
héchste Aktivitat wurde als 100% normiert.

Substrat absolute Mittelwert [%6] relative Aktivierung
Aktivierung durch durch HrmO3,
HrmO3, HrmR[%0]
/HrmR[%]
(B-Me)Phe (31) 32,6;52,0 42,3 100,0
(3-Ncp)Ala (27) 1,8 51
(4-Cl)Phe (126) 2,0 5,7
(a-Me)Phe (127) 1,0 2,7
Ala 44 12,5
Arg 1,6 4.4
Asn 0,2 0,7
Asp 14 41
Cys 14 41
GIn 31 8,8
Glu 1,4 4,1
Gly 25 7,1
His 1,7 4,7
lle 1,9 5,4
Leu 6,2;21,7 14,0 33,0
Lys 1,9 54
Phe 3,7 10,5
Pro 2,3 6,4
Ser 2,4 6,8
Thr 24,0;0,7;0,6 8,4 19,7
Trp 50;87 6,7 15,8
Tyr 3,5;53 4,4 10,4
Val 3,6 10,1

Tab. 9-5: Aktivierung verschiedener Aminosauren durch HrmO4, und O4f, mit HrmR im [y-"%0,]-ATP-Assay.
Die hdchste Aktivitat wurde als 100% normiert.

Substrat Absolute Relative Absolute Relative
Aktivierung Aktivierung Aktivierung Aktivierung durch
durch durch HrmO4, durch HrmO4f,/HrmR
HrmO4, HrmR [%0] HrmO4f, /HrmR [%%6]
/HrmR [%] [%%6]

(3-Ncp)Ala (27) 84,1 100 96,1 100
Ala 1,2 1,4 53 55
Asp 11 1,3 2,0 2,1
Cys 1,2 1,4 2,5 2,6
Gln 1,7 2,0 8,0 8,3
Gly 1,4 1,7 3,7 39
His 1,6 1,9 1,2 1,2
lle 2,5 3,0 35 3,6
Leu 7,6 9,0 9,7 10,1
Lys 1,7 2,0 1,7 1,7
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Phe 19 2,3 2,8 2,9

Pro 0,8 1,0 2,4 2,5

Ser 1,4 1,7 1,4 1,5

(B-Me)Phe (31) 11 1,3 11 11

Thr 59 7,0 6,5 6,7

Trp 6,2 74 5,2 5,4

Tyr 34 4,0 53 3,0

Val 10,9 12,8 7,1 7,4
5-Nitro-2-aminobenzoesaure (124) 1,0 11 1,4 15
Cyclopropylglycin (125) 0,7 0,9 2,5 2,6

Tab. 9-6: Aktivierung verschiedener Aminosauren durch HrmO1, mit HrmR vor und nach FPLC-Aufreinigung
im [y-"20,]-ATP-Assay. Die hochste Aktivitat wurde als 100% normiert.

Substrat absolute Mittel- relative absolute relative
Aktivierung wert [%6] Aktivierung Aktivierung Aktivierung
durch HrmO1, durch HrmO1, durch HrmO1, durch
/HrmR [%0] /HrmR [%] /HrmR nach HrmO1,/
FPLC [%] HrmR nach
FPLC [%]
(3-Ncp)Ala (27) 97,0785 84,0 100 78,0 100
Ala 6,5;79 7,2 8,6 0,4 0,5
Arg 43 5,1
Asn 1,3 1,5 0,5 0,6
Asp 1,6 1,9 0,4 0,5
Cys 3,4 4,0 2,2 238
GIn 1,8 2,1
Glu 1,3 1,5
Gly 4,7 5,6 0,2 0,3
His 3,8 45
lle 2,6 55 0,5 0,6
Leu 91;89 9,0 10,7 5,8 7.4
Lys 4,2 5,0 1,7 2,2
Phe 55 6,5
Pro 3,6 43 0,1 0,1
Ser 3,5 4,2
(R-Me)Phe (31) 1,4 1,7 0,2 0,3
Thr 23,9;614 42,7 50,8 154 19,7
Trp 11,2;59 8,6 10,2 0,2 0,6
Tyr 6,0 71 0,6 0,8
Val 5,6 6,7 1,0 1,3
5-Nitro-2-aminobenzoesaure 10 12 0,2 0,3
(124)
Cyclopropylglycin (125) 1,6 19 0,4 0,5
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Tab. 9-7: Aktivierung verschiedener Aminosauren durch HrmO2, und O2fa mit HrmR im [y-'20,]-ATP-Assay.
Die héchste Aktivitat wurde als 100% normiert.

Substrat absolute Aktivierung Mittel- relative absolute Mittelwert relative

durch HrmO2, wert [%)] Aktivierung Aktivierung [%0] Aktivierung

HrmR [%0] durch durch O2f, durch O2f,

HrmO2, HrmR [%0] /HrmR [%0]

/HrmR [%0]
Thr 62,0 ;55,3; 75,6 64,3 100 29,6 ;62,3 46 100
Ala 16,9;12,4 14,6 21,9 4,8 10,4
Arg 52 7,7 1,8 3,9
Asn 9,4 14,0 3,5 7,6
Asp 7,6 11,3 25 55
Cys 31 4,7 11 2,3
D-Thr 49;6,1 55 8,3 1,4 31
Gin 13 2,9
Glu 6,8 10,3 1,0 2,1
Gly 5,9;10,7 8,3 12,4 19 4,2
His 14,2 21,2 4,2 91
Hpg 5,6 8,5

lle 22,7;14,6 ;28,2 21,8 32,7 3,6 78
Leu 22,0 32,9 8,0;6,7 74 16,2
Lys 1,3 2,9
Phe 26,9;17,8 22,3 33,5 0,2 0,5
Pro 8,9 13,3 4,8 10,4
Ser 15,2 ;8,6 11,9 18,0 72;31 52 11,2
(B-Me)Phe (31) 04 12,8 0,2 0,5
Trp 10,0 14,9 0,7 16
Tyr 11,5 17,3 1,0 2,1
Val 50,4 ; 53,0 51,7 77,5 12,8;10,4 11,6 25,3

Tab. 9-8: Aktivierung verschiedener Aminosauren durch HrmO2, und O2f, mit HrmR nach FPLC im [y-'*0,]-
ATP-Assay. Die hochste Aktivitat wurde als 100% normiert.

Substrat Absolute Relative Absolute Relative
Aktivierung Aktivierung Aktivierung Aktivierung
durch HrmO2,  durch HrmO2, durch O2f, durch O2f,
/HrmR nach /HrmR nach /HrmR nach /HrmR nach
FPLC [%] FPLC [%] FPLC [%] FPLC[%]
Thr 62,4 100 49,6 100
Ala 0,6 1,0 1,7 3,4
Asn 0,6 1,0 0,6 1,2
Cys 0,7 15
D-Thr 1,0 15 0,6 1,2
Gly 07 12 05 1,0
His 0,4 0,6 0,4 0,7
lle 0,4 0,6 0,6 1,2
Leu 14 2,3 14 2,9
Lys 0,5 0,8 04 07
Phe 0,2 0,4 0,6 1,2
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Ser 1,4 2,3 2,6 53
(R-Me)Phe (31) 0,4 0,6 0,6 1,2
Trp 0,5 0,8 0,5 1,0
Tyr 0,2 0,4 0,6 1,2
Val 1,1 1,7 2,4 4,8

Tab. 9-9: Aktivierung verschiedener Aminosauren durch HrmP2, und P2f, mit HrmR im [y-'30,]-ATP-Assay.
Die hochste Aktivitat wurde als 100% normiert.

Substrat absolute relative Mittel- absolute relative Mittelwert
Aktivierung Aktivierung durch  wert Aktivierung Aktivierung [%%6]
durch HrmP2, HrmP2f,/HrmR [9%6] durch P2f, durch P2fa
/HrmR [%0] [%] /HrmR [%0] /HrmR [%0]

Val 22,858 100 100 15,8;5,1 100 100
Ala 24;11 10,5; 16,7 13,6 143;28 90,2 ;54,9 72,5
Arg 1,6 6,8 6,8 1,7 10,6 10,6
Asn 1,6 6,8 6,8 1,6 9,8 9,8
Asp 53 23,2 23,2 53 333 33,3
Cys 25 111 111 1,9 12,1 12,1
Gin 6,1 26,8 26,8 6,1 38,6 38,6
Glu 2,5 11,1 11,2 25 15,9 15,9
Gly 0,6 2,6 2,6 31;17 19,7;33,3 26,5
His 3,2 14,2 14,2 32 20,5 20,5
lle 28;25 12,1 12,1 53;15 33,3;29,4 314
Leu 36;17 15,8 ;33,3 24,6 6,7;3,9 42,4 ;76,5 59,5
Lys 1,9 8,4 8,4 1,6 9,8 9,8
Phe 2,5 11,1 111 4,7 29,5 29,5
Pro 22;1 9,5;14,8 12,1 1,6 9,8 9,8
Ser 0,6 2,6 2,6 1,9 12,1 12,1

(B-Me)Phe 1,3 5,8 58 18;1,7 11,4 ;33,3 22,3
Thr 49,08 21,6;42,6 32,1 10,1 63,6 63,6
Trp 0,7 3,2 3,2 54 34,1 34,1
Tyr 3,4 14,7 14,7 3,7 23,5 235
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Tab. 9-10: Aktivierung verschiedener Aminosauren durch HrmP3, mit HrmR vor und nach FPLC-Aufreinigung
im [y-'80,]-ATP-Assay. Die hichste Aktivitat wurde als 100% normiert.

Substrat Absolute relative Absolute relative
Aktivierung  Aktivierung Aktivierung Aktivierung
durch durch HrmP3,  durch HrmP3, durch HrmP3,
HrmP3, /HrmR [%0] /HrmR nach /HrmR nach
HrmR [%] FPLC [%] FPLC[%]
(4-Pe)Pro (69) 89,6 100,0 87,8 100,0
(4-Ethinyl)Pro (128) 26,0 29,1 11,4 13,0
Ala 3,7 4,2 1,7 1,9
Arg 1,3 15 0,7 0,8
Asn 1,1 1,2
Asp 1,9 2,1
Cyclopentancarbonséure (86) 19 2,1 0,7 0,8
Cys 1,3 15 0,5 0,5
GIn 1,4 1,6
Glu 0,0 0,0 0,5 0,5
Gly 6,7 75 0,5 0,5
His 1,6 1,7 0,5 0,5
lle 53 59 1,0 1,1
Leu 9,2 10,3 19 2,2
Lys 2,3 25 1,1 1,2
Phe 4,7 52 1,0 1,1
Picolinsaure (83) 2,8 3,1
Pro 2,8 31 11 1,2
Pyrrolcarbonséure (82) 2,5 2,8 0,4 04
Ser 1,2 1,3 0,7 0,8
Tetrahydrofuran- 34 3,7
carbonséaure (89)
Thr 12,0 13,4 10,9 12,4
Trp 2,9 3,2 0,5 0,5
Tyr 41 4,6 0,7 0,8
Val 26,4 29,5 5,0 5,7
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9.4 HPLC- und FPLC-Lé&ufe

uv Konz Fraktionen
mAU %8B
40.0
35.0
35.0
30.0
30.0
25.0
25.0
20.0 20.0
15.0 15.0
10.0 10.0
5.0
5.0 \
| : B 11-9 .
0.0 I ! 1 A2 88
J.D mi

Abb. 9-18: Chromatogramm einer FPLC-Aufreinigung der Elutionsfraktion von HrmP1,. Blaue Spur: UV-
Absorption, griine Spur: Konzentration NaCl; Rote Zahlen: gesammelte Fraktionen. Die Fraktionen B11-9
wurden fiir den [y-'20,]-ATP-Assay verwendet.

UV —Konz. 7 Fraktionen
mAU %B
80.0
70.0 1
70.0
60.0 7
60.0
50.0
50.0
40.0
40.0
30.0
30.0
20.0
20.0
10.0
0.0 | A7 wblte Trwd | as s A7 | a8 | A8 atn a1 laiz B17 e11 810l B9 leal 87 | &5 | e @3] i [ o1 Fcz\ﬁca\fvﬂajn'ﬂ
0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 T

Abb. 9-19: Chromatogramm einer FPLC-Aufreinigung der Elutionsfraktion von O2f,. Blaue Spur: UV-
Absorption, grine Spur: Konzentration NaCl; Rote Zahlen: gesammelte Fraktionen. Die Fraktionen B11-9
wurden fiir den [y-%0,]-ATP-Assay verwendet.
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Intensitat
\
|
| .
i
|
i Substanz 2 (137)
! /
i
. Substanz 1 (136) i i
5 i !
! i
| o
| | |
| | |
| | |
. | :|
| i |
'| | |
x ¥ I*,
\ | \ \
\ \ | \
AN ! \‘\.
N \- Fraktion 15
6 3 10 12 t, [min]

Abb. 9-20: HPLC-Chromatogramm der Fraktion 15 aus Tabelle 5-16; Methanol/H,0 85:15, 273 nm.

Intensitat | [
il
|| ‘
{ ! N
Substanz 3 (34/35) | 1]
I | i Hormaomycin (13)
} |
ANl /
| |
1 |
i
| ||
)
|0 .
i | | ‘ \
\
{ [ I
I i |
‘ [ \
| s |
| | | !
i | | |
| i i |
| .
i | |
il ;‘ :‘
{ vl .
\ |
\ \ '
\ \ A
~_/ A f | | AR /
| I A | y, )
‘ N ~ M X - \ { ' - N Fraktion 16
:\
N \
VAR p \
AN N\ ~ N— _ Fraktion 17
2 8 12 14 16

tr [min]

Abb. 9-21: HPLC-Chromatogramm der Fraktionen 16 und 17 aus Tabelle 5-16; Methanol/H,0 85:15, 273 nm.
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Intensitat

Substanz 4 (141) \

a

/
A A UV A, \¥ J

\

Substanz 5(138)
-

~—— Fraktion 23

2 4 6 8

10 s [min]

Abb. 9-22: HPLC-Chromatogramm der Fraktion 23 aus Tabelle 5-16; Methanol/H,0 8:2, 273 nm.

Intensitat

Substanz 6 (139)

L

Substanz 7 (140)

p
i o AN
W - — = Fraktion 30
WA
h - Fraktion 24
2 4 6 3 10 12 14 16 .
tz [min]

Abb. 9-23: HPLC-Chromatogramm der Fraktion 30 aus Tabelle 5-16; Methanol/H,0 8:2, 273 nm.
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9.5 NMR-Spektren

(R-Me)Phe |

2
II,I,N 02

(3-Ncp)Ala |

aThr 4 (B-Me)Phe ll
NO,

>
(3-Ncp)Ala Il

Abb. 9-24: Nummerierung der C-Atome der Bausteine des Hormaomycins (13). Die Tabellen 9-11 — 9-16
beziehen sich auf diese Nomenklatur.

M 4l

75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 05 0.0
f1 (ppm)

Abb. 9-25: "H-NMR-Spektrum von Hormaomycin (13) in CDCls, 500 MHz.
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I L

9.5 8.5 75 6.5 5.5 4.5 3.5 25 1.5 0.5 0.5
f1 (ppm)

Abb. 9-26: *H-NMR-Spektrum von Hormaomycin (13) in CD;0D, 700 MHz.

e i

80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 05 0.0
1 (ppm)

Abb. 9-27: 'H-NMR-Spektrum von Hormaomycin A1(136) in CD;0OD, 700 MHz.
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Tab. 9-11: Zusammenfassung der NMR-Ergebnisse von Hormaomycin Al (136) in CD3;OD, 700 MHz.

Baustein A H [ppm] Multiplizitat J [Hz]
und Position
Chpca
3 6,79 dd 45,25
4 6,04 dd 45,30
5 7,02 m
(3-Ncp)Ala 1l
2 4,61 m
3a 1,71 m
3b 2,05 m
1 2,03 m
2' 4,37 ddd 7,0,7,0,3,0
3a 1,83 ddd 7,0,6,0,4,0
3b 1,14 m
a-Thr
2 4,78 m
3 5,47 dq 70,20
4 1,59 d 7,0
(B-Me)Phe 11
2 4,47 m
3 3,08 dq 8,0,6,0
4 1,22 d 7,0
Ar 6,99-7,30
(3-Ncp)Alal
2 3,90 dd 70,35
3a 0,87 ddd 14,0,7,0,7,0
3b 1,02 m
1 1,30 m
2' 3,85 m
3a 1,51 ddd 10,0,5,0,4,0
3b 0,70 m
(R-Me)Phe |
2 4,44 dd 6,0,4,0
3 3,57 m
4 1,38 d 8,0
Ar 6,99-7,30
lle
2 4,60 m
3 2,22 m
4a 1,35 m
4b 1,59 m
5 0,900 t 6,5
1 0,97 d 6,5
(4-Pe)Pro
1 5,33 m
2' 5,63 m
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3 1,71 dd 72

2 4,05 dd 11,5,6,0
3a 2,27 m

3b 1,73 m

4 3,35 m

5a 4,20 m

5b 3,26 m

M 1L

85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 1.0 05 0.
1 (ppm)

Abb. 9-28: 'H-NMR-Spektrum von Hormaomycin A2 (137) in CD;0D, 700 MHz.
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s il
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0.0
r0.5
r1.0
r1.5
r2.0
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3.5
o 4.0
T 4.5
5.0
‘ 5.5
6.0
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7.0
7.5
8.0

80 75 70 65 6.0 55 5.0

45 40 35 30 25 20 15 1.0 05 0.0
f2 (ppm)

Abb. 9-29: 'H-'H-COSY-NMR-Spektrum von Hormaomycin A2 (137) in CD;0D, 700 MHz.

1 (ppm)

Tab. 9-12: Zusammenfassung der NMR-Ergebnisse von Hormaomycin A2 (137) in CD;0D, 700 MHz.

Bausteine A [ppm] Multiplizitat J (Hz) IH-'H-cosY
und Position
Chpca
3 6,82 d 5,0
4 6,08 d 5,0
(3-Ncp)Ala ll
2 4,53 ddd 9,0, 6,5 3a,b
3a 1,69 m 2,3b
3b 2,07 m 2,3, 1
1 2,02 m 3a,2,3ab
2' 4,37 ddd 7,0,30,30 3a,b
3a 1,82 ddd 9,0,50,4,0 3h, 2, 1
3b 1,15 ddd 8,0,6,0,6,0 3,2
a-Thr
2 4,78 m
3 5,48 dg 90,70
4 1,53 d 6,5
(R-Me)Phe 11
2 4,60 dd 85,80 3
3 3,08 dg 75,70 2,4
4 1,20 7,5 3
Ar 6,95-7,31
(3-Ncp)Ala
2 3,9 m 3a,b
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3a 0,91 ddd 75,7,0,50 3b, 2, 1'
3b 1,13 ddd 14,0,8,0,7,0 3a, 2
1 1,30 m 3a, 3'a,b
2' 3,91 m 3'a,b
3a 1,51 ddd 6,0,6,0,6,0 3h, 24, 1
3'b 0,67 70,70,70 3'b, 2'
(B-Me)Phe |
2 4,48 dd 50,50 3
3 3,66 m 2,4
4 1,36 d 7,3 3
Ar 6,95-7,31
Val
4,53 m 3
2,28 m 1,4,2
4 1,01 d 6,5 3
1 0,99 d 6,5 3
(4-Pe)Pro
1 5,34 dd 11,0,11,0 2,3
2' 5,63 dq 10,5,7,0 1,3
3 1,70 d 7.2 1,2
2 4,04 dd 11,0,6,0 33, 3b
3a 2,28 m 2,3b
3b 1,71 m 2, 3a
4 2,78 m r
5a 4,16 dd 10,0,8,5 5b
5b 3,27 m 5a

-,

85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 3.0 25 20 15 1.0 05 0.0
f1 (ppm)

Abb. 9-30: "H-NMR-Spektrum von Hormaomycin A3 (138) in CD;0OD, 700 MHz.
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Abb. 9-31: 'H-'H-COSY-NMR-Spektrum von Hormaomycin A3 (138) in CD;0D, 700 MHz.

Tab. 9-13: Zusammenfassung der NMR-Ergebnisse von Hormaomycin A3 (138) in CD;0D, 700 MHz.

Bausteine A [ppm] Multiplizitat J (H2) 'H-'H-cosy
und Position
Chpca
3 6,82 d 5,0 4
4 6,06 d 5,0
(3-Ncp)Ala 1l
2 4,43 m 3a,b
3a 2,05 ddd 75,3,0,30 2,3b
3b 1,76 m 2, 3a
1 2,03 m 7,5,6,0,6,0 3a,2,3%b
2' 4,38 ddd 7,0,3,0 3,0 3'a,b
3a 1,83 ddd 6,0,4,0,35 3b, 2,1
3'b 1,15 3'a, 2,1
a-Thr
2 4,79 dd 5,0,5,0 3, NH
3 551 dq 75,65 4
4 1,59 d 7,0
NH 8,09
(B-Me)Phe 11
2 4,61 dd 9,0,9,0 3
3 3,04 dg 75,75 2,4
4 1,22 d 7,0 3
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Ar
Leul
NH

3a
3b

(B-Me)Phe |

NH
(4-Pe)Pro
1
2
3
2
3a
3b
4
5a
5b

7,04-7,29

7,80
3,66
0,72
0,90
0,48
0,53
0,62

4,55
3,74
1,35
7,04-7,29
8,35

4,65
2,26
1,22
1,67
0,89
0,97
7,54

5,34
5,63
1,70
4,02
2,27
1,7
341
4,46
3,26

ddd

o o 3 3

dd
dg

a o 3 3 3 3

dd
dg
dd
dd
ddd

dd

4,5 2
NH, 3a,b
70,70,70 2,3b
2, 3a
5,1
6,0
6,0
50,25 NH, 3
75,50,5,0 2,4
7.2 3
9,0 2
11,0,11,0 NH, 3
2,1
4b, 5
4a, 5
4a,b
6,5 3
9,5 2
10,5, 10,5 2,3
10,5,7,0 1,3
7,0 12
8,0,8,0 33, 3b
6,5,6,5 2,3b
2,3a
3a
9,0,90 5b
5a
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Abb. 9-32: *H-NMR-Spektrum von Hormaomycin A4 (139) in CD;0D, 700 MHz.

Tab. 9-14: Zusammenfassung der NMR-Ergebnisse von Hormaomycin A4 (139) in CD;0D, 700 MHz.

Baustein A *H [ppm] Multiplizitat J [Hz]
und Position
Chpca
3 6,67 d 4,0
4 6,00 d 4,5
Leu Il
2 4,07 m
3a 1,65 m
3b 1,78 m
4 1,71 m
1,01 d 6,5
1 0,97 d 6,5
a-Thr
2 4,64 dd 7,0,5,0
3 5,48 m
4 1,54 m
(B-Me)Phe 11
2 4,53 dd 85,85
3 3,05 m
4 1,13 d 7,0
Ar 7,04-7,30
(3-Ncp)Ala |
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2 3,90 m
3a 0,90 m
3b 1,03 m
1 1,29 m
2' 3,75 m
3a 1,44 m
3'b 0,63 m
NH 8,02 d 5,0
(B-Me)Phe |
2 4,42 m
3 3,59 m
4 1,33 d 72
Ar 7,04-7,30
lle
2 4,58 m
3 2,15 m
4a 1,24 m
4b 1,65 m
5 0,85 m
1 0,94 d 7,0
(4-Pe)Pro
1 5,31 dd 85,85
2' 5,62 dq 110,75
3 1,69 d 6,5
2 4,07 dd 8,0,6,0
3a 2,29 m
3b 1,70 m
4 3,34 m
5a 4,07 m 9,0,90
5b 3,22 m
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Abb. 9-33: 'H-NMR-Spektrum von Hormaomycin A5 (140) in CD;0D, 700 MHz.
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Abb. 9-34: *H-"H-COSY-NMR-Spektrum von Hormaomycin A5 (140) in CD;0D, 700 MHz.
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Tab. 9-15: Zusammenfassung der NMR-Ergebnisse von Hormaomycin A5 (140) in CD;0D, 700 MHz.

Bausteine A™H [ppm] Multiplizitat J (Hz) 'H-H-cosy
und Position
Chpca
3 6,85 d 4,0 4
4 6,02 d 4,5
Leull
2 4,22 m 3a,b
3a 1,67 ddd 12,0,8,0,8,0 2,3b,4
3b 1,83 ddd 12,0,8,0,7,0 33,2
4 1,75 m 3b, 5, 1'
5 1,03 d 6,5 4
1 1,00 d 6,5 4
a-Thr
2 4,69 m 3
3 5,39 dg 75, 6,5 2,4
4 1,58 dqg 7,0 3
(B-Me)Phe 11
2 4,65 m 3
3 2,96 dg 7,0, 6,5 2,4
4 1,14 d 7,0 3
Ar 7,12-7,29
Leul
2 3,51 m 3a,b
3a 0,53 m 2,3b
3b 0,90 m 2,3a
4 0,33 sp 7,0 3b, 5,1
0,56 d 6,5 4
1 0,46 d 6,5 4
(R-Me)Phe 1
2 4,54 dd 5,0,5,0 3
3 3,75 dq 4,0,40,35 2,4
4 1,35 d 7,2 3
Ar 7,12-7,29
lle
2 4,60 m 3
3 2,44 m 2,1
4a 1,17 dq 7,0,6,0,5,0 4b, 5
4b 1,63 m 4a, 5
5 0,81 m 4a, 4b
1 0,94 d 6,5 3
NH 7,54 d 9,5 2
(4-Pe)-Pro
1 5,34 dd 10,5,9,0 2,3
2 5,62 dg 7,0,4,0 1,3
3 1,71 d 6,5 1,2
2 4,01 dd 6,0,5,0 3a, 3b
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3a 2,25 ddd 6,0,6,0,5,0 2,3b,4
3b 1,72 m 2,3a,4
4 3,35 m 3a,3b,5a
5a 4,18 dd 9,0,90 5b
5b 3,26 m 5a
W 1
85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 05 0.0
1 (ppm)

Abb. 9-35: *H-NMR-Spektrum von Hormaomycin A6 (141) in CD;0D, 700 MHz.
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Abb. 9-36: *H -'H-COSY-NMR-Spektrum von Hormaomycin A6 (141) in CD;0D, 700 MHz.

Tab. 9-16: Zusammenfassung der NMR-Ergebnisse von Hormaomycin A6 (141) in CD;0D, 700 MHz.

1 (ppm)

Bausteine A [ppm] Multiplizitat J (H2) 'H-'H-cosY
und Position
EtOAc
2a 5,03 d 15,0 2b
2b 5,13 d 15,0 2a
1 4,29 q 14,0, 8,0 2¢
2 1,32 t 7,5 1
Chpca
3 6,82 d 5,0 4, NH [(3-Ncp)Ala 1]
4 6,15 d 5,0 3
(3-Ncp)Ala 1l
2 4,65 m 3a,b
3a 1,67 m 2,3b
3b 2,07 m 2,3
1' 2,05 m 3a,2', 3a,b
2' 4,37 ddd 7,0 30,30 1,3%ab
3a 1,82 ddd 3'b, 2', 1"
3b 1,14 m 33,2 1'
NH 7,54 d 9,5
a-Thr
2 4,75 dd 9,5 3, NH
3 5,45 dg 7,0,2,0 4
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NH
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Ar
NH
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1
NH
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1
o
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2
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1,53
8,25

4,59
3,10
1,20
7,00-7,30
7,70

3,93
0,93
1,02
1,30
3,86
1,48
0,64
8,02

4,49
3,63
1,35
7,00-7,30
8,28

4,6

2,13
1,19
1,61
0,92
0,99
7,54

5,33
5,63
1,70
4,07
2,29
1,71
341
4,20
3,28

dd
ddd
ddd

3

ddd
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o o ~ 3 3 3 3

dd

dq

dd

dd
ddd

dd

6,5
12,0

7,5
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55
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75
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105,70
7,2
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120,75,65

9,0,9,0

NH,3
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NH, 3a,b
3b,2,1'
3a,2
3a,b
1, 3a,b
3b,2', 1'
3b, 2', 1’
2
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2,4

NH, 3
2,1
4b, 5
43,5
4a, 4b
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1,2
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2,3b
2, 3a
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Abb. 9-37: *H -NMR-Spektrum von Hormaomycin E1/E2 (40/41) in CD,0D, 700 MHz.
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