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Combigyrase Workshop. Padova, Italy (Oktober 20-22, 2005)
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I Einleitung

1. Antibiotika und ihre Produzenten

Antibiotika sind niedermolekulare Stoffwechselprodukte, die von Bakterien, Pilzen und
Pflanzen gebildet werden und in geringen Mengen das Wachstum anderer
Mikroorganismen hemmen oder abtdten. In den letzten sechzig Jahren ist vor allem die
bakterielle Gattung Streptomyces die reichste Quelle an Antibiotika geworden. Mehr als
2000 von den klinisch angewendeten Antibiotika sind aus Streptomyceten isoliert
worden. Hierzu gehdren wichtige Antibiotika wie Tetracycline, Vancomycin,
Fosfomycin und Erythromycin (Baltz, 2005). Dabei begann die Geschichte der
Antibiotika dieser Gattung 1942 mit der Entdeckung des Antibiotikums Streptothricin.
Jedoch erst ein Jahr spiter, nach der Auffindung des Streptomycins, erfolgte ein
systematisches Screenen dieser Gattung auf Antibiotika, das nicht zuletzt auch durch
die Entwicklung von Methoden zur Reinigung und Charakterisierung dieser
Naturprodukte begiinstigt wurde.

Streptomyceten sind gram-positive, ubiquitir vorkommende Bodenbakterien und
gehoren in die Klasse der Actinomyceten. Sie weisen eine fiir Bakterien ungewohnliche
Féhigkeit zur morphologischen Differenzierung auf, die es ihnen ermdglicht, sich gut an
die wechselnden Bedingungen ihres natiirlichen Lebensraumes anzupassen. Bei einem
reichen Nihrstoffangebot bilden die Streptomyceten filamentdse Substratmycelien, aus
denen sich bei Verschlechterung der Wachstumsbedingungen an der Oberfldche ein
Luftmyzel entwickelt. Von diesem werden anschlieBend Sporen abgegliedert. Diese
konnen bei verbesserten Lebensbedingungen erneut zum Substratmyzel auskeimen
(Chater, 1993). Weitere charakteristische Merkmale der Streptomyceten im Vergleich
zu anderen gut untersuchten Mikroorganismen (z.B. Escherichia coli) sind die
aullergewohnliche GroBle des Genoms von 8-10 Mb und der sehr hohe GC-Gehalt der
DNA (> 70%) (Bentley et al., 2002). Wie bei vielen anderen Mikroorganismen liegen
auch bei Streptomyceten die Gene, die fiir die Biosynthese von einem Antibiotikum
verantwortlich sind, geclustert vor. Dies bedeutet, dass die Gene auf einem
zusammenhédngenden Abschnitt des Streptomycetengenoms vorkommen.

Heutzutage sind viele marktplatzierte Antibiotika semisynthetische Varianten der
natiirlich vorkommenden Naturstoffe oder Verbindungen, die auf synthetischem Weg
hergestellt worden. Die sehr rasche Resistenzentwicklung von Bakterien gegeniiber
jeder Klasse von Antibiotika macht es jedoch erforderlich, immer wieder neue
Verbindungen fiir die antibakterielle Therapie zu entwickeln.

Zur Herstellung neuer Antibiotikaverbindungen kann man sich vieler Verfahren
bedienen, die jedoch ihre Vor- und Nachteile enthalten. So ist als erstes Verfahren das
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Screenen nach neuen Organismen (Bakterien, Pilze, Pflanzen), die eventuell
antibakteriell wirksame Sekundirmetabolite produzieren, zu nennen. Dies ist jedoch
eine sehr aufwendige Methode und in den letzten 30 Jahren ist sie auch immer mehr in
den Hintergrund geraten, da selten neue Naturstoffklassen identifiziert wurden.
AuBerdem erscheint es einfacher, bereits bekannte Organismen noch griindlicher auf
ihren Sekundidrmetabolismus hin zu untersuchen. Genomsequenzierungen hatten
gezeigt, dass viele Bakterienstimme und Pilze nicht nur in der Lage sind, ein
Antibiotikum zu bilden, sondern ein viel groferes Produktionsspektrum an
Sekundiarmetaboliten aufweisen (Bode et al.,, 2002). So konnte z. B. durch die
Genomsequenzierung des bestuntersuchten Streptomyceten S. coelicolor A(3)2 gezeigt
werden, dass dieser neben den bereits bekannten Clustern fiir Methylenomycin,
Prodigiosin, Actinorhodin und einem calciumabhéngigem Antibiotikum noch weitere
unbekannte Cluster besitzt (Bentley er al., 2002; Lautru et al., 2005). Auch
Untersuchungen zur Optimierung der Kultivierungsbedingungen hatten verdeutlicht,
dass die Produktion vieler noch nicht identifizierter Metabolite durch nicht optimale
Kultivierungsbedingungen verhindert wird (Bode et al., 2002). Diese Beobachtungen
zeigen, dass bestimmte Bakterienstimme durchaus das Potential haben, ein Dutzend
Naturstoffe von verschiedenen Strukturklassen zu bilden.

Eine weitere Methode ist die Strukturmodifizierung der urspriinglichen Naturstoffe auf
chemische Weise. Doch dieses Verfahren ist in vielen Féllen aufgrund der Komplexitét
der Struktur erschwert oder sogar unmoglich (Floss, 2006). Jedoch ist diese
Modifizierung fir die Entwicklung neuer Arzneistoffe meist von essentieller
Bedeutung.

Die Entwicklung von molekularen Techniken zur genetischen Manipulation von
Bakterien als auch das wachsende Wissen an Sequenzinformationen von
Biosynthesegenclustern haben zu einem besseren Verstindnis der genetischen und
biochemischen Basis der Sekundirmetabolit-Biosynthese gefiihrt. Aufgrund dessen
konnten Verfahren entwickelt werden, die die Bildung neuer modifizierter Naturstoffe
ermoOglichen. Dazu zdhlen vor allem die Vorstufen-gerichtete Biosynthese, die
Mutasynthese, die kombinatorische Biosynthese und das metabolische Engineering.

Bei der Vorstufen-gerichteten Biosynthese wird das Kulturmedium des
Sekundérstoffproduzenten mit Substanzen erginzt, die als Konkurrenten zum
eigentlichen Substrat, das in das Antibiotikum eingebaut werden soll, auftreten (Weist
und Siissmuth, 2005). Im Vergleich dazu basiert die Mutasynthese auf der Zufiitterung
von verschiedenen geeigneten synthetischen Analoga von Vorstufen des
Sekundérstoffes zu Mutanten, die in einem wichtigen Schritt der Antibiotika-
biosynthese blockiert sind (Weist und Siissmuth, 2005). Sofern die zugefiitterten
synthetischen Substanzen in die Zellen aufgenommen werden, von den Biosynthese-
Enzymen akzeptiert und eingebaut werden, konnen neue mutasynthetisch hergestellte
Substanzen gewonnen werden. Ein Beispiel dafiir zeigt die Arbeit von Galm et al.
(2004). Sie hatte einer Mutante, die in der Bildung der 3-Dimethylallyl-4-
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hydroxybenzoesdure (Ring A) des Aminocoumarin-Antibiotikums Clorobiocin
blockiert war, mit unterschiedlichen Ring A-Analoga gefiittert und dadurch
verschiedene Aminocoumarin-Antibiotika mit Variation im Ring A erhalten (Galm et
al., 2004a). Somit konnen mit dieser Methode unter Verwendung einer einzigen
Mutante und der Zufiitterung vieler Substanzen neue wirksame Naturstoffe gewonnen
werden. Aber auch die Mutasynthese hat ihre Grenzen. So konnen die Verfiigbarkeit
von geeigneten Substrat-Analoga in ausreichender Menge, die Aufnahme der
Substanzen in die Zellen, als auch die Akzeptanz der Substanzen durch die
entsprechenden Biosynthese-Enzyme limitierende Faktoren sein.

Die kombinatorische Biosynthese, unter der man einen Austausch von
Biosynthesegenen zwischen naturstoffproduzierenden Mikroorganismen versteht, als
auch das metabolische Engineering, das eine gezielte Modifikation eines
Biosyntheseschrittes beinhaltet, fithren zur Bildung neuer modifizierter Naturstoffe
(Floss, 2006; Hutchinson, 1998; Walsh, 2002). Die Durchfiihrbarkeit der
kombinatorischen Biosynthese wurde erstmals in Arbeiten von Hopwood und Kollegen
(1985) berichtet. So konnte er die Gene des Biosynthesegenclusters von Actinorhodin
aus S. coelicolor in den Medermycin-Produzenten S. sp. AM-7161 einbringen. Die
erhaltene Mutante produzierte dabei neben Medermycin grole Mengen einer neuen
Verbindung, dem Mederrhodin A (Hopwood et al., 1985). Die Methode nahm vor allem
fiir die Herstellung neuer Polyketide und nicht-ribosomaler Peptide eine wichtige Rolle
ein (Cane et al, 1998; Khosla, 1998; Rohr, 1995). Es folgten Studien zur
Manipulationen der Desoxyzucker-Biosynthese. Es ist bekannt, dass besonders
Desoxyzucker, die glykosidisch an Polyketide oder Peptide gebunden sind, fiir die
pharmazeutische Wirkung der Verbindungen essentiell sind (Salas und Mendez, 2005).
So fiihrte die Einbringung von Genen aus S. olivaceus, die fir die Bildung des
Elloramycin-Aglykons, 8-Demethyltetracenomycin C, verantwortlich sind, in den
Urdamycin-Produzenten S. fradiae zur Bildung neuer Tetracenomycin-Glykoside, die
anstelle von L-Rhamnose eine D-Olivose als Desoxyzuckerkomponente enthielten
(Decker et al., 1995a). Des weiteren konnte die kombinatorische Biosynthese auch fiir
die Gruppe der Aminocoumarin-Antibiotika erfolgreich angewendet werden (Eustaquio
et al., 2003a; Li et al, 2002). Jedoch treten auch bei der Anwendung der
kombinatorischen Biosynthese bzw. des metabolischen Engineerings eine Vielzahl von
Problemen auf. Dabei sind vor allem die Substratspezifitit einiger Biosynthese-
wegenzyme, die teilweise geringe Ausbeute der neu gebildeten Substanzen als auch der
Verlust der Bioaktivitéit der neuen Substanzen zu nennen (Floss, 2006).

Die genannten Verfahren fithren also zur Bildung neuer modifizierter Verbindungen,
dennoch miissen diese weiter untersucht und optimiert werden.
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2. Aminocoumarin-Antibiotika

Novobiocin, Clorobiocin und Coumermycin A; sind drei strukturell eng verwandte
Aminocoumarin-Antibiotika, die von Vertretern der Gattung Streptomyces produziert
werden. Novobiocin wurde erstmals 1955 beschrieben (Hoeksema et al., 1955; Smith et
al., 1956) und wird vorwiegend von den Stimmen S. niveus (Smith et al., 1956) und S.
spheroides NCIMB 11891 (Berger und Batcho, 1978) produziert. Jedoch zeigten
Southern Blot Experimente, dass diese beiden Stimme unabhdngige Isolate des gleichen
Stamms sein konnten (Lanoot e al., 2002). Die anderen beiden Antibiotika wurden
zwischen 1960 und 1980 entdeckt (Kawaguchi et al., 1965; Ninet et al., 1972). Die
Produktion an Coumermycin A ist bei verschiedenen Stdmmen, wie S. hazeliensis var.
hazeliensis, S. rishiriensis, S. spinichromogenes und S. spinicoumarensis beobachtet
worden (Berger und Batcho, 1978). Clorobiocin wird von S. albocinerescens, S.
hygroscopius und S. roseochromogenes var. oscitans produziert (Mancy et al.,1974;
Ninet et al., 1972).

2.1 Struktur der Aminocoumarine

Die Aminocoumarin-Antibiotika (Abbildung I.1) sind charakterisiert durch einen 3-
Amino-4,7-dihydroxycoumarinteil (Ring B), der an Position 7 mit einem Desoxyzucker
(Ring C) und an Position 3 mit einer Acylkomponente verbunden ist. Novobiocin und
Clorobiocin tragen als Acylkomponente einen 3-Dimethylallyl-4-hydroxybenzoatteil
(Ring A). Im Vergleich dazu ist die Acylkomponente im Coumermycin A; eine 3-
Methylpyrrol-2,4-dicarbonsdure. In Novobiocin ist die Hydroxylgruppe an Position 3
des Desoxyzuckers mit einer Carbamoylgruppe acyliert, wihrend in den anderen beiden
Verbindungen diese Hydroxylgruppe mit einer 5-Methylpyrrol-2-carbonséure verestert
ist. Des weitern weisen Novobiocin und Coumermycin A; eine Methylgruppe an
Position 8 des Aminocoumarinringes auf. Diese Position ist in Clorobiocin mit einem
Chloratom substituiert.
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Abbildung I.1: Strukturen dreier Aminocoumarin-Antibiotika

In der Natur sind noch zwei weitere Aminocoumarine entdeckt worden, das
Simocyclinon D8 (Holzenkdmpfer et al, 2002; Schimana et al., 2000) und das
Rubradirin (Bhuyan et al., 1965; Meyer, 1965). Im Vergleich zu den drei vorher
genannten Aminocoumarinen tragen diese beiden Verbindungen keinen Desoxyzucker
an Position 7 des Aminocoumarinteils und ihre Acylkomponente ist von groerer und
komplizierterer Struktur (Abbildung 1.2). In Simocyclinon D8 besteht die
Acylkomponente aus einem Angucyclinon-Ringsystem, dass an C-9 C-glykosidisch mit
dem an der 4-OH-Gruppe acetylierten Desoxyzucker B-D-Olivose verkniipft ist. Die
Hydroxylgruppe an Position 3 des Desoxyzuckers ist zudem mit einer
Octatetraendicarbonsdure substituiert. Des weiteren tridgt Simocyclinon D8 ein
Chloratom an Position 8 des Aminocoumarinrings. In Rubradirin ist die
Acylkomponente eine Dihydroxydipipecolinsdure, die durch eine glykosidische
Bindung mit einem 2,6-Didesoxynitrozucker und durch eine Esterbindung mit einem
Ansamakrolidring verbunden ist.

I CH;

/C\
D o OH OH OH b* oL
HO (o) o H3CO. 0. O N o CH3
“ Simocyclinon D8 Nos
Rubradirin

Abbildung 1.2: Strukturen von Simocyclinon D8 und Rubradirin
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2.2 Wirkung der Aminocoumarine

Novobiocin, Clorobiocin und Coumermycin A; sind potente Inhibitoren der bakteriellen
DNA-Gyrase. Die DNA-Gyrase gehort zur Klasse der Topoisomerasen des Typs II.
DNA-Topoisomerasen kommen in allen Zelltypen vor. Sie sind essentiell fiir die
Lebensfahigkeit der Zelle und an wichtigen DNA-Prozessen wie Transkription,
Rekombination und Replikation beteiligt. Aufgrund des Vorkommens der DNA-Gyrase
in ausschlieBlich prokaryontischen Zellen stellt sie einen guten Angriffspunkt
antibakteriell wirksamer Verbindungen dar. Funktionell ist die DNA-Gyrase fiir die
ATP-abhédngige FEinfiihrung von negativen Supercoils in doppelstringige DNA
verantwortlich. Sie besteht aus zwei Untereinheiten GyrA und GyrB, die zur Bildung
des aktiven Enzymkomplexes ein A;B,-Heterodimer bilden. Die DNA-Gyrase ist schon
von vielen Bakterienarten isoliert worden, jedoch die am besten charakterisierteste ist
die von E. coli. Die GyrA-Einheit ist ein 97 kDa groBes Protein, dass sich aus einer N-
terminalen Doméne, die in den DNA-Strangbruch und dessen Wiedervereinigung
involviert ist, und einer C-terminalen Doméne, die an der DNA-Protein-Interaktion
beteiligt ist, zusammensetzt. Das 90 kDa grofle GyrB-Protein weist ebenfalls eine N-
und C-terminale Domidne auf. Dabei trigt der N-terminale Teil die ATPase Aktivitit
und der C-terminale Teil ist in die Interaktionen mit dem A-Protein und der DNA
involviert (Maxwell, 1997).

Alle 3 Aminocoumarin-Antibiotika konkurrieren mit ATP um die Bindung an die B-
Untereinheit der Gyrase und inhibieren somit die ATP-abhingige DNA-
Uberspiralisierung, die durch das Enzym katalysiert wird. Rontgenstrukturanalysen
konnten zeigen, dass der Aminocoumarinteil und der substituierte Desoxyzuckerteil
dieser Verbindungen essentiell fiir ihre Bindung an die B-Untereinheit der Gyrase sind
(Lafitte et al., 2002; Lewis et al., 1996; Maxwell, 1993; Tsai et al., 1997). Dabei spielen
vor allem Wasserstoffbriickenbindungen zwischen Argl36 und dem Coumarinring,
zwischen Asp73 und der 3°’-Acylgruppe des Desoxyzuckers und zwischen Asn46 und
der 2’’-Hydroxylgruppe des Desoxyzuckers eine wichtige Rolle. Die Interaktion von
Novobiocin mit der Gyrase kommt dabei vor allem durch die direkte Wasserstoffbriicke
zwischen dem Asp-Rest und der Carbamoylgruppe und zwei weiteren Wasserstoff-
briicken zwischen zwei koordinierten Wassermolekiilen zustande (Lewis et al., 1996).
Bei Clorobiocin werden diese zwei Wassermolekiile durch die volumindse 5-
Methylpyrrol-2-carbonsdureeinheit verdréngt. Dieses spiegelt sich in einer hoheren
Affinitit von Clorobiocin zur Gyrase-B-Untereinheit wieder (Tsai et al., 1997). Aber
auch das Chloratom an Position 8 des Aminocoumarinrings von Clorobiocin tragt zu
der hoheren biologischen Aktivitdt der Verbindung im Vergleich zu Novobiocin bei
(Eustdquio et al, 2003a). Der prenylierten 4-Hydroxybenzoesiureeinheit von
Clorobiocin und Novobiocin wurde anfinglich die Aufnahme der Antibiotika in die
Bakterien zugeschrieben, da sie iiber mehrere hydrophobe Wechselwirkungen nur
schwach zur Bindung dieser Substanzen an die bakterielle Gyrase beitrigt (Lewis et al.,
1996; Tsai et al., 1997). Jedoch konnten spitere Untersuchungen von Lafitte und
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Kollegen (2002) zeigen, dass diese FEinheit eine entscheidende Rolle in der
Bindungsaffinitit dieser Antibiotika zur Gyrase hat (Lafitte et al., 2002). AuBlerdem
konnte gezeigt werden, dass strukturelle Verdnderungen dieser prenylierten 4-
Hydroxybenzoesédure zu einer erhohten Aktivititshemmung der Gyrase fithrten (Galm et
al., 2004b).

Des weiteren haben Molekulargewichsstudien ergeben, dass Novobiocin und
Clorobiocin die Gyrase B-Untereinheit als Monomer binden, wihrend Coumermycin A;
die GyrB-Einheit als Dimer stabilisiert. Diese Beobachtungen stimmen mit den
Strukturmerkmalen von Coumermycin A; iiberein (Ali et al., 1993; Maxwell und
Lawson, 2003).

2.3 Wirkungsspektrum und therapeutische Anwendung

Die Aminocoumarin-Antibiotika weisen eine grofe Wirksamkeit gegeniiber gram-
positiven Bakterien, einschlieBlich den Methicillin- und Vancomycin-resistenten
Staphylococcus-Stimmen auf. Jedoch blieb die klinische Anwendung dieser Antibiotika
aufgrund ihrer schweren Nebenwirkungen (z.B. Hautausschldge), ihrer schlechten
Wasserloslichkeit und ihrer geringen Aktivitit gegeniiber gram-negativen Bakterien,
verursacht durch die geringe Permeabilitdt durch die Bakterienzellwand, eingeschriankt
(Maxwell, 1993). Novobiocin wurde als einziges dieser drei Substanzen als
Antibiotikum zur Behandlung von Infektionen mit multiresistenten gram-positiven
Bakterien in den USA (Albamycin®) zugelassen. Seine antibakterielle Aktivitit konnte
dabei sowohl in in-vitro Studien als auch in klinischen Studien nachgewiesen werden
(French et al., 1993; Raad et al., 1998; Walsh et al., 1985). Dennoch verhinderte neben
den auftretenden Nebenwirkungen auch eine hédufige und sehr rasche Resistenz-
entwicklung eine breite Anwendung dieses Antibiotikums. Dessen ungeachtet konnten
aber zahlreiche préklinische und klinische Studien das Wirkungspotential von
Novobiocin aufzeigen. Zum Beispiel weist Novobiocin synergistische Wirkung mit
Antitumormedikamenten auf, indem es die zytotoxische Wirkung der Topoisomerase II-
Hemmstoffe Etoposid und Teniposid verstarkt (Rappa et al., 1992). Dabei kommt diese
Wirkungsverstarkung aber nicht durch die zusdtzliche Hemmung der Topoisomerase II
zustande, sondern durch die Hemmung des Transportes von Etoposid und Tenoposid
aus den Zellen (Lorico et al., 1992; Rappa et al., 2000). Des weiteren konnte gezeigt
werden, dass Novobiocin mit dem eukaryontischen Hitzeschockprotein Hsp90
interagiert, das eine wichtige Rolle in der Stabilitit und Funktion vieler
Zellsignalmolekiile, wie Transkriptionsfaktoren (Dioxin-Rezeptor, Steroidhormon-
rezeptor) und onkologischen Tyrosin- und Serin/Threonin-Kinasen, spielt (Allan et al.,
2006; Marcu et al., 2000). Marcu et al. (2000) konnte zeigen, dass diese Novobiocin-
Hsp90-Interaktion sowohl in-vitro als auch in-vivo zu einer Reduktion an onkologischen
Kinasen in der Zelle fiihrt. Eine weitere Untersuchung offenbarte, dass Novobiocin eine
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antiproliferative Wirkung auf menschliche Myelomzellen besitzt, in dem es die
Expression des Glykoproteins CD38 in diesen Zellen induzierte (Thiele et al., 2002).

2.4 Biosynthese der Aminocoumarin-Antibiotika

Die ersten Untersuchungen zur Biosynthese der Aminocoumarin-Antibiotika erfolgten
durch Fiitterungsversuche mit isotopenmarkierten Vorstufen. Birch und Kollegen
(1962) konnten durch "*C-Fiitterungsversuche beweisen, dass die Desoxyzucker-Einheit
Noviose aus intakter Glucose entsteht (Birch et al., 1962). Bunton und Kollegen (1963)
zeigten, dass sowohl der Aminocoumarinring als auch der prenylierte 4-
Hydroxybenzoatteil sich von Tyrosin ableiten (Bunton ef al., 1963). Des weiteren legte
ein Fiitterungsversuch mit 'O markiertem Tyrosin nahe, dass der Ringsauerstoff des
Aminocoumarinrings von der Carboxylgruppe des Tyrosins stammen konnte (Bunton et
al., 1963). Dieses Ergebnis wurde jedoch durch neuere Experimente von Holzkdmpfer
und Kollegen widerlegt. Sie hatte nachgewiesen, dass der Ringsauerstoff des
Aminocoumarinringes in Simocyclinonen der D-Reihe aus molekularem Sauerstoff
stammt (Holzenkdmpfer und Zeeck, 2002). Fiitterungsexperimente mit 1->C-Glucose
bewiesen, dass die Dimethylallylseitenkette von Ring A vom Methylerythritol-Phoshat-
Weg (nicht-Mevalonat-Weg) stammt, im Vergleich zu allen friiher untersuchten
Isoprenoid enthaltenen Metaboliten von Streptomyceten (Li et al., 1998). Die gleichen
Beobachtungen wurden auch durch Fiitterungsexperimente mit 1-'>C-Natriumacetat und
1-*C-Glucose von Orihara und Kollegen berichtet (Orihara et al., 1998). Fiitterungs-
experimente mit '*C-markiertem L-Prolin zu einem Coumermycin A;-Produzenten
fiihrten zum Einbau von Radioaktivitidt in die Pyrrolgruppen des Molekiils. Dabei
konnte jedoch nicht zwischen der zentralen und den beiden terminalen Pyrroleinheiten
des Coumermycins A; unterschieden werden (Scannell und Kong, 1969).

Weitere Aufschliisse iiber die Biosynthese der Aminocoumarin-Antibiotika erfolgte
durch die Verwendung von Mutanten. Dabei konnte gezeigt werden, dass die Bildung
der Amidbindung zwischen Ring A und Ring B vor der Ubertragung auf Ring C erfolgt,
denn bei Mutanten, die in der Biosynthese des Ring B blockiert waren, konnten die
Novobiocin-Produktion nur durch Zufiitterung von Ring B oder Novobiocinsdure (Ring
A und B), aber nicht durch Fiitterung mit Novenamin (Ring B und C) wiederhergestellt
werden (Queener et al., 1978). Andere Mutanten akkumulierten Novobiocin-Derivate
mit fehlender O-Methylgruppe und/oder fehlender Carbamoylgruppe. Diese
Verbindungen konnten von Mutanten, die in einem fritheren Biosyntheseschritt
blockiert waren, zu Novobiocin umgewandelt werden. Dies zeigte, dass die O-
Methylierungsreaktion an Position 4 und die Carbamoylierungsreaktion an Position 3
des Desoxyzuckers zu Endreaktionen in der Biosynthese von Novobiocin gehoren
(Queener et al., 1978).
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Jedoch erst die Klonierung und Sequenzierung des Novobiocin-Biosynthesegenclusters
von S. spheroides NCIMB 11981 (Steffensky et al., 2000b) gefolgt von den Clustern
des Coumermycin A; von S. rishiriensis DSM 40489 (Wang et al., 2000) und des
Clorobiocins von §. roseochromogenes var. oscitans DS 12.976 (Pojer et al., 2002)
lieferten die Basis fiir weitere Untersuchungen auf molekularbiologischer Ebene. Ein
Vergleich der drei Cluster zeigte, dass sich die strukturellen Ahnlichkeiten und
Unterschiede der drei Antibiotika auch in der Organisation der Biosynthesegencluster
wiederspiegelt (Abbildung 1.3).
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Abbildung 1.3: Schematische Darstellung der Biosynthesegencluster von Novobiocin (nov), Clorobiocin
(clo) und Coumermycin A; (cou)

2.4.1 Funktionelle Analyse der Biosynthesegene

2.4.1.1 Resistenzgene

Die Aminocoumarin-Antibiotikaproduzenten miissen sich natiirlich selbst vor dem
inhibitorischen Effekt ihrer Verbindungen auf ihre DNA-Gyrase wihrend der
Biosynthese schiitzen. Thiara und Cundliffe (Thiara und Cundliffe, 1988; Thiara und
Cundliffe, 1989; Thiara und Cundliffe, 1993) hatten berichtet, dass der prinzipielle
Resistenzmechanismus des Novobiocinproduzenten S. sphaeroides auf der de-novo
Synthese einer Coumarin-resistenten Gyrase-B-Untereinheit beruht, die die sensitive
Gyrase-B-Untereinheit in dem aktiven Heterotetramer ersetzt. Somit enthielt der
Bakterienstamm zwei gyrB Gene, ein konstitutiv exprimiertes gyrB°, das fiir das
Coumarin-sensitive Protein codiert und das gyrB", das fiir das Resistenzprotein codiert
und erst in Anwesenheit von Novobiocin exprimiert wird. In den Biosynthese-
genclustern von Novobiocin, Clorobiocin und Coumermycin A; konnte ein gyrB"
Resistenzgen nachgewiesen werden. Zusidtzlich wurde in den Clustern von
Coumermycin A; und Clorobiocin ein dhnliches Gen namens parY" gefunden, dessen
Genprodukt Sequenzdhnlichkeiten mit der B-Untereinheit von Typ II Topoisomerasen
aufwies. Die Expression der Gene gyrB® bzw. parY® in S. lividans resultierte in der
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Resistenz gegeniiber Novobiocin und Coumermycin A; (Schmutz et al., 2003a). Des
weiteren konnte durch Uberexpression von GyrB® und ParY® vom Coumermycin-
Cluster und den korrespondierenten A-Untereinheiten (GyrA und ParX) aus S.
coelicolor gezeigt werden, dass der Komplex von GyrA und GyrB® die ATP-abhingige
Uberspiralisierung der DNA katalysiert, wihrend der Komplex von ParX und ParY® die
Entkettung und Relaxation der DNA katalysiert, die typisch fiir Topoisomerasen IV
sind. Somit konnte erstmals eine Topoisomerase IV in der Klasse der Actinomyceten
nachgewiesen werden (Schmutz et al., 2004).

Im Novobiocin-Cluster befindet sich das Gen novA4 und im Coumermycin A;-Cluster
das Gen couRS5, die beide fiir mogliche Transporter kodieren. Fiir nov4 wurde gezeigt,
dass es in den Transport von Novobiocin involviert ist und moglicherweise auch
Resistenz gegeniiber Novobiocin verleiht (Méndez und Salas, 2001). Expression der
beiden Gene in S. lividans TK24 fiihrten zu einem geméBigten Resistenzlevel
gegeniiber Novobiocin und Coumermycin A; und zeigte, dass die Gene in den
Transport der Antibiotika involviert sind (Schmutz et al., 2003a). Insgesamt beruht der
Resistenzmechanismus dieser Antibiotika-Produzenten aber eher auf der Bildung von
Coumarin-resistenten Topoisomerasen als auf Export-Mechanismen.

2.4.1.2 Regulatorgene

Die Biosynthese von Antibiotika ist ein ProzeB, der einer Regulation auf verschieden
Stufen unterliegt. In den drei Biosynthesegenclustern sind jeweils zwei Gene
vorhanden, die Sequenzdhnlichkeiten zu Regulatorgenen aufweisen. Die Gene novE,
cloE und couE zeigen Sequenzéhnlichkeiten zu dem Gen ImbU aus S. lincolnensis,
dessen Genprodukt eine Regulatorfunktion in der Biosynthese von Lincomycin aufweist
(Peschke et al, 1995). Ein Geninaktivierungsexperiment zeigte, dass NovE keine
katalytische Funktion, sondern eine mdgliche positive Regulatorfunktion in der
Biosynthese von Novobiocin hat (Eustaquio et al., 2003b). Die Gene novG, cloG und
couG weisen eine Sequenzdhnlichkeit zu s#7R, einem Regulatogen des Streptomycin-
Cluster von S. griseus, auf (Horinouchi und Beppu, 1995). Inaktivierung des Gens novG
resultierte mit einem 98% Verlust der Novobiocin-Produktion, wéihrend die
Uberexpression von NovG eine 3fache Produktionssteigerung des Antibiotikums zur
Folge hatte (Eustaquio ef al., 2005b). Diese und weitere Untersuchungen bewiesen, dass
NovG ein DNA bindendes Protein ist und als positiver Regulator in der Novobiocin-
Biosynthese agiert (Eustaquio et al., 2005b).

Im Coumermycin A;-Cluster befindet sich zusidtzlich das Gen couR6, das
Sequenzédhnlichkeit zu LysR-Typ transkriptionellen Regulatoren aufweist und somit
eine Funktion als Regulator haben konnte.
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2.4.1.3 Gene der Aminocoumarinring-Biosynthese

Die Biosynthesegene fiir den charakteristischen Aminocoumarinring kommen in allen
drei Cluster vor und konnten durch Clustervergleich als novHIJK, cloHIJK und
couHIJK identifiziert werden. Jedoch erst biochemische Untersuchungen von Chen und
Walsh (2001) fiihrten zu einem Einblick in den Ablauf dieser Biosynthese. Chen und
Walsh zeigten, dass das Enzym NovH Tyrosin durch eine Thioesterbildung mit dem
4’Phosphopantetheinyl-Cofaktor aktiviert und anschlieBend das aktivierte Tyrosin durch
das Cytochrom P450-Enzym Novl an B-Position hydoxyliert wird (Chen und Walsh,
2001). Vor kurzem konnte auch die Funktion von NovJ und NovK aufgezeigt werden.
Diese katalysieren zusammen als Heterotetramer NovJ,K, die Oxidation des [3-
Hydroxytyrosins zu B-Ketotyrosin (Pacholec et al., 2005). Die Funktionen der Gene
novHIJK lassen sich aufgrund der sehr hohen Homologie zwischen den Clustern auch
auf cloHIJK und couHIJK iibertragen (Abbildung 1.4).

OH
AMP +PP, m /@/‘\\ NHy
mOOH CloH o c=sfCoH | Clol | o C—S~{CloH |
o
L-Tyrosin
0 OH
/@/\K\_--'NHZ mNHQ
R
- ??
CloJ 1o GSTeH] 2?7 oo
CloK o] . .
3-Amino-4,7-dihydroxy
coumarin

Abbildung 1.4: Biosynthese des Aminocoumarinrings

Des weiteren wurde nachgewiesen, dass der Ringsauerstoff des Aminocoumarinrings
von Simocyclinon von molarem Sauerstoff stammt und durch eine Monooxygenase
eingefiihrt wird (Holzenkdmpfer und Zeeck, 2002). Chen und Walsh (Chen und Walsh,
2001) hatten spekuliert, dass NovC in diese 2-Hydroxylierung involviert sein konnte.
Jedoch gibt es kein entsprechendes Homolog in den Clustern von Coumermycin A; und
Clorobiocin. Aullerdem zeigte die Expression der Gene novDEFGHIJK in S. lividans
TK24, die zur Bildung von 2,4-Dihydroxy-o-oxyphenylessigsdure filihrte, dass eines
dieser Gene in die 2-Hydroxylierung involviert ist (Eustaquio et al., 2003b).

Clorobiocin enthélt an Position 8 des Aminocoumarinringes ein Chloratom, wihrend
die beiden anderen Antibiotika an dieser Position eine Methylgruppe besitzen. Dieser
strukturelle Unterschied spiegelt sich auch in den drei Biosynthesegenclustern wieder.
Wihrend im Clorobiocin-Cluster ein clo-hal Gen vorkommt, das Sequenzihnlichkeiten
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zu FADH;-abhingigen Halogenasen aufweist, enthalten die anderen beiden Cluster an
der korrespondierenden Stelle das Gen novO bzw. couO. Inaktivierung von couQO
zeigte, dass dieses Gen fiir eine C-Methyltransferase codiert und somit fiir den Transfer
einer Methylgruppe an Position 8 des Aminocoumarinrings verantwortlich ist (Li et al.,
2002). Unterdessen fiihrte die Inaktivierung von clo-Hal zu Mutanten, die nur noch ein
Aminocoumarin-Derivat ohne Chloratom an Position 8 des Ringes akkumulierten
(Eustaquio et al., 2003a).

2.4.1.4 Gene der Desoxyzucker-Biosynthese

Neben dem Aminocoumarinring weisen alle drei Antibiotika noch den Desoxyzucker
als gemeinsames Strukturelement auf. Alle drei Cluster zeigen eine zusammenhingende
Gruppe von fiinf Genen, novSTUVW und die Homologen cloSTUVW und couSTUVW,
die in allen drei Fillen in der gleichen Reihenfolge enthalten sind. Basierend auf
Sequenzdhnlichkeiten zu bekannten Genen der Desoxyzucker-Biosynthese sind diese
Gene fiir die Biosynthese des Desoxyzuckerteils in diesen Antibiotika verantwortlich.
So zeigt NovV Sequenzihnlichkeit zu dTDP-Glucosesynthasen, NovT zu dTDP-
Glucose-4,6-dehydrathasen, NovW zu dTDP-4-Keto-6-deoxy-glucoseepimerasen und
NovS zu dTDP-4-Keto-hexosereduktasen. Diese Enzyme wurden auch in anderen
Desoxyzucker-Biosynthesewegen gefunden (He und Liu, 2002). NovU zeigt
Sequenzédhnlichkeit zu S-Adenosylmethionin-(SAM)-abhdngigen Methyltransferasen.
Ein erster funktioneller Beweis wurde durch ein Inaktivierungsexperiment mit nov7 im
Novobiocin-Produzenten S. spheroides geliefert. Die resultierende Mutante produzierte
anstelle von Novobiocin nur noch Novobiocinsdure, ein Novobiocin-Derivat ohne den
gesamten Zuckerteil (Steffensky et al., 2000b). Analog zu anderen Desoxyzucker-
biosynthesen (He und Liu, 2002) beginnt die Synthese des Zuckers mit der Aktivierung
von Glucose-1-phoshat zu dTDP-Glucose, die durch NovV/CloV/CouV katalysiert
wird. Die anschlieBende Dehydrierung, katalysiert durch das Enzym NovT/CloT/CouT,
filhrt zur Bildung des Intermediats dTDP-4-Keto-6-Desoxyglucose. Darauthin konnte
eine 3,5-Epimerisierung durch das Enzym NovW/CloW/CouW folgen. Eine C-
Methylierung durch das Enzym NovU/CloU/CouU fiihrt dann zu einem 5,5-
dimethylierten Zucker. Die anschlieBende Reduktion, katalysiert durch NovS/
CloS/CouS, wiirde dann zu dem aktivierten Zucker dTDP-5-Methyl-L-rhamnose fiihren
(Abbildung 1.5). Aus chemischer Sicht betrachtet, konnen die letzten drei Reaktionen
aber auch folgendermafBlen ablaufen: 1. NovW/CloW/CouW katalysiert nur eine 3-
Epimerisierung, gefolgt von einer 5-C-Methylierung durch NovU/CloU/CouU und einer
4-Ketoreduktion durch NovS/CloS/CouS. 2. NovU/CloU/CouU methyliert C-5 der
dTDP-4-Keto-6-Desoxyglucose, gefolgt von einer 3-Epimerisierung durch NovW/
CloW/CouW und einer 4-Ketoreduktion durch NovS/CloS/CouS. Alle aufgefiihrten
Reaktionsschritte wiirden zu dem gleichen aktivierten Zucker fithren. Der tatséchliche
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Ablauf dieser Reaktionen ist noch unklar. Insbesondere wurde die 5-C-Methylierung
des Zuckers in anderen Desoxyzuckerbiosynthesen noch nicht beschrieben.

Jedoch konnten erste biochemische Untersuchungen von NovWUS durch Thuy et al.
(2005) zeigen, dass die Epimerisierung durch NovW der Methylierung durch NovU
vorausgehen muss (Thuy et al., 2005).
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o _
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2. (dTDP-Glucose- (dTDP-Glucose- (dTDP-4-Keto-6-desoxy-
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HO.
HO
(C- Methyltransferase) o (4- Ketoreduktass) OH

dTDP-5-Methyl-L-rhamnose

Abbildung 1.5: Biosynthese des aktivierten Desoxyzuckers

2.4.1.5 Gene fiir die Biosynthese der Acylkomponenten

Novobiocin und Clorobiocin enthalten eine prenylierte 4-Hydroxybenzoesdure (Ring A)
als Acylkomponente. Im Novobiocin- und Clorobiocin-Cluster kommen drei Gene vor
novF/cloF, novQ/cloQ und novR/cloR, die im Coumermycin A;-Cluster fehlen. Pojer et
al. (2003) lieferte sowohl durch Inaktivierungsexperimente von cloQ und cloR in dem
Clorobiocin-Produzenten S. roseochromogenes var. oscitans DS 12.976 als auch durch
Zufiitterungsexperimente mit den cloQ- und cloR-Mutanten den Beweis, dass die Gene
bei der Biosynthese des Ring A involviert sind (Pojer ef al., 2003b; Pojer et al., 2003a).
CloQ ist eine Prenyltransferase und katalysiert die Umwandlung von 4-Hydroxy-
phenylpyruvat zu 3-Dimethylallyl-4-hydroxyphenylpyruvat. CloR ist eine bifunk-
tionelle non-heme Eisenoxygenase, die das 3-Dimethylallyl-4-hydroxyphenyl-pyruvat
durch zwei aufeinanderfolgende Decarboxylierungsschritte zu 3-Dimethylallyl-4-
hydroxybenzoesdure umwandelt (Abbildung 1.6). Die gleichen Funktionen kdnnten
auch auf die entsprechenden Gene im Novobiocin-Cluster iibertragen werden.

Datenbankvergleiche zeigten aullerdem, dass CloF und NovF Sequenzihnlichkeiten zu
Prephenatdehydrogenasen aufweisen, deren Produkt 4-Hydroxyphenylpyruvat ist, das
wiederum das Substrat von CloQ/NovQ ist (Abbildung 1.6). Deshalb sind diese Enzyme
vermutlich an der Bildung des substituierten Benzoylteil von Clorobiocin und
Novobiocin mitbeteiligt.
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Abbildung 1.6: Biosynthese der 3-Dimethylallyl-4-hydroxybenzoesdure (Ring A)

Im Coumermycin A;-Cluster wurden an der gleichen Position von novQR in
Novobiocin bzw. cloQR in Clorobiocin die vier Gene couRI-couR4 gefunden, die
wiederum in den beiden anderen Clustern nicht vorkommen. Strukturell kénnte man
sich dies durch das Vorhandensein einer 3-Methylpyrrol-2,4-dicarbonséure als
Acylkomponente im Coumermycin A; erkldren und somit spekulieren, dass diese Gene
an der Bildung dieser Pyrroleinheit beteiligt sind. Jedoch wurde bis jetzt kein Nachweis
fiir diese Hypothese erbracht.

2.4.1.6 Gene fiir die Verkniipfung der verschiedenen Strukturelemente

Die Verkniipfung des Aminocoumarinringes mit der Acylkomponente ist ein zentraler
Schritt in der Biosynthese der Aminocoumarin-Antibiotika. So fiihrt diese Reaktion bei
Clorobiocin zu Clorobiocinsdure und bei Novobiocin zur entsprechenden
Novobiocinsdure. Im Coumermycin A; wird die Acylkomponente 3-Methylpyrrol-2,4-
dicabonsdure iiber zwei Amidbindungen mit zwei Aminocoumarinringen verbunden.
Uberexpressionsexperimente von NovL (Steffensky et al., 2000a), CouL (Schmutz et
al., 2003b) und CloL (Galm ef al., 2004a) hatten gezeigt, dass diese Enzyme die
Verkniipfungsreaktion katalysieren.

Die anschlieBende Ubertragung des Desoxyzuckers auf die 7-OH-Gruppe des
Aminocoumarinringes wird in allen drei Antibiotika durch eine Glykosyltransferase
bewerkstelligt. In den drei Clustern wurden drei sehr dhnliche putative
Glykosyltransferasegene cloM, novM und couM gefunden, die jeweils an der gleichen
Position im Cluster lokalisiert sind. Fiir NovM konnte bewiesen werden, dass es die
Glykosylierung der Novobiocinsdure katalysiert (Albermann et al., 2003; Freel Meyers
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et al., 2003). AuBerdem konnte gezeigt werden, dass NovM mit verschiedenen
Coumarin-Aglyka Aktivitdt aufweist, jedoch eine hohe Substratspezifitit in Bezug auf
aktivierte Desoxyzucker besitzt.

2.4.1.7 Gene fiir die 4’’-O-Methylierung und 3°’-O-Acylierung des Desoxyzuckers
In der Biosynthese der 3 bestuntersuchten Aminocoumarin-Antibiotika treten noch zwei

finale Modifikationen des Desoxyzuckers auf, die 4’’-O-Methylierung und die 3*’-O-
Acylierung.

47’-O-Methylierung

Vergleich der drei Biosynthesegencluster mit Datenbankeintrigen hatte gezeigt, dass
die drei Gene novP, cloP und couP Homologie zu O-Methyltransferasen aufweisen.
Inaktivierung von couP in dem Coumermycin A;-Produzenten S. rishiriensis fiihrte zur
Akkumulation eines neuen Coumermycin-Derivats, dass durch das Fehlen der
Methylgruppe an Position 4 des Desoxyzuckers charakterisiert war (Li et al., 2002). Die
Identifizierung von NovP als O-Methyltransferase wurde durch dessen Uberexpression
aufgezeigt (Freel Meyers et al., 2004). Die Inaktivierung von cloP im Clorobiocin-
Cluster und anschlieBende heterologe Expression des modifizierten Clusters in S.
coelicolor M512 fiihrten zur Produktion von 4’’-Desmethylclorobiocin (Novclobiocin
112), zusammen mit seinem Isomer Novclobiocin 113, dass durch Verschiebung seiner
5-Methylpyrrol-2-carbonsdure von Position 3 zu Position 2 des Desoxyzuckers
charakterisiert war (Freitag et al, 2005a). Zusitzlich wurde jedoch erstmals eine
Verbindung detektiert, in welcher die Acylgruppe mit der Hydroxylgruppe an Position 4
des Desoxyzuckers verkniipft war (Novclobiocin 120). Diese Beobachtungen zeigten,
dass wenn die 4°’-OH-Gruppe nicht durch Methylierung blockiert ist, der produzierende
Organismus eine Mischung von Verbindungen akkumuliert, die an der 3’’-OH-, 2”’-
OH- oder 4°’-OH-Gruppe des Desoxyzuckers acyliert sind. Gleichzeitig verdeutlicht es
auch, dass die 4’’-O-Methylierung der 3°’-O-Acylierung in der natiirlichen
Biosynthesereaktionssequenz vorangeht.

37-O-Acylierung

Die beiden Antibiotika Clorobiocin und Coumermycin A; haben an Position 3 des
Desoxyzuckers einen 5-Methylpyrrol-2-carboxylteil, wahrend Novobiocin an dieser
Position eine Carbamoylgruppe tragt. Dementsprechend enthélt das Novobiocin-Cluster
das Carbamoyltransferasegen novN. An der gleichen Position im Cluster ist in den
Genclustern von Clorobiocin und Coumermycin A; eine Gruppe von sieben Genen
cloNI-cloN7 bzw. couNI-couN7 vorzufinden.
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Datenbankvergleiche zeigten, dass CouN3, CouN4 und CouN5 Homologie sowohl zu
PItE, PItF und PItL der Pyoluteroin-Biosynthese (Thomas et al., 2002) als auch zu
RedW, RedM und RedO der Undecylprodigiosin-Biosynthese (Cerdeno et al., 2001)
aufweisen. Beide Verbindungen enthalten Pyrrol-2-carboxylteile, deren Biosynthese
ausgehend von L-Prolin durch die zuvor erwihnten Enzyme bewerkstelligt wird.
Inaktivierungsexperimente hatten dann gezeigt, dass couN3 und couN4 in die
Biosynthese der Pyrrol-2-carbonsdure des Coumermycin A; involviert sind (Xu et al.,
2002). Der Ablauf dieser Biosynthese konnte jedoch erst durch Uberexpression von
CloN3, CloN4 und CloNS5 und deren in vitro Charakterisierung aufgezeigt werden
(Garneau et al., 2005). Die Bildung des Pyrrolteils (Abbildung 1.7) beginnt mit einer
ATP-abhédngigen Aktivierung von L-Prolin zu L-Prolyl-AMP. AnschlieBend erfolgt
eine Ubertragung des aktivierten Aminoacylteils auf das Peptidyl-Carrierprotein CloN5.
Beide Reaktionen werden durch CloN4 katalysiert. Das erhaltene L-Prolyl-S-CloN5
wird dann durch die Katalyse von CloN3 zu Pyrrolyl-S-CloN$5 oxidiert und dann weiter
zu Pyrrol-2-carboxyl-S-CloN5 umgewandelt (Garneau et al., 2005).

e S G 7
COOM  CloN4 N" §TAMP - CloN4 G—S-[CloN5
L-Prolin
FAD FADH, U\ | |
CIoN3 N™ C—SCNS| CloN3oder N~ "G—S7[CIoNS
(0] spontan? o}
Pyrrol-2-
carboxyl-S-CloN5

Abbildung 1.7: Bildung des Pyrrol-2-carboxyl-S-CloN5

Die anschlieBende Ubertragung dieses Pyrrolteils auf die 3°’-OH des Desoxyzuckers
wird durch das Genprodukt von cloN2 katalysiert. Eine Inaktivierung dieses Gens in S.
roseochromogenes hatte ndmlich zur Akkumulation von Novclobiocin 104 und 105 ,
zwel Aminocoumarin-Derivaten, denen der Pyrrolteil an der 3°’-OH des Desoxyzuckers
fehlte, und der freien Pyrrol-2-carbonsiure gefiihrt (Xu et al., 2003). Inaktivierung von
cloN6 im Wildtypstamm zeigte, dass CloN6 fiir die Methylierung der Pyrroleinheit
verantwortlich ist, da die erhaltene c/oN6-Defektmutante anstelle von Clorobiocin
Novclobiocin 109, ein Derivat ohne Methylgruppe an Position 5 des Pyrrolringes,
akkumulierte (Westrich et al., 2003). Die Funktion der Gene cloN2, cloN3, cloN4,
cloN5 und cloN6 lassen sich natiirlich auch auf die entsprechenden Gene des
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Coumermycin A; iibertragen. Die mogliche Rolle der beiden Enzyme CloN1 und
CloN7 bzw. CouN1 und CouN7 wurde bis zum Beginn der vorliegenden Arbeit noch
nicht aufgekliart. Man konnte spekulieren, dass beide Gene entweder am Transfer der
Pyrroleinheit auf den Desoxyzucker oder an der Methylierung der Pyrroleinheit beteiligt
sind. Natiirlich konnen die beiden Gene auch in andere Biosyntheseschritte involviert
sein.

Der Nachweis, dass NovN tatsichlich fiir die Carbamoylierung von Novobiocin
verantwortlich ist, wurde durch dessen heterologe Expression in einer coulN3-
Defektmutante von S. rishiriensis und der damit verbundenen Bildung eines
carbamoylierten Coumermycin-Derivats erbracht (Xu et al., 2002).

Somit konnte durch Inaktivierungs- und Uberexpressionsversuche die Funktion der
meisten Gene der Cluster aufgekldrt werden und der Ablauf der Biosynthese der
Antibiotika postuliert werden. Eine Ubersicht iiber die Biosynthese von Clorobiocin ist
in Abbildung 1.8 aufgezeigt.
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I Einleitung

3. Zielsetzung der Arbeit

Ein Ziel der vorliegenden Arbeit sollte der Funktionsnachweis der Gene cloNI und
cloN7 im Clorobiocin-Cluster sein. Beide Gene stehen in unmittelbarer Nachbarschaft
zu den Genen cloN2, cloN3, cloN4, cloN5 und cloN6, die in der Bildung, des Transfers
und der Modifizierung der Pyrrol-2-carbonsdure von Clorobiocin involviert sind. Daher
konnten auch cloNI und cloN7 an einem von diesen Prozessen beteiligt sein. Um die
tatsidchliche Funktion beider Gene aufzukldren, sollten folgende Experimente
durchgefiihrt werden:

» Inaktivierung der Gene cloNI/cloN7 im Clorobiocin-Cluster mittels PCR-
Targeting

» Heterologe Expression der modifizierten Cluster in S. coelicolor M512
» Untersuchung der Sekundérstoffproduktion der erhaltenen Mutanten

» Charakterisierung der gebildeten Sekundérstoffe

Ein weiterer Schwerpunkt dieser Arbeit war die Charakterisierung des Methylierungs-
schrittes in der Desoxyzucker-Biosynthese von Clorobiocin. Im Hinblick auf der
Funktionsaufkldrung von cloU und dessen mogliche Anwendung im metabolischen
Engineering von Desoxyzuckerbiosynthesen sollten folgende Punkte bearbeitet werden:

» Inaktivierung des Gens c/oU im Clorobiocin-Cluster unter Anwendung der PCR-
Targeting Methode

» Heterologe Expression des modifizierten Clusters in S. coelicolor M512
» Analyse der Produktion an Sekundérmetaboliten in der erhaltenen Mutante

» Isolierung und Strukturaufklarung der neuen Sekundarmetabolite

Des weiteren sollte die Bildung der zentralen Pyrroleinheit, der 3-Methylpyrrol-2,4-
dicarbonsdure, von Coumermycin A; untersucht werden. Coumermycin A; besitzt als
einziges der drei vorgestellten Aminocoumarin-Antibiotika diese Pyrroleinheit. Dieser
Strukturunterschied ist auch in den drei Clustern wiedergegeben. So enthilt das
Coumermycin A;-Cluster im Vergleich zu den Clustern von Novobiocin und
Clorobiocin sechs zusitzliche Gene couR1-couR6. Vier von diesen Genen couRI-couR4
konnen moglicherweise in der Bildung dieser Pyrroleinheit involviert sein. Deshalb
sollte durch Uberexpression dieser Gene gezeigt werden, ob ihnen diese Funktion
zugeordnet werden kann.

Zusitzlich zu diesen drei Projekten sollte gekldrt werden, warum der Kulturextrakt einer
cloQ-Defektmutante von S. roseochromogenes DS 12.976, die in der Bildung der 3-
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I Einleitung

Dimethylallyl-4-hydroxybenzoesdure (Ring A) blockiert ist und somit nicht mehr in der
Lage ist Clorobiocin zu bilden, immer noch antibakterielle Aktivitét zeigt.
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II Material und Methoden

1. Chemikalien

Die verwendeten Chemikalien wurden {iberwiegend von den Firmen Fluka (Neu-Ulm),
Merck (Darmstadt), Roth (Karlsruhe) und Sigma-Aldrich (Taufkirchen) bezogen.
Bestandteile zur Herstellung von Kulturmedien wurden hauptsidchlich von der Firma
Becton-Dickinson (Heidelberg) verwendet. Spezielle Chemikalien und Medien-
bestandteile sind nachfolgend aufgelistet.

Tabelle II .1: Spezielle Chemikalien und Medienbestandteile

Hersteller Bezeichnung

Aventis, Bad Soden a.Ts. Clorobiocin

Becton-Dickinson, Heidelberg ~ Casaminoacids
Corn starch
Hefeextrakt
Nutrient Agar
Peptone
Tryptic Soy Broth (Soytone)
Trypton

Biozym Scientific GmbH, Agarose

Oldendorf

Fluka, Neu-Ulm Apramycin
Thiostrepton

N,N,N’ N’-Tetramethylethylendiamin (TEMED)

FMC BioProducts, Rockland, NuSieve® GTG® Agarose
US4

Lancaster, Miihlheim a. M. 3,5-Dimethyl-4-hydroxybenzoesiure

Merck, Darmstadt Fleischextrakt
Malzextrakt
B-Mercaptoethanol
Phosphorpentoxid
Tetracyclin
Uvasol-DMSO-d6
Uvasol-Methanol-d4

Roth, Karisruhe Agar
Ammoniumpersulfat
5-Bromo-4-chlor-3-indolyl-f-D-galactopyranosid
(X-Gal)
Carbenicillin
1,4-Dithiothreitol
Glucose
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Hersteller Bezeichnung

Roth, Karlsruhe Glycin , '
Isopropyl-B-thiogalactosid (IPTG)
L-Prolin

3-Morpholinopropansulfonsidure (MOPS)
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1)
Polyethylenglykol (PEG)1000
Rotiphorese®Gel 30 (30% Acrylamid, 0,8%
Bisacrylamid)

Sodiumdodecylsulfat (SDS)
Tris-(hydroxymethyl)-methyl-2-aminomethan-
maleat (Tris-Maleat)
N-Tris-(hydroxymethyl)-methyl-2-
aminoethanolsulfonsiure (TES)

Serva, Heidelberg Coomassie Brilliant Blue R250
N-Lauroylsarkosin (Na-Salz, 35%)
Sigma-Aldrich, Deisenhofen Bromphenolblau
Chloramphenicol

Coumermycin A;
Dimethylformamid (DMF)
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Distillers grains ans solubles
EDTA

Imidazol

Kanamycin

Lard oil

Maleinsdure
Polyoxyethylensorbitanmonolaurat (Tween 20)
Tris Base

Stuidzucker, Mannheim Saccharose

Die in Tabelle II.2 aufgefiihrten Chemikalien wurden in den Arbeitskreisen von Prof.
Heide (Schmutz, E., Hennig, S.) und Prof. Wessjohann (Dessoy, M.-A.) chemisch
synthetisiert.

Tabelle I1.2: Chemisch synthetisierte Chemikalien

Hersteller Bezeichnung

Hennig, S. Synthese nach 3-Dimethylallyl-4-hydroxybenzoesédure (Ring A)
(Kominek und Meyer, 1975)

Schmutz, E.(Schmutz et al., 3,5-Dimethylpyrrol-2,4-dicarbonsdure

2003b)

3-Methylpyrrol-2,4-dicarbonsiure

Dessoy, M.-A. 3-Chlor-4-hydroxybenzoesdure
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2. Saulenmaterialien

Die verwendeten Sdulenmaterialien wurden als Trockensubstanz, Suspensionen oder
Fertigsdulen bezogen, dessen Lagerung nach Herstellerangaben erfolgte.

Tabelle I1.3: Sdulenmaterialien

Hersteller Saulenmaterial
Amersham Biosciences, Sephadex® LH-20 (Trockensubstanz)
Freiburg Sephadex® G25 NAP-10 (kommerzielle Siule)

C+S Chromatographie Service,
Diiren

Multosphere® RP 18-5 (5 pm, 250 x 4 mm)
(kommerzielle Sdule)

Multospere® RP 18-5 (5 pm, 250 x 8mm)
(kommerzielle Saule)

Multospere® RP 18-5 (5 pm, 250 x 10mm)
(kommerzielle Saule)

Qiagen, Hilden

Ni-NTA-Agarose (Suspension)

3. Enzyme und Kits

Hersteller Bezeichnung
Amersham Biosciences, Low Molecular Weight Calibration Kit for SDS
Freiburg Electrophoresis

Restriktionsendonucleasen
T4-DNA-Ligase

Fluka, Neu-Ulm Lysozym (47000 U/mg)
Lysozym (85400 U/mg)
Macherey-Nagel, Diiren Nucleobond® Kit AX100

Nucleospin® Extract 2 in 1

New England Biolabs, Restriktionsendonucleasen

Schwalbach T4-DNA-Ligase

Plant Bioscience Limited, REDIRECT® technology: PCR-targeting system in
Norwich, UK Streptomyces coelicolor

Promega, Madison, WI,USA

pGEM®- T Easy Vector System I
Pfu-Polymerase

Qiagen, Hilden

RNase A (100 mg/ml)

Roche Biochemicals, Mannheim

DIG-High Prime DNA Labelling and Detection
Starter Kit II

DNA Molecular Weight Marker VII, DIG-markiert
Expand High Fidelity PCR System

Stratagene, Taufkirchen

1 kb- DNA —Leiter (500 pg/ml)
Restriktionsendonucleasen
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4. Niahrmedien, Puffer und Losungen

4.1 Medien fiir Bakterienkultivierung

Die Angaben fiir die nachfolgend aufgefiihrten Néhrmedien beziehen sich jeweils auf
1 1 Medium. Alle Medien wurden im Autoklaven mit Wasserdampf bei 121°C , 20 min
sterilisiert. Im Falle von Festmedien wurde vor dem Autoklavieren 2% (w/v) Agar
hinzugegeben. Die Zugabe von getrennt sterilisierten Losungen und hitzelabiler
Substanzen wie Antibiotika erfolgte erst nach dem Autoklavieren unter sterilen
Bedingungen. Die Medien wurden bei RT oder 4°C gelagert.

4.1.1 Kultivierung von E.coli

LB (Luria-Bertani)-Medium (Sambrook und Russell, 2001)

NaCl 10,0 g
Trypton 10,0 g
Hefeextrakt 50¢g

Alle Bestandteile werden in 800 ml HyOpiqest. gelost, auf pH 7,0 eingestellt, auf 1 1
aufgefiillt und autoklaviert.

SOB-Medium

Trypton 200 g
Hefeextrakt 50¢g
NaCl 0,5¢g

Die Bestandteile werden in 800 ml HyOpigest. gelost, auf pH 7,0 eingestellt, auf 1 1
aufgefiillt und autoklaviert. Nach dem Autoklavieren werden noch 10 ml einer
sterilen 1 M MgCl,-Losung hinzugefiigt.

4.1.2 Kultivierung von Streptomyceten

YMG (Yeast-Malt-Glucose)-Medium

Hefeextrakt 40¢g
Malzextrakt 10,0 g
Glucose 40¢g

Die Bestandteile werden in 800 ml HyOpigest. gelost, auf pH 7,3 eingestellt, auf 1 1
aufgefiillt und autoklaviert.

HA-Medium

YMG-Medium 1,01
Nach dem Autoklavieren werden steril 1,0 ml 1 M CaCl,-Losung zugegeben.
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TSB (Tryptone Soya Broth)-Medium (Kieser et al., 2000)

Tryptone Soya Broth 300¢g
Die Bestandteile werden in 1 1 HyOpgest. gelOst und autoklaviert.

YEME (Yeast Extract-Malt Extract)-Medium (Kieser et al., 2000)

Saccharose 340,0 g
Hefeextrakt 30g
Pepton 50¢g
Malzextrakt 30g
Glucose 10,0 g

Die Bestandteile werden zu 1 1 in HyOpigest- geldst und autoklaviert. Nach dem
Autoklavieren erfolgt die Zugabe von 2,0 ml steriler 2,5 M MgCl,-Ldsung.

MS (Mannitol Soya flour)-Agar (Kieser et al., 2000)

Mannitol 20,0 g
Sojamehl 20,0 g
Agar 200 g

Das Mannitol wird zu 1 1 Leitungswasser gelost und jeweils 100 ml in einen 300
ml Erlenmeyerkolben mit 2 g Agar und 2 g Sojamehl gegossen. Sterilisation der
Losung erfolgt durch zweimaliges Autoklavieren (115°C, 15 min) mit
vorsichtigem Schiitteln zwischen den beiden Autoklaviervorgéngen.

Dieses Medium ist fiir die Sporulation von S. coelicolor geeignet.

R5-Medium (modifiziert)(Kieser et al., 2000)

KzSO4 0,25 g
MgCl, x 6 H,O 10,1 g
Glucose 10,0 g
Casaminoacid 0,1g
Spurenelementlosung 2,0 ml
Hefeextrakt 50¢g
TES 57¢g

Die Bestandteile werden in 800 ml HyOpigest. gelost, auf 1 1 aufgefiillt und
autoklaviert. Nach dem Autoklavieren werden noch folgende sterile Losungen

zugegeben:

0,5 % KH,PO4 1,0 ml
5 M CaCl; x 2 H,O 0,4 ml
20 % L-Prolin 1,5 ml
1 M NaOH 0,7 ml
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Spurenelementldsung

ZnCl, 40 mg

F€C13 X6 HQO 200 mg

CuCl; x 2 H,O 10 mg

MnCl; x 4 H,O 10 mg

Na,B406 x 10 H,O 10 mg

(NH4)6M07024 x 4 H20 10 mg

Die Bestandteile werden in 800 ml HyOpigest. gelost, auf 1 1 aufgefiillt und
autoklaviert.

4.1.3 Clorobiocin- Produktionsmedium

Corn_starch-Medium (Vorkulturmedium) (Mancy, Ninet, und Preud Homme,

1974)

Corn starch 10,0 g
Pepton 10,0 g
Fleischextrakt 50¢g

Die Bestandteile werden in 800 ml H,Opigest. gelost, auf pH 7,0 eingestellt, auf 1 1
aufgefiillt und autoklaviert.

Distillers solubles-Medium (Produktionsmedium) (Mancy, Ninet, und
Preud Homme, 1974)

Losung A:

Distillers grains and solubles 48,0 ¢g
Glucose 12,0 g
CoCl, x 6 H,O 24 mg

Die Bestandteile werden in 700 ml HyOpigest. gelost und auf pH 7,8 eingestellt.
AnschlieBend Zugabe von:

CaCO; 6,0g

Diese Losung wird mit H,Opigese. auf 887 ml aufgefiillt und autoklaviert.

Losung B:
(NH4)2SO4 32,0 g
Das Salz wird in 100 ml HyOpgest. gelost, auf 200 ml aufgefiillt und autoklaviert.

Losung C:

Glucose 750 ¢

Die Glucose wird in 200 ml H;Opigest. gelost, auf 300 ml aufgefiillt und
autoklaviert.

Nach dem Autoklavieren wird Losung A mit 13 ml Losung B und 100 ml Losung
C versetzt.
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4.1.4 Elloramycin-Produktionsmedium

R5A-Medium (Fernandez et al., 1998)

Saccharose 100,0 g/1

KzSO4 0,25 g/l

MgCl, 10,12 g/1

Glucose 10,0 g/l

Casaminoacid 0,1 g/l

Hefeextrakt 5,0 g/l

MOPS 21,0 g/l

Spurenelementlosung 2,0 ml/l

Die Bestandteile werden in 800 ml H)Opigest. gelost, auf 1 1 aufgefiillt und
autoklaviert.

4.1.5 Coumermycin A;-Produktionsmedium

SK-Medium (Scannell und Kong, 1969)

Corn starch 200 g

Schweinefett 20,0 g

Maisstirke 20,0 g

Hefeextrakt 40¢g

K2HP04X 3 HzO 2,5 g

CaCl, x 2 H,O 0,5¢g

CoCl, x 6 HO 202 ug

Die Bestandteile werden in 800 ml HyOpigest. gelost, auf 1 1 aufgefiillt und
autoklaviert.

4.1.6 Protoplastentransformation von Streptomyceten

CRM-Medium

Saccharose 1030 g
Tryptic Soy Broth 200 g
MgCl, x 6 H,O 10,1 g
Hefeextrakt 10,0 g
Glycin 75¢

Die Bestandteile werden in 800 ml H,Opigest. gelost, auf pH 7,0 eingestellt, auf 1 1
aufgefiillt und autoklaviert. Nach dem Autoklavieren erfolgt die Zugabe von 10,0
ml steriler 1 M CaCl,-Losung.

YEME-Medium mit Glycin (Kieser et al., 2000)

Fiir die Préparation von Protoplasten von S. coelicolor wurden 25,0 ml Glycin
20% (w/v) zu 1 1 YEME-Medium hinzugegeben. Endkonzentration = 0,5 %.
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R2YE-Medium (Kieser et al., 2000)

Saccharose 1030 g

Glucose 10,0 g

Beide Substanzen werden in 200 ml H,Opigese. gelost und auf 300 ml aufgefiillt.
KzSO4 0,25 g

MgCl, x 6 H,O 10,12 g

Beide Substanzen werden in 100 ml H,Opigest. gelost und auf 200 ml aufgefiillt.
Casaminosduren 0,1g

Hefeextrakt 50¢g

Agar (Platten) 200 g

Die Bestandteile werden in 100 ml HyOpigest. gelost und auf 288 ml aufgefiillt.
Alle drei Losungen werden separat autoklaviert. Nach dem Autoklavieren werden
die Losungen vereinigt und folgende sterile Losungen hinzugefiigt.

TES (250 mM) 100,0 ml
CaCl; x 2 H,0O (250 mM) 80,0 ml
L-Prolin (20%) 15,0.ml
KH,PO4 (0,5%) 10,0 ml
Spurenelementlosung 2,0 ml
NaOH (1 M) 5,0 ml

R3-Weichagar

Saccharose 171,0 g
Glucose 10,0 g
Pepton 40¢g
KCI 0,5¢g
CaClL, x 2 H,O 22¢g
MgCIZ X6 HzO 8,1 g
Agar 8,0¢g

Alle Bestandteile werden in einem Endvolumen von 1 1 H;Opigest. gelost und
autoklaviert. AnschlieBend werden folgende Losungen dazu gegeben:

KH,PO4 (0,5%) 40 ml

TES (250 mM, pH 7,2) 100 ml

Soft Nutrient-Agar (Kieser et al., 2000)

Nutrient broth 80g

Agar 50¢g

Diese Bestandteile werden in einem Endvolumen von 1 1 H;Opigest. gelost und
autoklaviert.
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4.2 Antibiotikalosungen

Die

Antibiotikalosungen wurden
Konzentrationen angefertigt und bei -20°C gelagert. Wissrige Losungen wurden mit
einem Spritzenfilter (Porengrofe 0,2 um) sterilfiltriert. Losungen in Ethanol und DMSO
sind autosteril. Die Antibiotika wurden den Medien nach dem Autoklavieren und

Abkiihlen auf unter 50°C steril zugesetzt.

Tabelle I1.4: Verwendete Antibiotika

in Stammldsungen mit

den

s Endkonzentration in . .
Antibiotikum Stammiosung|mg/mi] Mediumfpug/ni] Losungsmittel
Apramycin 50 15-50 H,O
Carbenicillin 50 50 H,O
Chloramphenicol 50 25-50 Ethanol
Kanamycin 50 10-50 H,O
Tetracyclin 25 12 Ethanol
Thiostrepton 50 6-50 DMSO

4.3 Puffer und Losungen

4.3.1

Tabelle I1.5: Puffer und Losungen zur Isolierung von Plasmiden aus E. coli: Alle Lésungen wurden

Puffer und Losungen zur DNA-Isolierung

mit HyOpiges. hergestellt und mit Ausnahme von L2-Puffer autoklaviert.

Puffer/Losung ~ Zusammensetzung  Endkonzentration = Herstellung

L1-Puffer Tris-Base 50 mM mit HCI auf pH 8,0
EDTA 10 mM einstellen; RNase A

kurz vor Gebrauch

RNase A 100 pg/ml zugeben

L2-Puffer NaOH 0,2M
SDS 1,0% (w/v)

L3-Puffer NaAc x 3 H,O 3M auf pH 5,2 einstellen

TE-Puffer Tris-Base 10 mM mit HCl auf pH 7,5
EDTA 1 mM einstellen
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Tabelle I1.6: Puffer und Losungen zur Isolierung von Plasmiden und genomischer DNA aus
Streptomyceten: Alle Losungen wurden mit HyOyqes. hergestellt und mit Ausnahme von
Losung B autoklaviert.

Puffer/Losung  Zusammensetzung  Endkonzentration  Herstellung
Losung A Glucose 50 mM mit HCI auf pH 8,0
Tris-Base 25 mM einstellen; RNase A und
Lysozym kurz vor
EDTA 10 mM Gebrauch zugeben
RNase A 100 pg/ml
Lysozym 4-6 mg/ml
Losung B NaOH 0,2M
SDS 1,0% (w/v)
Losung C NaAc x 3 H,O 3M auf pH 5,2 einstellen
TSE-Puffer Tris-Base 25 mM mit HCI auf pH 8,0
Saccharose 10.3% (m/v) einstellen; RNase A und
Lysozym kurz vor
EDTA 25 mM Gebrauch zugeben
RNase A 100 pg/ml
Lysozym 3,0 mg/ ml
4.3.2 Puffer zur DNA-Gelelektrophorese

Tabelle I11.7: Puffer zur DNA-Gelelektrophorese. Die Puffer wurden mit H,Opge. hergestellt,
autoklaviert und, falls nicht anders angegeben, bei Raumtemperatur gelagert.

Puffer Zusammensetzung  Endkonzentration = Herstellung

50 x TAE-Puffer Tris-Base 2,0M mit Eisessig auf pH 8,0
EDTA 0.05 M einstellen
Eisessig 57,1 ml/l

Ladepuffer Glycerin 30% (w/v) nicht autoklavieren;
Bromphenolblau 0,25% (w/v) Lagerung bei 4°C

Ethidiumbromid- Ethidiumbromid 1 mg/l

Férbelosung
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4.3.3 Puffer zur Protoplastierung und Transformation von Streptomyceten

Die Losungen fiir den Protoplastierungs- und Transformationspuffer wurden in
H,Opigest. angesetzt, getrennt autoklaviert und unter sterilen Bedingungen gemischt. Die
Puffer wurden nach Aliquotierung bei -20°C gelagert.

Tabelle I1.8: Puffer zur Protoplastierung und Transformation von Streptomyceten

Puffer Zusammensetzung Menge

Protoplastierungspuffer Saccharoselosung [12% (m/v)] 85,5 ml
(P-Puffer)

Spurenelementlosung (s. 4.1.2) 0,2 ml
K>SO4 (140 mM) 1,0 ml
MgCl, x 6 H,O (1 M) 1,0 ml
KH,PO, (40 mM) 1,0 ml
CaCl, x 2 H,0 (250 mM) 1,0 ml
TES (0,25 M, pH 7,2) 10,0 ml
Transformationspuffer ~ Saccharoselosung [25% (m/v)] 1,0 ml
(T-Puifer) PEG 1000 [50% (m/v)] 5.0 ml

Spurenelementlosung (s. 4.1.2) 0,03 ml

K,SO4 (140 mM) 0,1 ml
MgCl, x 6 H,O (1 M) 0,1 ml
KH,PO4 (40 mM) 0,1 ml
CaCl, x 2 H,O (250 mM) 1,0 ml
Tris-Maleat (0,5 M, pH 8,0) 1,0 ml
H,O 2,0 ml

4.3.4 Puffer und Losungen fiir Southern Blot Hybridisierung

Tabelle I1.9: Puffer und Losungen fiir Southern Blot Hybridisierung. Alle Puffer und Ldsungen
wurden mit H,Op;q4es. hergestellt und bei Raumtemperatur gelagert.

Puffer/Losung Zusammensetzung Endkonz.  Herstellung

Depurinierungslosung  HCI 250 mM
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Puffer/Losung Zusammensetzung Endkonz.  Herstellung
Denaturierungslosung  NaOH 0,5M
NaCl 1,5M
Neutralisierungslosung Tris-Base 0,5M mit HCI auf pH
NaCl 3.0 M 7,5 einstellen
20 x SSC Tri-Natrium-Citrat 0,3M mit HCI auf pH
NaCl 3.0M 7,0 einstellen
Prihybridisierungs- Magermilchpulver 3,0% frisch ansetzen in
Losung SDS (als 10%ige (w/v) Lsg) 0,02% X SSC-Puffer
N-Lauroylsarkosin (als 0,1%
35%ige (w/v) Lsg.)
Hybridisierungs- Magermilchpulver 1,5% frisch ansetzen in
Losung SDS (als 10%ige (w/v) Lsg) 0,02% X SSC-Puffer
N-Lauroylsarkosin (als 0,1%
35%ige (w/v) Lsg.)
2x Waschpuffer SDS (als 10%ige (w/v) Lsg.) 0,1% frisch ansetzen in
2x SSC-Puffer
0,5x Waschpuffer SDS (als 10%ige (w/v) Lsg.) 0,1% frisch ansetzen in
0,5x SSC-Puffer
Maleinsaure-Puffer Maleinséure 0,1M mit NaOH auf pH
NaCl 0.15M 7,5 einstellen
Tween-Waschpuffer Tween 20 0,3% frisch ansetzen in
Maleinséure-
Puffer
Blocking-Losung Magermilchpulver 3,0% frisch ansetzen in
Maleinsdure-
Puffer
Detektions-Puffer Tris-Base 0,1 M mit HCI auf pH
NaCl 0.1 M 9,5 einstellen
Antikdrper-Losung Blocking-Ldsung 20,0 ml frisch ansetzen
Maleinsdure-Puffer 20,0 ml
Anti-DIG-AP-Konjugat 4,0 ul
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Puffer/Losung Zusammensetzung Endkonz.  Herstellung

Stripping-Losung NaOH 0,2M
SDS (als 2%ige (w/v) Lsg.)  0,1%

4.3.5 Losungen zur Transformation und Selektion von E.coli

Tabelle I1.10:  Stammlésungen zur Blau-Weifl-Selektion. Die Losungen wurden bei -20°C gelagert.

Losung  Zusammensetzung pro Platte

IPTG 47 mg/ml in HyOpigest, sterilfiltriert (0,2 pm Membranfilter) 20 pl

X-Gal 20 mg/ml in DMF, autosteril 20 ul

4.3.6 Losungen zur Protein-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) und Coomassie-
Firbung von Proteingelen

Die Angaben gelten fiir die Benutzung der Mini-PROTEAN® II Elektrophorese-
Kammer (BIO-RAD, Cell) und entsprechen den Angaben des Hersteller-Handbuches.

Tabelle I1.11: Puffer und Lésungen zur Protein-Gelelektrophorese

Puffer/Losung Zusammensetzung Menge Herstellung
Trenngel (12%) H>Ouidest. 3,35 ml APS und
1,5 M Tris (pH 8.8) 2.5 ml TEMED werden
erst kurz vor
10% (w/v) SDS 0,1 ml GieBen des Geles
Rotiphorese®Gel 30 4,0 ml hinzugefugt
10% (w/v) APS 0,05 ml
TEMED 0,005 ml
Sammelgel (4%) H>Opidest. 6,1 ml APS und
0,5 M Tris (pH 6,8) 2,5 ml TEMED werden
erst kurz vor
10% (w/v) SDS 0,1 ml GieBen des Geles
Rotiphorese“Gel 30 1,33 ml zugegeben
10% (w/v) APS 0,05 ml
TEMED 0,01 ml
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Puffer/Losung Zusammensetzung Menge Herstellung
Probenpuffer (1x) H>O0bidest. 3,55 ml 5 ul B-Mercapto-
0,5 M Tris (pH 6,8) 125m]  cthanol werden
zu 95 ul Puffer
Glycerin 2,5 ml kurz vor
10% (w/v) SDS 2,0 ml Gebrauch
b
0,5% (w/v) Bromphenolblau 0,2 ml Zugegeben
10x Laufpuffer Tris Base 300 g Die Bestandteile
Glycin 144,0 g werden in einem
Endvolumen von
SDS 10,0 g 11 gelost.
Lagerung erfolgt
bei 4°C.
Fixierl6sung H>Ovidest. 70% (v/v)  Lagerung bei
Essigsédure 10% (v/v) Raumtemperatur
Methanol 20% (v/v)
Coomassie Brilliant Coomassie Brilliant Blue 0,25% Lagerung bei
Blau G 250-Ldsung G250 (W/v) Raumtemperatur
HOvigest. 70% (v/v)
Essigsédure 10% (v/v)
Methanol 20% (v/v)
Entfarberlosung H>Ovidest. 45% (v/v)  Lagerung bei
Essigsédure 10% (v/v) Raumtemperatur
Methanol 45% (v/v)

4.3.7 Puffer zur Enzymreinigung iiber Nickelaffinitiitschromatographie

Tabelle 11.12: Puffer zur Enzymreinigung. Die verwendeten Puffer und Losungen wurden in HyOyges
angesetzt und bei 4°C gelagert.

Puffer/Losung Zusammensetzung Endkonz.  Herstellung
Lysepuffer NaH,PO4 50 mM Imidazol und
Na,HPO, 50 mM Lysozym werden
erst kurz vor
NaCl 300 mM Gebrauch
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Puffer/Losung Zusammensetzung Endkonz.  Herstellung
Imidazol 10mM  zugegeben
Lysozym 2 mg/ml
Waschpuffer NaH,PO, 50 mM
NazHPO4 50 mM
NaCl 300 mM
Imidazol 20 mM
Elutionspuffer NaH,PO, 50 mM
Na,HPO, 50 mM
NaCl 300 mM
Imidazol 250 mM
5. Plasmide, Primer und Bakterienstimme
5.1 Vektoren
Tabelle I1.13: Vektoren, Plasmide und Cosmide
NAME GROBE BESCHREIBUNG HERSTELLER/
[KB] REFERENZ
Vektoren
pBluescript SK(- | 2,958 | Klonierungsvektor, Amp~, lacZ’a, Stratagene
) f1(-)-origin, ColE1-origin
pGEM-T 3,000 | linearisierter Vektor mit T-Uberhang Promega
fiir direktes Klonieren von PCR-
Fragmenten mit A-Uberhang, Amp",
lacZ’a, fl-origin
pGEM-7Z1(-) 2,997 | Klonierungsvektor, Amp", lacZ’a, Promega
f1(-)-origin, ColE1-origin
pGEM-11Zf(+) 3,221 | Klonierungsvektor, AmpR, lacZ’a, Promega
f1(-)-origin, ColE1-origin
pGM9 6,264 | Streptomyceten Vektor, Amp", Thio", (Muth et al.,
Kana®, pSG5-origin 1989)
pHGF7505 4,148 | Klonierungsvektor, Amp", lacZ’a, (Yuet al., 2001)
ColE1-origin, enthdlt NEB193
basierende actll-orf4/pactlll-actl-
Kassette
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NAME GROBE BESCHREIBUNG HERSTELLER/
[KB] REFERENZ
pHGF7604 22,300 | E.coli-Streptomyceten-Shuttle-Vektor | (Yu et al., 2001)
Amp®, Thio®, ColE1-origin, SCP2-
origin, enthélt act/l-orf4-Promotor,
Biosynthesegene fiir 3-Amino-5-
hydroxybenzoeséiure
pHGF7669 23,671 | E.coli-Streptomyceten-Shuttle- T.-W. Yun
Vektor,
Apra®,ColE1-origin, SCP2-origin,
enthilt actll-orf4-Promotor und
Ansamitocin Polyketid Expressions-
kassette
pLitmus 28 2,823 | Klonierungsvektor, Amp", lacZ’a, New England
M13-origin, ColE1-origin Biolabs
pQE60 3,431 | Expressionsvektor fiir E. coli, Amp", Qiagen
T5-Promotor, ColE1-origin,
C-terminaler (His)¢-Tag
pRSETB 2,900 | Expressionsvektor fiir E. coli, Amp", Invitrogen
T7-Promotor, ColE1-origin, pUC-
origin, N-terminaler (His)¢c-Tag
SuperCosl 7,939 | Cosmidvektor, AmpR, Neo", Stratagene
S40-origin
pUWL201 6,590 | E.coli-Streptomyceten-Shuttle- (Doumith et al.,
Vektor, , AmpR, ThioR, konstitutiver 2000)
ermE -Promotor, plJ101-origin,
ColE1-origin
pWHM3 7,200 | E.coli-Streptomyceten-Shuttle- (Vara et al.,
Vektor, 1989)
AmpR, Thio®, lacZ’a.
Plasmide
pMPU 7,900 | pWHM3 basierendes Plasmid, M.Perez,
Amp", Thio®, pUC19-origin, ermE - C.Mendez
Promotor, enthélt 'das Qen oleU aus (personliche
dem Oleandomycin-Biosynthesegen- Mitteilung)
cluster
pRHAM 12,216 | pEM4 basierendes Plasmid, (Rodriguez et al.,
Amp®, Thio®, pUC21-origin, ermE*- 2000)

Promotor, enthilt die Gene oleL, oleS,
oleE und oleU sowie das 5’-Ende von
oleNI aus dem Oleandomycin-
Biosynthesegencluster
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NAME GROBE BESCHREIBUNG HERSTELLER/
[KB] REFERENZ
pUGO019 3,959 | pBluescript SK(-)-Derivat, enthilt Ute Galm
eine Apramycin-Resisten; (Eustaquio ef al.,
(aac(3)IV)-Kassette flankiert durch 2005a)
Xbal und Spel
Restriktionsschnittstellen, Amp"
pZW10 15,706 | 12,748 kb Bglll-Fragment (Position (Wang et al.,
15530 (T7)-28278 (T3) von 2000)
AF235050) in die BamHI-
Schnittstelle von pBluescript SK(-),
AmpR
Cosmide
Cosmid 4-2H GroBBe | Cosmid aus der Genbank von S. (Wang et al.,
nicht | rishiriensis DSM 40489, enthilt die 2000)
genau | rechte Region des Coumermycin A ;-
bekannt | Clusters in SuperCos1
Cosmid 5A-46 45,000 | Cosmid aus der Genbank von S. M. Wolpert
rishiriensis DSM 40489, enthilt dgs personliche
Coumermycin A;-Cluster ab coul in Mittei
itteilung
SuperCosl
Cosmid D1AS 42,735 | SuperCosl basierendes Cosmid, (Pojer et al.,
enthélt das Clorobiocin-Cluster mit 2002)
dem Resistenzgen gyrBX, Amp~,
Kan®
Cosmid clo-BG1 | 55,109 | vom Cosmid D1AS, bla-Gen durch Bertolt Gust
Kassette vom plJ787 (oriT, tet, attP, (Eustaquio et al.,
int ®C31) ersetzt, Kan® 2005a)
Cosmid 16F4 43,700 | pKC505 basierendes Cosmid, ApraR, (Decker et al.,
ColE1-origin, SCP2-origin, enthélt 1995b)
25 kb grofles Fragment des
Elloramycin-Biosynthesegenclusters

Tabelle 11.14: Eigene Plasmid- und Cosmid-Konstrukte. Alle im Rahmen dieser Arbeit hergestellten
und relevanten Klonierungs- und Expressionskonstrukte sind in der nachfolgenden Tabelle
aufgelistet.

NAME GROB BESCHREIBUNG
E [KB]
Plasmide
pAFO1 4,460 | 1,4 kb Nsil / BamHI-Fragment (Position 18780-20273 in
AF235050) aus pZW10 (per PCR amplifiziert) in pGEM
7Z1(-) kloniert, triagt das Gen couR1 und Anfang von couR?2
pAF02 3,623 | 0,7 kb Xhol / Xbal-Fragment (Position 22803-23528 in

AF235050) aus pZW10 (per PCR amplifiziert) in
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NAME GROB BESCHREIBUNG
E [KB]

pBluescript SK(-) kloniert, trigt Endbereich von couR4

pAF04 5,438 | 2,5 kb BamHI / Xhol-Fragment (Position 20273-22803 in
AF235050) aus pZW10 in pBluescript SK(-) kloniert, enthélt
Endbereich von couR2, couR3 und Anfang von couR4

pAF05 6,949 | 2,5 kb BamHI / Xhol-Fragment aus pAF04 in pAF01 kloniert

pAF06 7,669 | 0,7 kb Xhol / Xbal-Fragment aus pAF02 in pAF05 kloniert

pAF07 8,883 | 4,7 kb Nsil / Xbal-Fragment aus pAF06 in pHGF7505
kloniert, enthilt die Gene couRI-couR4

pAF08 13,370 | 6,2 kb HindlIll / EcoRI-Fragment aus pAF07 in pWHM3
kloniert

pAF09 19,121 | 6,2 kb Hindlll / EcoRI-Fragment aus pAF07 in pHGF7604
kloniert

pAF10 18,879 | 6,2 kb HindlIll / EcoRI-Fragment aus pAF07 in pHGF7604
kloniert

pAF15 4,278 | 1,3 kb BamHI / Xbal-Fragment (Position 36579-37909 in

AF329398) aus clo-BG1 (per PCR amplifiziert) in
pBluescript SK(-) kloniert, enthdlt das Gen cloU

pAF16 7,900 | 1,3 kb BamHI / Xbal-Fragment aus pAF15 in pUWL201
kloniert, enthilt das Gen cloU
pAF17 3,817 | 1,0 kb Ncol / Bglll-Fragment (Position 21149-22219 in

AF329398) aus clo-BG1 (per PCR amplifiziert) in
pLitmus 28 kloniert, tragt das Gen c/loN2

pAF19 3,883 | 1,0 kb BamHI / PstI-Fragment (Position 21149-22218 in
AF329398) aus clo-BG1 (per PCR amplifiziert) in pLitmus
28 kloniert, tragt das Gen cloN2

pAF20 3,952 | 1,0 kb BamHI / Pstl-Fragment aus pAF19 in pRSETB
kloniert, trigt das Gen cloN2

pAF21 4,484 | 1,0 kb Ncol / Bglll-Fragment aus pAF17 in pQE60 kloniert,
tragt das Gen cloN2

pAF22 3,636 | 0,8 kb HindIIl / Pstl-Fragment (Position 27031-27874 in

AF329398) aus clo-BG1 (per PCR amplifiziert) in pLitmus
28 kloniert, enthilt das Gen cloN7

pAF23 3,715 | 0,8 kb Hindlll / Pstl-Fragment aus pAF22 in pRSETB
kloniert, enthdlt das Gen cloN7

pAF24 9,961 | 3,7 kb HindIIl — pAF23-Fragment in pGM9 kloniert, tragt
das Gen c/loN7
pAF25 10,203 | 3,9 kb HindIll — pAF20-Fragment in pGM9 kloniert, tragt
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NAME GROB BESCHREIBUNG
E [KB]
das Gen cloN2
pAF26 3,310 | 0,31 kb c/loNI-PCR-Fragment (Position 20841-20865 in
AF329398) aus clo-BG1 in pGEM-T-Vektor kloniert
pAF27 3,704 | 0,28 kb Ncol / BgllI-Fragment (Position 20852-21141 in
AF329398) aus pAF26 in pQE60 kloniert, tragt das Gen
cloN1
pAF29 3,367 | 0,36 kb cloNI-PCR-Fragment (Position 20813-20835 in
AF329398) aus clo-BG1 in pGEM-T-Vektor kloniert
pAF30 6,934 | 0,33 kb BamHI / Xbal-Fragment (Position 20824-21159 in
AF329398) aus pAF29 in pUWL201 kloniert, tragt das Gen
cloN1
COSMIDE
clo-AF1 von clo-BG1 abgeleitet, Gen cloU durch Apramycin-Resistenzkassette
aus pUGO19 ersetzt
clo-AF2 von clo-AF1, Resistenzkassette durch Xbal / Spel Restriktionsverdau
und Religation entfernt, AcloU-cosmid
clo-AF3 von clo-BG1 abgeleitet, Gen c/oN7 durch Apramycin-Resistenzkassette
aus pUGO19 ersetzt
clo-AF4 von clo-AF3, Resistenzkassette durch Xbal / Spel Restriktionsverdau
und Religation entfernt, Ac/loN7-cosmid
clo-AF5 von clo-BG1 abgeleitet, c/loNI durch Apramycin-Resistenzkassette aus
pUGO19 ersetzt
clo-AF6 von clo-AF5, Resistenzkassette durch Xbal / Spel Restriktionsverdau

und Religation entfernt, Ac/loN1-cosmid

cou-AF1 von Cosmid 5A-46, couR I-couR4 durch Apramycin-Resistenzkassette
aus plJ773 ersetzt
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5.2 PCR-Primer

Tabelle I1.15: Fiir die Inaktivierungen mittels PCR-Targeting erfolgreich eingesetzte Primer
Sequenzbereiche vor und nach dem entsprechenden Gen sind fett dargestellt, Restriktions-

schnittstellen sind unterstrichen

NAME SEQUENZ S.-ST. | POSITION | ACCESSI | AMPLIFI
ON-NO. | ZIER-TES
GEN
Primer fiir die Inaktivierung des Gens cloN1
cloN1-f 5’-CACAGTGCAACACA | Xpal | 20817-20855 | AF329398 | vor cloNI
ATCGATGGGGGAATTA :
CGCGAGATGATTCCGG 2069-2049 AX657066 | FRT-Site
GGATCICTAGATC-3’
cloN1-r 5-GGCCACGTATATAC | Spel 21176-21138 | AF329398 | nach cloN1
CTGATGTCCGCATCTG :
TTGCGOCTAACTAGTC 699-719 AX657066 | FRT-Site
TGGAGCTGCTTC-3’
Primer fiir die Inaktivierung des Gens cloN7
cloN7-f 5’-GGCAGACTCCCCAA | Xpal | 26990-27027 | AF329398 | vor cloN7
CAGCAGAGAGGACCA :
ACTGAGCATGATTCCG 2069-2049 AX657066 | FRT-Site
GGGATCTCTAGATC-3’
cloN7-r | 5-AGTGTGCGTGGTGC | Spe] | 27860-27898 | AF329398 | nach cloN7
GCCAGCACTCCGACAA :
GCACCGTTAACTAGTC 699-719 AX657066 | FRT-Site
TGGAGCTGCTTC-3’
Primer fiir die Inaktivierung des Gens cloU
cloU-f 5-GACCGGCGGTTTGC | Xpal | 36566-36604 | AF329398 | vor cloU
ATCCCGTGAGGGGGA :
GGAAGAGTTGATTCCG 2069-2049 AX657066 | FRT-Site
GGGATCICTAGATC-3’
cloU-r 5*-TGGAACGGGATCAC | Spe/ | 37900-37862 | AF329398 | nach cloU
CGCAGCCGACACCGTG :
GCCACGTCAACTAGTCT 699-719 AX657066 | FRT-Site
GGAGCTGCTTC-3’
Primer fiir die Inaktivierung der Gene couR1-couR4
couR1-4 f | -TAATCGCGGACCCG | _ | 18760-18798 | AF235050 | vor couRI-4
GATCAGAATGCGGTG :
ACCCGTAATGATTCCG 2069-2049 AX657066 | FRT-Site
GGGATCCGTCGACC-3’
couRl-4r | -TTCGGCGGAACCCC | _ | 23554-23516 | AF235050 | nach couRI-
GTCCCCGGTGGCGCC ) 4
GGCGGTGCTATGTAGG 699-719 AX657066 FRT-Site

CTGGAGCTGCTTC-3”
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Tabelle I1.16 Fiir die Klonierungen eingesetzte Primer. Die hervorgehobenen Buchstaben stellen die

in der Originalsequenz eingefilhrten Mutationen dar, um die gewiinschte
Restriktionsschnittstelle (unterstrichen) zu erhalten.
NAME SEQUENZ S-ST. | POSITION | ACCESSI | PLASM
ON-NO. 1)
couR1-f 5’-CCGGATGCATATGCG | Ngil | 18771-18800 | AF235050
GTGACCCGTAATGTG-3” AFO1
couR1-r 5-ACCGGTCGTCAGGGA | BamHI | 20288-20261 | AF235050 |
TCCGAGCGAGCCGA-3’
couR4-f 5’-TGGACTGGCTGCTICG |  Xhol |22791-22820 | AF235050
AGCGCGGCCGACGAT-3’
cOuR4-r 5’-CGGICTAGACGGCG | Xbal |23535-23506 | AF235050 | PAF02
GTGCTACCCGGGGATG-
37
k-cloU-f 5’-GACCGGCGGTTTGGA | BamHI | 36566-36588 | AF329398
TCCCGTGA-3’ AF15
kcloU-r | 5-TTCGGACCTICTAGA | Xbal | 37919-37898 | AF329398 | P
CACGTGG-3°
E-cloN2-fl1 | 5’-AGGCGCAACCCATG | Ncol 21139-21164 | AF329398
GGGACATCAGGT-3’ AF17
E-cloN2-r1 | 5-CTGTGGGCTGAGATC | BglI] 22230-22205 | AF329398 | P
TAAGTCCATCG-3’
E-cloN2-f2 | 5>-CATAGGCGCAACGG | BamHI | 21136-21163 | AF329398
ATCCGACATCAGG-3’ AF19
E-cloN2-r2 | 5-CTGTGGGCTGCAGTC | Pstl 22230-22205 | AF329398 | P
AAAGTCCATCG-3’
E-cloN7-f2 | 5’-GGACCAACTGAGC Pst] 27013-27040 | AF329398
CTGCAGATGACAAA-3’ AF22
E-cloN7-12 | 5-CGACAAGAAGCTTTA | Hindlll | 27874-27849 | AF329398 | P
TGCGGGACGTG-3’
E-cloN1-f1 | 5’-GAATTACGCGCCA Ncol 20841-20865 | AF329398
TGGTAAGTGGG-3’ AF26
E-cloNI-rl | 5-CTGTTGCAGATCT | Bg/ll | 21149-21124 | AF329398 |
GGCCTCGGCAGCGG-3’
k-cloN1-f | 5’-ACGACACACTGGA BamHI | 20813-20835 | AF329398
TCCCAATCGA-3’
k-cloN1-r | 5-TCCCGGCCACGIC | Xbal | 21170-21149 | AF329398 | pAF29
TAGACCTGATGTCCGCA
TCTGTTGCG-3’
5.3 Bakterienstimme
Tabelle I1.17: Bakterienstimme von E. coli und Streptomyceten
STAMM BESCHREIBUNG HERSTELLER/
REFERENZ
E.coli
XL1 Blue MRF recAl endA1 gyrA96 Thi-1 Stratagene

hsdR17 supE44 relAl lac [F’
proAB lac?ZAMI15 Tn10 (Tet®)]
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STAMM BESCHREIBUNG HERSTELLER/
REFERENZ
ET12567 DNA-Methylase negativer Stamm | (MacNeil et al., 1992)
Tet® (dam’, dem’, nsdM")
BL21(DE3)pLysS F* ompT hsdSg(rgmg’) gal dem Invitrogen
(DE3) pLysS , CM"
BW25113 K12 Derivat, AaraBAD, ArhaBAD (Datsenko und
Wanner, 2000)
Streptomyceten

S. coelicolor M512

AredD Aactll-ORF4 SCP1™ SCP2°
keine Produktion von Actino-
rhodin, Undecylprodigiosin und
Methylenomycin

(Floriano und Bibb,
1996)

S. coelicolor (clo-BG1)

S. coelicolor M512 enthilt das

(Eustaquio et al.,

Biosynthesegencluster von 2005a)
Clorobiocin, Kan®

S. coelicolor (clo-AF2) S. coelicolor M512 enthilt das diese Arbeit
cloU defektive Clorobiocincluster,
Kan®

S. coelicolor (clo-AF3) S. coelicolor M512 enthilt das diese Arbeit

cloN7 defektive Clorobiocin-
cluster, Kan®

(Freitag et al., 2005b)

S. coelicolor (clo-AF6)

S. coelicolor M512 enthilt das
cloN1 defektive Clorobiocin-
cluster, Kan®

diese Arbeit
(Freitag et al., 2005b)

S. coelicolor (clo-AF2)/ | Kan®, Thio" diese Arbeit

pAF16

S. coelicolor (clo-AF6) / | Kan®, Thio" diese Arbeit

pAF30

S. coelicolor (clo-AF6) / | Kan®, Thio" diese Arbeit

pUWL201

S. coelicolor (clo-AF2) / | Kan®, Apra® diese Arbeit

cos16F4

S. coelicolor (clo-AF2) / | Kan®, Thio" diese Arbeit

pRHAM

S. coelicolor (clo-AF2)/ | Kan®, Thio" diese Arbeit

pMPU

S. coelicolor Yul05 proAl argAl redE60 Aact (ermE) (Yu und Hopwood,
AwhiE, Hyg", keine Produktion 1995)
von Actinorhodin

S. coelicolor Yul05 Hyg", Thio" diese Arbeit

(pAFO08)

S. coelicolor Yul05 Hyg", Thio" diese Arbeit

(pAF09)

S. coelicolor Yul05 Hyg", Apra" diese Arbeit

(pAF10)
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STAMM BESCHREIBUNG HERSTELLER/
REFERENZ

S. coelicolor Yul05 Hyg", Thio" diese Arbeit

(pWHM3)

S. coelicolor Yul05 Hyg", Thio" diese Arbeit

(pHGF7604)

S. coelicolor Yul05 Hyg", Apra" diese Arbeit

(pHGF7664)

S. lividans T7 S. lividans TK23, tsr ble T7- (Heinzelmann et al.,

RNA-Polymerase 2001)

S. lividans TK64 pro-2 str-6 SLP2" SLP3" (Kieser et al., 2000)

S. lividans TK64 Apra®

(cos16F4)

S. rishiriensis DSM Wildtypstamm, Coumermycin A;- | Deutsche Sammlung

40489 Produzent von Mikroorganismen
und Zellkulturen
GmbH, Braunschweig

S. rishiriensis (cou-AF1) | couRI-couR4-Defektmutante von diese Arbeit

S. rishiriensis DSM 40489

S.roseochromogenes Wildtypstamm, Clorobiocin- Aventis

varietas oscitans DS Produzent

12.976

S.roseochromogenes cloQ-Defektmutante von S. roseo- | (Pojer et al., 2003b)

QDCO661 chromogenes

S.roseochromogenes cloR-Defektmutante von S. roseo- (Pojer et al., 2003a)

RDCO30 chromogenes

6. Kulturbedingungen

6.1 Anzucht und Kultivierung von E. coli

Die Anzucht und Kultivierung von E. coli erfolgte tiber Nacht (16-18 h) in LB-
Flissigmedium oder auf LB-Agarplatten unter Zusatz des entsprechenden
Selektionsantibiotikum bei einer Inkubationstemperatur von 37°C. Die Fliissigkulturen
wurden zusdtzlich unter leichtem Schiitteln mit 170 rpm kultiviert.

Bei den Uberexpressionsexperimenten und dem PCR-Targeting wurde die Inkubations-
temperatur auf 30°C reduziert.

Fir die Herstellung von E. coli-Dauerkulturen wurden 50 ml Bakteriensuspension
abzentrifugiert (10 min, 3000 x g, 4°C), die Zellen in 1-2 ml 15%ige (Vv/v)
Glycerinldsung resuspendiert, in Eppendorfgefia3e tiberfiihrt und bei -70°C gelagert.
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6.2 Anzucht und Kultivierung von Streptomyceten

6.2.1 Generelle Kultivierung

Zur Kultivierung von Streptomyceten wurden verschiedene Fest- und Fliissigmedien,
die unter Punkt 4.1.2 beschrieben sind, verwendet. Als Standardmedium wurde generell
YMG-Medium eingesetzt. Die Fliissigkulturen wurden bei 30°C in Erlenmeyerkolben
mit Schikane und einer Metallspirale unter Schiitteln bei 170-200 rpm fiir 2-3 Tage
kultiviert. Fiir die Préparation von Protoplasten wurden die Stimme S. coelicolor und S.
lividans in YEME-Medium mit 0,5% Glycin und S. rishiriensis in CRM-Medium mit
0,4% Glycin kultiviert. Die Regeneration der Protoplasten erfolgte auf R2YE-Platten.
Fiir die Isolierung genomischer DNA wurden S. coelicolor und S. rishiriensis in
YEME-Medium kultiviert. Entsprechende Selektionsantibiotika wurden den Medien
zugesetzt.

6.2.2 Produktion von Sekundarmetaboliten

Fiir die Produktion von Clorobiocin und Clorobiocinderivaten wurden 50 ml YMG-
Medium mit 300 pl Glycerinkultur des Wildtyps oder der verschiedenen Mutanten von
S. roseochromogenes inokuliert. Nach 2 Tagen Kultivierung bei 30°C und 210 rpm
wurden 50 ml Corn starch-Medium mit 1 ml YMG-Vorkultur angeimpft und bei 33°C
und 210 rpm fiir 2 Tage kultiviert. 5 ml von dieser Vorkultur wurden in 500 ml
Erlenmeyerkolben mit 50 ml Distillers solubles Produktionsmedium inokuliert. Die
Kultivierung erfolgte bei 33°C und 210 rpm fiir 9 Tage.

Die S. coelicolor Stimme mit kompletten oder modifizierten Clorobiocin-Cluster
wurden, wie zuvor fiir S. roseochromogenes beschrieben, kultiviert.

Fiir die Produktion von Coumermycin A; und anderen Sekundirmetaboliten wurden
100 ml SK-Produktionsmedium in einem 500 ml Erlenmeyerkolben mit 3 ml einer 2
Tage alten HA-Vorkultur des Wildtyps oder der Mutanten von S. rishiriensis inokuliert
und bei 30°C und 180 rpm fiir 9 Tage kultiviert.

Fiir die Bildung der 3-Methylpyrrol-2,4-dicarbonsdure wurden 50 ml R5-Produktions-
medium in einem 300 ml Erlenmeyerkolben mit 3 ml einer 2 Tage alten HA-Vorkultur
der Mutanten von S. coelicolor Yul05 inokuliert und fiir 11 Tage bei 30°C und 180 rpm
kultiviert.

Fiir die Produktion von 8-Demethyltetracenomycin C oder Elloramycin wurden 50 ml
TSB-Medium mit 200 pl Glycerinkultur der Mutanten S. lividans TK64/(cos16F4),
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S. coelicolor M512/(cos16F4) und S. coelicolor M512/(cloAF2)-(cos16F4) inokuliert.
Nach 24 Stunden Kultivierung bei 30°C und 210 rpm wurden 100 ml RSA-Medium, die
in 500 ml Erlenmeyerkolben enthalten waren, mit 5 ml TSB-Vorkultur inokuliert und
bei 30°C und 240 rpm fiir 5 Tage kultiviert.

6.2.3 Herstellung von Glycerinkulturen und Sporensuspensionen

Streptomyceten-Stamme wurden zur Stammhaltung in Form von Glycerinkulturen oder
Sporensuspensionen autbewahrt.

Fir die Herstellung von Glycerinkulturen wurden 2-3 Tage alte Fliissigkulturen
verwendet. Nach Zentrifugation (10 min, 3000 x g, 4°C) wurden die Zellen mit 15 ml
15%iger (v/v) Glycerinlésung gewaschen und erneut zentrifugiert. Das Zellpellet wurde
je nach Menge in 5-8 ml 15%iger Glycerinlosung resuspendiert. AnschlieBend wurde
die Zellsuspension in Aliquoten von 1 ml bei -70°C gelagert. Fiir die Inokulation von 50
ml Flissigmedium wurden 100-300 pl Glycerinkultur eingesetzt.

Zur Gewinnung von Sporen wurden 1 ml Fliissigkultur oder 200 pl Glycerinkultur auf
HA- oder MS-Agarplatten ausplattiert, 15-20 min unter der Sterilbank getrocknet und
anschlieend fiir 5-7 Tage bei 30°C inkubiert. Nach ausreichender Sporulation wurden
durch Zugabe von 9 ml einer sterilen 0,1%igen Tween® 20-Losung die Sporen mit Hilfe
einer Impfose abgekratzt und abgeschwemmt. Die Suspension wurde 1 min lang stark
gevortext und zur Abtrennung von Mycelresten iiber sterile Watte filtriert.
Anschliefend wurden die Sporen pelletiert (5 min, 3000 x g, 4°C) und in 1-3 ml
20%iger Glycerinlosung resuspendiert. Die Sporensuspension wurde in Aliquoten von
1 ml bei -70°C gelagert.

7. Methoden der Molekularbiologie

7.1 Methoden zur Reinigung, Konzentrierung und Konzentrations-
bestimmung von DNA

7.1.1 Phenol-Chloroform-Extraktion

Zur Entfernung von Proteinen aus Nukleinsdurelosungen wurde eine Extraktion mit
einer fertigen Mischung aus Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol (25:24:1, v/v;
Rotiphenol®, Roth, Karlsruhe) durchgefiihrt. Dafiir wurde die zu extrahierende Losung
mit dem gleichen Volumen Phenol-Chloroform versetzt, durch Vortexen intensiv
gemischt und zur Trennung der Phasen zentrifugiert (5-10 min, 21000 x g, 4°C). Die
obere, wissrige, DNA-haltige Phase wurde vorsichtig in ein neues GefaB tiberfiihrt. Der
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Vorgang wurde gegebenenfalls mehrmals wiederholt. Eine anschlieBende Ethanol-
fallung (s. 7.1.2) fiihrte zur Entfernung verbleibender Phenolreste aus der Losung.

7.1.2  Alkoholfallung

Zur Aufkonzentrierung oder weiteren Reinigung der DNA von niedermolekularen
Substanzen wurde die Alkoholfdllung angewendet. Dazu wurde die DNA-LOsung mit
dem 0,1fachen Volumen einer 3 M Natriumacetatlosung (pH 5,2) und dem 2,5fachen
Volumen an eiskaltem 98%igem Ethanol oder 0,8-1fachen Volumen an Isopropanol
versetzt und durch Invertieren vermischt. Bei Verwendung von Ethanol wurde das
Gemisch 20 min bei -70°C aufbewahrt, wihrend bei Anwendung von Isopropanol die
Losung 10 min bei RT inkubiert wurde. Nach Zentrifugation (20 min, 21000 x g, 4°C)
wurde das DNA-Prézipitat mit 0,5 ml eiskaltem 70%igem Ethanol gewaschen und nach
dem Trocknen in TE-Puffer oder H,Opjgest. gelost.

7.1.3 DNA-Quantifizierung

Die DNA-Konzentrationsbestimmung erfolgte photometrisch mit einem GeneQuant
Photometer (Pharmacia, Freiburg) bei einer Wellenldnge von 260 nm. Dabei wurde die
DNA-Losung nach geeigneter Verdiinnung mit H)Opiges. in eine Quarzglas-
Prazisionskiivette iiberfiihrt und vermessen. Eine Absorption von 1,0 entsprach einer
Konzentration von 50 pg/ml doppelstrangiger DNA.

Zur Quantifizierung von verunreinigter DNA (durch RNA oder Proteine) wurde die
Fluoreszenzintensitdt im Vergleich zu der eines geeigneten DNA-Grofenstandards mit
bekannter Konzentration nach gelelektrophoretischer Auftrennung und Ethidium-
bromid-Féarbung abgeschétzt.

7.2 DNA-Isolierung

7.2.1 Isolierung von Plasmiden aus E. coli

E. coli —Einzelkolonien wurden in 3 ml LB-Medium mit entsprechendem Antibiotikum
inokuliert und tiber Nacht bei 37°C und 170 rpm inkubiert. Die Zellen von 2 ml
Bakteriensuspension wurden durch Zentrifugation (10 min, 4000 x g, 4°C) geerntet und
das Zellpellet in 250 pl L1-Puffer resuspendiert. Die Losung wurde mit 250 pl L2-
Puffer versetzt, durch Invertieren gemischt und 5 min bei RT inkubiert. Anschlielend
wurden 250 pl eiskalter L3-Puffer zugegeben, erneut durch Invertieren gemischt und 10
min auf Eis inkubiert. Nach Zentrifugation (20 min, 21000 x g, 4°C), die zur
Abtrennung denaturierter Proteine und genomischer DNA dient, wurde der Uberstand in
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ein neues Eppendorfgefdl iiberfiihrt. Die DNA-Fillung erfolgte durch Zugabe von 500
ul Isopropanol und Zentrifugation fiir 20 min bei 21000 x g und 4°C. Das DNA-Pellet
wurde mit 500 pl 70%-igem Ethanol gewaschen und nach dem Trocknen in 50 ul TE-
Puffer oder HyOpigest. gelost.

Fiir die Isolation groBerer Plasmidmengen aus E. coli wurden Nucleobond® AX 100
Saulen (Machery-Nagel, Diiren) verwendet. Die Aufarbeitung des Zellmaterials aus 50-
100 ml Bakteriensuspension erfolgte nach den Angaben des Herstellers in
. Nucleobond® AX properties and applications*.

7.2.2 Isolierung von Plasmiden aus Streptomyceten

2 ml einer zwei Tage alten, in YEME- oder YMG-Medium bei 30°C gewachsenen
Kultur wurden abzentrifugiert (10 min, 4000 x g, 4°C). Nach Waschen des Zellpellets
mit 1 ml L1-Puffer wurden die Zellen in 500 ul Lésung A resuspendiert und 30 min bei
37°C unter gelegentlichem Invertieren inkubiert. AnschlieBend wurden 650 pl Losung
B zugegeben und 10 min bei RT inkubiert. Danach erfolgte die Zugabe von 650 pl
Losung C und eine 10miniitige Inkubation der Losung auf Eis. Nach Zentrifugation (20
min, 21000 x g, 4°C) wurden zweimal 900 ul des Uberstandes in neue Eppendorfgefie
tiberfiihrt und mit je 300 pl Phenol-Chloroform extrahiert. AnschlieBend wurde die
DNA durch Zugabe des 0,8fachem Volumens an Isopropanol gefillt. Das DNA-Pellet
wurde mit 700 pl 70%igem eiskalten Ethanol gewaschen, 30 min bei RT getrocknet und
in 10 pl TE-Puffer oder HyOpigest. gelost.

7.2.3 Isolierung genomischer DNA aus Streptomyceten

Die Isolierung genomischer DNA aus Streptomyceten erfolgte durch Lysozym-
Behandlung und Phenol-Chloroform-Extraktion.

Das Zellmaterial von 50 ml einer 2-3 Tagen alten in YEME-Medium bei 30°C
gewachsenen Kultur wurde geerntet (10 min, 3000 x g, 4°C) und anschlieBend mit
15 ml TSE-Puffer gewaschen. Ca. 100 mg Zellen wurden in 500 pl TSE-Puffer mit
3 mg/ml Lysozym und 100 pg/ml RNase resuspendiert und 30 min bei 37°C im
Wasserbad unter mehrmaligem Invertieren inkubiert. AnschlieBend erfolgte die Zugabe
von 2%iger SDS-Losung und eine 10miniitige Inkubation dieses Ansatzes bei 60°C,
gefolgt von einer 10miniitigen Inkubation bei RT. Das erhaltene Zell-Lysat wurde zur
Abtrennung von Proteinen dreimal mit 250 ul Rotiphenol® extrahiert. Dabei wurden bei
der dritten Extraktion noch zusdtzlich 70 ul 3 M Natriumacetat-Puffer (pH 5,2)
zugesetzt. Die Fillung der genomische DNA aus der wéssrigen Phase erfolgte durch
Zugabe von 0,8fachem Volumen an Isopropanol. Das erhaltene DNA-Pellet wurde mit
500 ul 70%igem Ethanol gewaschen und nach 30miniitigem Trocknen bei RT in 50 ul
TE-Puffer tiber Nacht bei 4°C gelost.
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7.3 DNA-Denaturierung fiir ssDNA Transformation in Streptomyceten

7.3.1 Alkalibehandlung

9 ul doppelstrangige DNA wurde mit 2 ul 1 M NaOH versetzt und 10 min bei 37°C
inkubiert. Nach rascher Abkiihlung auf Eis wurde die Reaktion durch Zugabe von 2 pl
1 M HCIl beendet. Die so erhaltenen denaturierte DNA wurde sofort fiir die
Transformation weiterverwendet (Oh und Chater, 1997).

7.4 Enzymatische DNA-Manipulation

7.4.1 Restriktionsspaltung der DNA

Analytische oder priparative Restriktionsverdaus erfolgten gemédfl bei der vom
Hersteller angegeben, enzymspezifischen Inkubationstemperatur unter Verwendung der
mitgelieferten Reaktionspuffer und einer Inkubationsdauer von 1-3 h. Analytische
Restriktionsverdaus wurden in einem Volumen von 10 pl und préparative in einem
groBBeren Volumen bis zu 150 pl durchgefiihrt. Erfolgte direkt nach dem Verdau keine
Gelelektrophorese wurden die Restriktionsendonucleasen durch Ethanolfdllung oder
durch Erhitzen auf 65°C fiir 15 min inaktiviert.

7.4.2 DNA-Ligation mittels der T4-DNA-Ligase

Fir die Ligation wurde die T4-DNA-Ligase, die die Bildung von Phospho-
diesterbriicken zwischen dem 3’-OH-Ende und den 5’-Phosphat-Ende doppelstringiger
DNA katalysiert, eingesetzt. Die Ligationsansétze enthielten 1 U T4-DNA-Ligase, 1x
Ligationspuffer und eine 1:1 molare Mischung aus Insert und Vektor in einem
Gesamtvolumen von 10-15 pl. Die Ansédtze wurden entweder 2 h bei RT oder iiber
Nacht bei 16°C inkubiert und anschlieend direkt fiir die Transformation in E. coli
verwendet.

7.5 Agarose-Gelelektrophorese

7.5.1 Trennbedingungen

Zur Auftrennung von DNA-Fragmenten nach ihrer MolekiilgroBe wurde die
Gelelektrophorese eingesetzt. Die Verwendung von 0,4-1,5%igen Agarose-
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Konzentrationen fiihrte zur Auftrennung von DNA-Fragmenten im Bereich von 0,5 bis
50 kb. Zur Trennung kleinerer Fragmente im GrdéBenbereich von 0,1 bis 0,5 kb wurde
2% (w/v) Nusieve® GTG® Agarose eingesetzt. 1x TAE-Puffer diente als
Elektrophoresepuffer. Die DNA-Proben wurden vor dem Auftrag auf das Gel mit DNA-
Ladepuffer in einem Verhiltnis von 3:1 versetzt. Die Elektrophorese wurde bei
analytischen Gelen mit einer konstanten Spannung von 70-80 V bei RT und bei
praparativen Gelen bei 15-20 V bei RT durchgefiihrt.

7.5.2 Auswertung von Agarose-Gelen

Zur Detektion wurden die Gele nach erfolgter Elektrophorese 10-15 min in einem
wissrigen  Ethidiumbromidbad gefarbt, unter UV-Durchlicht bei 312 nm
(Transilluminator IL-200 M, Bachofer, Reutlingen) analysiert und mit dem Eagle-Eye
II-System (Stratagene, Heidelberg) dokumentiert.

7.5.3 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarose-Gelen

Die Extraktion von DNA-Fragmenten aus Agarose-Gelen nach gelelektrophoretischer
Trennung erfolgte mit Hilfe des Nucleospin Extract 2 in 1 Kits nach Angaben des
Herstellers.

7.6 PCR-Methoden

Fiir die Durchfiihrung der PCR-Reaktionen wurde einer der drei folgenden PCR-Gerite
verwendet: GeneAmp® PCR-System 2400 (Perkin-Elmer, Weiterstadt), GeneAmp®
PCR-System 9700 (Perkin-Elmer, Weiterstadt) oder iCycler PCR-System (Bio-Rad,
Miinchen). Die verwendeten Oligonucleotid-Primer sind in Tabelle II-15 und II-16
aufgelistet und wurden von der Firma MWG-Biotech (Ebersberg) hergestellt.

Zur Uberpriifung der PCR wurden von 5pul des erhaltenen PCR-Produktes unter Zusatz
von 5 pl Ladepuffer und unter Einsatz eines entsprechenden DNA-GroéBenstandards
eine Gelelektrophorese angefertigt.

7.6.1 PCR zur Klonierung von couRI-couR4

Fiir die Expression der Gene couRI-couR4 aus S. rishiriensis sollten zwei Bereiche
dieses Genabschnittes per PCR amplifiziert werden. Die Verwendung des Primerpaares
couR1-f / couR1-r fiihrte zur Amplifikation eines 1,4 kb groBen Fragmentes, in dem
durch den Primer couR1-f eine Nsil-Schnittstelle eingefiihrt wurde. Durch Verwendung
der Primer couR4-f und couR4-r wurde ein 0,7 kb groles DNA-Fragment amplifiziert.
Dabei wurde durch den Primer couR4-r eine Xbal-Schnittstelle eingefiihrt.
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Die PCR-Amplifikation beider Fragmente wurde unter folgenden Bedingungen
durchgefiihrt:

Ansatz (100 ul)

Komponente Endkonzentration
Pfu-PCR-Puffer mit MgSO4 (10 x) 1 x
Template pZW10 300 ng
Primer 20 pmol (je Primer)
dNTPs 0,2 mM (je Nucl.)
DMSO 5% (v/v)
Pfu-Polymerase (3U/ul) 3U
Temperaturprofil
Phase Temperatur Dauer  Zyklen
Hotstart 96°C 4 min 1
Denaturierung 96°C 1,5 min
Annealing 55°C/65°C* 2 min 25
Elongation 72°C 1,5 min
Terminale Elongation 72°C 10 min 1
Kiihlung 4°C 0

55°C fiir Primerpaar couR1-f/ couR1-r;
* 65°C fiir Primerpaar couR4-f/ couR4-r

Das 1,4 kb PCR-Produkt wurde nach Nsil/BamHI-Verdau in die gleichen
Schnittstellen von pGEM 7Zf(-) kloniert. Das erhaltenen Plasmid wurde als pAF01
bezeichnet. Das 0,7 kb groBe PCR-Produkt wurde iiber die Schnittstellen Xhol / Xbal in
den Klonierungsvektor pBluescript SK(-) kloniert. Das erhaltene Konstrukt erhielt die
Bezeichnung pAF02.

7.6.2 PCR-Amplifikation des Gens cloU

Zur Klonierung und Expression des Gens cloU wurde unter Verwendung des
Primerpaares k-cloU-f und k-cloU-r ein 1,3 kb groBes Fragment mittels PCR
amplifiziert. Dabei wurde durch den Primer k-cloU-f eine BamHI-Schnittstelle und
durch den Primer k-cloU-r eine Xbal-Schnittstelle eingefiihrt, die fiir die weitere
Klonierung notwendig waren.

Die PCR wurde unter Anwendung des Expand High Fidelity PCR Systems mit
folgenden Bedingungen durchgefiihrt:
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Ansatz (100 pl)

Komponente Endkonzentration
Reaktionspuffer 1 x
Template clo-BGl1 100 ng
Primer k-cloU-f, k-cloU-r 100 pmol (je Primer)
dNTP-Mix 0,2 mM (je Nucl.)
DMSO 5% (v/v)
DNA-Polymerase-Mix 2,5U
Temperaturprofil
Phase Temperatur Dauer  Zyklen
Hotstart 94°C 2 min 1
Denaturierung 94°C 1,5 min
Annealing 65°C 45s 35
Elongation 72°C 3 min
Terminale Elongation 72°C 5 min 1
Kiihlung 4°C o0

Das PCR-Produkt wurde zundchst durch BamHI/ Xbal-Verdau in die gleichen
Schnittstellen von pBluescript SK(-) ligiert und somit das Plasmid pAF15 erhalten.
Anschliefend erfolgte eine Umklonierung des BamHI/Xbal-Fragmentes in den
Expressionsvektor pUWL201. Das fertige Konstrukt wurde als pAF16 bezeichnet.

7.6.3 PCR-Amplifikation des Gens cloN1

Fiir die Klonierung und Expression des Gens c/loNI wurde ein 0,3 kb grofles Fragment
unter Verwendung der Primer k-cloN1-f und k-cloN1-r mittels PCR amplifiziert. Dabei
wurden durch die Primer die Schnittstellen fiir BamHI und Xbal eingefiihrt.

Die PCR wurde unter den nachstehen Bedingungen durchgefiihrt.

Ansatz (100 ul)

Komponente Endkonzentration
Pfu-PCR-Puffer mit MgSO, (10 x) 1 x
Template clo-BGl1 100 ng
Primer k-cloN1-f, k-cloN1-r 100 pmol (je Primer)
dNTP-Mix 0,25 mM (je Nucl.)
DMSO 5% (v/v)
Pfu-Polymerase (3U/ul) 3U
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Temperaturprofil
Phase Temperatur Dauer  Zyklen
Hotstart 94°C 2 min 1
Denaturierung 94°C 1,5 min
Annealing 60°C 45 s 35
Elongation 72°C 3 min
Terminale Elongation 72°C 5 min 1
Kiihlung 4°C 0

Das erhaltene PCR-Produkt wurde aufgereinigt und in den pGEM-T-Vektor kloniert,
wodurch das Plasmid pAF29 erhalten wurde. Eine anschlieBende Umklonierung des
BamHI / Xbal-Fragmentes in den Expressionsvektor pUWL201 flihrte zu dem
Konstrukt pAF30.

7.6.4 PCR-Amplifikation der Gene cloN1, cloN2 und cloN7

Fir die Amplifikation der Gene cloN1, cloN2 und cloN7 aus S. roseochromogenes
wurde in allen drei Fillen das Cosmid clo-BG1 als Template verwendet.

Fiir die Klonierung und Uberexpression des Gens cloNI wurde ein 0,3 kb groBes DNA-
Fragment per PCR amplifiziert, welches durch Einfiihrung einer Ncol-Schnittstelle in
Primer E-cloNI-f und einer Bglll-Schnittstelle in Primer E-cloNIl-r in den
Expressionvektor pQE60 mit C-terminalen (His)e-Tag kloniert werden konnte. Die
Einfiihrung der BgllI-Schnittstelle bewirkte die Entfernung des natiirlichen Stopcodons
und fiihrte zu einer In-Frame Ligation des C-Terminus an den (His)s-Tag.

Fiir die Amplifikation des Gens c/loN2 wurden zwei verschiedene Primerpaare unter
Bildung eines 1,0 kb grolen DNA-Fragmentes angewendet. Unter Verwendung des
Primerpaares E-cloN2-f1 und E-cloN2-rl wurden die Schnittstellen Ncol und Bglll
eingefiihrt, die eine Klonierung in den Expressionsvektor pQE60 erlauben. Dabei
bewirkte die Einfilhrung der Bgl/ll-Schnittstelle die Entfernung des natiirlichen
Stopcodons. Wéhrend die Benutzung des Primerpaares E-cloN2-f2 und E-cloN2-r2 zu
einer Einfithrung der Schnittstellen fiir BamHI und Pstl fiihrte, die eine Klonierung in
den Expressionsvektor pPRSETB mit N-terminalen (His)s-Tag gestatten.

Fiir die Klonierung von c/oN7 als N-terminales (His)s-Tag-Fusionsprotein wurde unter
Verwendung der Primer E-cloN7-f2 und E-cloN7-r2 ein ca. 0,8 kb groBes DNA-
Fragment mittels PCR amplifiziert. Dabei wurde durch den Primer E-cloN7-f2 eine
PstI-Schnittstelle eingefiihrt, die eine Entfernung des natiirlichen Startcodons bewirkte,
und durch den Primer E-cloN7-12 eine HindIII-Schnittstelle eingefiihrt.

Die verschiedenen PCR-Amplifikationen wurden unter den folgenden Bedingungen
durchgefiihrt.
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Ansatz (100 pl)

Komponente Endkonzgentration
Pfu-PCR-Puffer mit MgSO, (10 x) 1 x
Template clo-BGl1 100 ng
Primer 100 pmol (je Primer)
dNTPs 0,25 mM (je Nucl.)
DMSO 5% (v/v)
Pfu-Polymerase (3U/ul) 3U
Temperaturprofil
Phase Temperatur Dauer  Zyklen
Hotstart 94°C 2 min 1
Denaturierung 94°C 1,5 min
Annealing je nach 45s
Primerpaar* 30
Elongation 72°C 3 min
Terminale Elongation 72°C S min 1
Kiihlung 4°C 0

*69°C fiir Primerpaar E-cloN1-f1/ E-cloN1-rl
65°C fiir Primerpaar E-cloN2-f1/ E-cloN2-r1 und E-cloN2-f2/ E-cloN2-12
63°C fiir Primerpaar E-cloN7-f2/ E-cloN7-12

Die erhaltenen PCR-Produkte bei der Amplifikation der Gene cloN2 und cloN7 wurden
zunichst iiber die entsprechenden Schnittstellen in den Vektor pLitmus28 kloniert. Die
dabei erhaltenen Plasmide wurden als pAF17, pAF19 und pAF22 bezeichnet.
AnschlieBend erfolgte eine Umklonierung dieser Fragmente in die Expressionsvektoren
pQE60 oder pRSETB und fiihrte zur Bildung der Konstrukte pAF20, pAF21 und
pAF23. Das 0,3 kb groBle amplifizierte c/loNI-Fragment wurde zunichst in den pGEM-
T-Vektor kloniert (pAF26) und anschlieend nach Ncol / BgliI-Verdau in die gleichen
Schnittstellen des Expressionsvektors pQE60 kloniert. Das erhaltenen Konstrukt wurde
als pAF27 bezeichnet.

7.6.5 Bedingungen fiir die Amplifikation der Apramycin-Kassette von pUG019
und plJ773

Fir die Amplifikation der Apramycin Resistenzkassette von pUGO019 und plJ773
(REDIRECT® technology kit for PCR targeting (Gust et al., 2003)) wurde unter
Verwendung des Expand High Fidelity PCR System (Roche Biochemicals, Mannheim)
folgende PCR-Bedingung verwendet.
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Ansatz (50 pl)

Komponente Endkonzentration
Reaktionspuffer (10 x) 1 x
Template-DNA 100 ng
Primer 50 pmol (je Primer)
dNTPs 0,25 mM (je Nucl.)
DMSO 5% (v/v)
DNA-Polymerase-Mix 2,5U
Temperaturprofil
Phase Temperatur Dauer  Zyklen
Hotstart 94°C 2 min 1
Denaturierung 94°C 45 s
Annealing 45°C 45s 10
Elongation 72°C 90 s
Denaturierung 94°C 45 s
Annaeling 48°C 45 s 20
Elongation 72°C 90 s
Terminale Elongation 72°C 5 min 1
Kiihlung 4°C 0

Die Template-DNA wurde durch Verdau von 10 ug plJ773 bzw. 16 ug pUGO019 mit
EcoRI, HindlIIl und Dral vorbereitet. Dral schneidet dreimal im Vektor-Backbone und
wird verwendet, um die Zerstdrung von Spuren von cccDNA zu garantieren und die
Aufreinigung der Kassette durch Gelelektrophorese zu vermeiden. Nach Verdau wurde
der Ansatz durch Isopropanolfillung aufkonzentriert.

7.7 Southern Hybridisierung

Alle verwendeten Losungen und Puffer fiir die Southern Hybridisierung sind in
Tabelle I1.9 aufgelistet. Die einzelnen Arbeitsschritte wurden nach den Angaben der
jeweils benutzten Kits durchgefiihrt.

7.7.1 Herstellung einer Digoxigenin-markierten DNA-Sonde

Um DNA-Fragmente als Sonden fiir die Southern Hybridisierung nicht radioaktiv zu
markieren, wurde das DIG-High Prime DNA-Labelling and Detection Starter Kit II
(Boehringer Mannheim, Mannheim) eingesetzt. Die zu markierende DNA (300 ng —
1 ug) wurde nach Restriktionsverdau gefdllt und in 16 pl TE-Puffer aufgenommen.
Nach Denaturierung der DNA fiir 10 min bei 100°C und Abkiihlen in fliissigem
Stickstoff wurde der Ansatz mit 4 pl Digh High Prime-Losung versetzt und 20 h bei

58



II Material und Methoden

37°C inkubiert. Dabei kommt es zum zufélligen Einbau von DIG-gekoppeltem dUTP
wihrend der DNA-Synthese mit dem Klenow-Fragment der DNA-Polymerase 1. Nach
beendeter Reaktion wurde iiberschiissiges DIG-dUTP durch eine Lithiumchlorid-
Ethanol-Fillung entfernt. Die Quantifizierung der Sonde bzw. die Uberpriifung der
Labeling-Effizienz wurde nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt.

7.7.2 Southern Blot

Genomische DNA der zu untersuchenden Streptomyceten-Stimme wurde mit dem
ausgewdhlten Restriktionsenzym {iber Nacht bei 37°C verdaut, anschliefend
alkoholisch gefidllt, in 10 ul TE-Puffer aufgenommen und gelelektrophoretisch
aufgetrennt. Als Marker diente der DIG Marker Nr. VII. Nach Uberpriifung der
gelelektrophoretischen Auftrennung wurde das Gel 2 min bei RT mit Depurinierungs-
16sung behandelt, dann mit Wasser kurz gewaschen und anschlieend zweimal 15 min
in Denaturierungslosung unter leichtem Schiitteln inkubiert. Die Behandlung des
Agarosegels mit Depurinierungslosung bewirkt bei groferen DNA-Fragmenten
Strangbriiche, die den Transfer dieser DNA-Stiicke beim Blotten erleichtert. Nach
zweimaligem Waschen des Gels von je 15 min in Neutralisierungslosung wurde der
Transfer der einzelstringigen DNA auf eine Hybond-N Nylonmembran (Amersham,
Braunschweig) mittels Kapillartransfer mit 20x SSC-Puffer {iber einen Zeitraum von
16 h durchgefiihrt. Die transferierte DNA wurde anschliefend durch Bestrahlung der
Membran mit UV-Licht der Wellenldnge 312 nm fiir 60 s auf der Vorder- und 30 s auf
der Riickseite fixiert.

7.7.3 Hybridisierung und Detektion

Zur Hybridisierung der Membran wurde diese in eine Hybridisierungsrohre tiberfiihrt
und zunéchst mit 20 ml Prahybridisierungslosung fiir 4 h bei 68° C im Hybridisierungs-
ofen prahybridisiert. Die Hybridisierung erfolgte mit 10 ml Hybridisierungslésung und
der entsprechenden unmittelbar zuvor denaturierten (Erhitzen auf 100 °C fiir 10 min,
gefolgt von schnellem Abkiihlen in fliissigem Stickstoff) Sonde mit einer Konzentration
von 25 ng/ml iiber Nacht bei 68° C. Zur Entfernung der unspezifischen Bindungen
wurde die Membran anschliefend zweimal 5 min mit je 10 ml 2x SSC-Waschpuffer bei
RT und zweimal 15 min mit je 10 ml 0,5x SSC-Waschpuffer bei 68° C behandelt.

Die Detektion der Membran erfolgte unter Anwendung der Chemilumineszenz. Dazu
wurde die Membran zundchst 1 min mit Maleinséure-Puffer dquilibriert, dann 30 min
mit Blocking-Losung und 30 min mit Antikorperlosung inkubiert. Fiir die Entfernung
von iberschiissigem Antikorper wurde die Membran zweimal 15 min in Tween-
Waschpuffer geschwenkt und anschlieBend 5 min mit Detektions-Puffer behandelt.
Danach wurde die Membran mit einigen Tropfen CSPD-Ldsung benetzt, in eine
Fotokassette eingelegt und 30-60 min bei 37°C mit einem Hyperfilm ECL-
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Rontgenfilmen (Amersham Biosciences, Freiburg) inkubiert. Der Film wurde
anschlieBend 3 min entwickelt, 3 min fixiert und gut getrocknet.

7.8 Transformation von DNA in E. coli

7.8.1 CaCl,-vermittelte Transformation

Herstellung kompetenter Zellen:

3ml LB-Medium mit entsprechendem Antibiotikum wurden mit einer E. coli
Einzelkolonie inokuliert und bei 37°C und 170 rpm iiber Nacht inkubiert. Mit 1 ml
dieser Ubernachtkultur wurden 100 ml LB-Medium inokuliert und bis zu einer
optischen Dichte von 0,5-0,7 bei 600 nm unter den zuvor angegeben Bedingungen
weiterkultiviert. Die nun folgenden Arbeitsschritte erfolgten bei 4°C unter sterilen
Bedingungen. Nach Zentrifugation (10 min, 3000 x g, 4°C) wurden die Zellen in 30 ml
eiskalter 0,1 M CaCl,-Losung resuspendiert und erneut unter den obigen Bedingungen
pelletiert. Das Zellpellet wurde in 30 ml eiskalter 0,1 M CaCl,-Losung resuspendiert
und fiir 20 min auf Eis inkubiert. Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt (5 min,
3000 x g, 4°C) wurde das Pellet in 2-5 ml eiskalter 0,1 M CaCl,-Losung mit 15%
Glycerin (v/v) resuspendiert, zu je 200 pl aliquotiert und bei -70°C gelagert.

Transformation:

200 pl der transformationskompetenten Zellen wurden langsam auf Eis aufgetaut. Zu
den gerade aufgetauten Zellen wurden 5-10 pl der entsprechenden DNA-LOsung
gegeben, vorsichtig gemischt und fiir 30 min auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurden
die Zellen fiir 2 min einem Hitzeschock bei 42°C unterzogen. Nach Abkiihlung des
Ansatzes wurde zur Regeneration der Zellen 1 ml LB-Medium zugegeben und 60 min
bei 37°C inkubiert. Danach wurden verschiedene Volumina (50 ul, 100 pl ,150 pl und
200 pl) des Transformationsansatzes auf LB-Agarplatten mit entsprechendem
Selektionsantibiotikum ausplattiert. Die Platten wurden bei 37°C iiber Nacht im
Brutschrank inkubiert.

Blau-Weif3-Selektion:

Bei Verwendung von Klonierungsvektoren mit lacZ’-Gen wurde zur Detektion
rekombinanter Plasmide eine Blau-WeiB-Selektion durchgefiihrt. Dazu wurden 20 pl
der IPTG-Losung (47 mg/ml) mit 80 pl HyOpigest. gemischt, auf die Agarplatte pipettiert
und ausplattiert. Nach kurzem Antrocknen wurden 20 pul X-Gal-Losung (20 mg/ml in
DMF) mit 80 pul HyOpigest, gemischt und ebenfalls auf die Platte ausplattiert. Zum
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Verdampfen des toxischen DMF wurden die Platte 30 min lang unter der Sterilbank
getrocknet. AnschlieBend wurden die Transformationsansdtze wie zuvor beschrieben
ausplattiert und inkubiert.

7.8.2 Elektroporation

Herstellung elektro-kompetenter Zellen:

50 ml SOB- oder LB-Medium mit entsprechendem Antibiotikum wurden mit 1 ml einer
Ubernachtkultur von E. coli inokuliert und bei 30/37°C™ und 170 rpm bis zum
Erreichen einer ODgoonm von 0,5 weiterkultiviert. Die Zellen wurden durch
Zentrifugation (5 min, 4000 x g, 4°C) geerntet und zweimal mit 5 und 25 ml eiskalter
10%iger (w/v) Glycerinlosung gewaschen. Das Zellpellet wurde in dem verbleibenden
Tropfen des Waschiiberstandes resuspendiert, in Aliquots zu je 50 ul geteilt und bei -
70°C eingefroren.

* Um das Plasmid plJ790 in E. coli BW25113 (REDIRECT®© technology kit for PCR targeting, (Gust et
al., 2003) zu behalten, mussten die Zellen bei 30°C kultiviert werden. pIJ790 enthélt ein temperatur-

sensitiven Replikationsstartpunkt. Ansonsten war die Kultivierungstemperatur bei 37°C.

Elektroporation:

Die DNA (ca. 100 ng in 1-2 pl HjOpigest) wurde mit 50 pl kompetenten Zellen
gemischt, in eine vorgekiihlte Elektroporationskiivette (0,2 cm) iiberfithrt und
luftblasenfrei verschlossen. Die Elektroporation wurde mit einem BioRad
Elektroporator mit einer Spannung von 2,5 kV durchgefiihrt. Die optimalste Zeit-
Konstante liegt dabei zwischen 4,5 — 5,0 ms. AnschlieBend wurden 1 ml LB-Medium in
die Kiivette pipettiert, die erhaltene Suspension in ein neues Eppendorfgefa3 tiberfiihrt
und bei 37°C und 170 rpm fiir 60 min inkubiert. Von dieser Zellsuspension wurden
dann 3 x 200 pl auf LB-Agarplatten mit den entsprechenden Antibiotika ausplattiert und
die Platten bei 37°C iiber Nacht inkubiert.

7.9 Transformation von DNA in Streptomyceten

7.9.1 Protoplastierung von S. coelicolor und S. lividans

50 ml YEME-Medium mit 0,5% Glycin wurden mit 1 ml HA-Vorkultur (2 Tage, bei
30°C und 170 rpm) von S. coelicolor /S. lividans inokuliert und 48 h bei 30°C und 170
rpm kultiviert. Nach Abtrennung des Mediums (10 min, 3000 x g, 4°C) wurden die
Zellen zweimal mit 15 ml 10,3%ige Saccharoseldsung gewaschen, in lysozymhaltigen
Protoplastierungspuffer (3-4 ml P-Puffer/g Zellen; 4 mg Lysozym/ml P-Puffer)
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resuspendiert und bei 30°C fiir 15-60 min unter leichtem Schiitteln inkubiert. Dabei
wurde der Vorgang der Protoplastierung durch wiederholte Mikroskopie in
Zeitintervallen von 15 min kontrolliert. Nach ausreichender Protoplastierung wurde die
Reaktion durch Kiihlen auf Eis gestoppt. Alle nun folgenden Arbeitsschritte wurden auf
Eis durchgefiihrt, um eine weitere Schiddigung der Zellen zu vermeiden. Zur
Abtrennung von Mycelresten wurde nach Zugabe von 5 ml eiskaltem P-Puffer und
dreimaligem vorsichtigen Auf- und Abpipettieren mit Hilfe einer 10 ml Pipette der
Ansatz durch sterile Glaswolle filtriert. AnschlieBend wurden die Protoplasten durch
Zentrifugation (5 min, 3000 x g, 4°C) sedimentiert. Das Pellet wurde in 1 ml P-Puffer
resuspendiert, zu je 200 ul aliquotiert und auf Eis langsam iiber Nacht bei -70°C
eingefroren.

Zur Uberpriifung der Protoplasteneffizienz wurden 10 pl der Protoplastensuspension
mit 200 pl HyOpigest. verdiinnt und auf eine R2YE-Platte ausplattiert. Als Kontrolle
diente ein Ansatz, in dem die gleiche Menge Protoplastensuspension mit 200 pl P-
Puffer ausplattiert wurde. Die Bestimmung der Anzahl der regenerierungsfihigen
Protoplasten erfolgte durch Ausplattierung geeigneter Verdiinnungsstufen der
Protoplastensuspension mit P-Puffer. Die Ausplattierung wurde durch Uberschichtung
mit 3 ml R3-Weichagar durchgefiihrt, um mechanischen Strefl und Lyse zu vermeiden.
Die Platten wurden bei 30°C fiir 3-5 Tage inkubiert.

Die Protoplastierung von S. rishiriensis wurde, wie zuvor beschrieben, mit folgenden
Modifikationen durchgefiihrt: Zellanzucht erfolgte in CRM-Medium mit 0,4% Glycin;
Einsatz von 0,3 mg Lysozym/ml P-Puffer.

7.9.2 Transformation

Die Transformation der Streptomyceten-Stimme wurde durch die modifizierte
Polyethylenglykol-vermittelte Transformation nach Kieser et al. (2000) bewerkstelligt.
Fiir die Transformation wurden 10-20 pg unmethylierte DNA (in maximal 20 pl TE-
Puffer, isoliert aus E. coli ET12567) zu 200 pl Protoplastensuspension, die etwa 10°
Protoplasten pro ml enthielt, zugegeben. Danach wurden sofort 500 pl Transformations-
Puffer (T-Puffer) hinzugefiigt, durch dreimaliges Auf- und Abpipettieren gemischt und
1 min bei RT inkubiert. Verschiedene Volumina des Transformationsansatzes (50 pl,
100 pul und 2x 200 pl) wurden mit Hilfe von 40-50°C warmen R3-Weichagar
(3 ml/Platte) auf R2YE-Platten ausplattiert. Die Platten wurden bei 30°C fiir 16-18 h
inkubiert. Fiir die Selektion der Mutanten wurden die Platten mit 3 ml Nutrient-
Weichagar mit entsprechendem Antibiotikum tiberschichtet und fiir weitere 5-12 Tage
bei 30°C inkubiert. Zur weiteren Untersuchung der erhaltenen Transformanden wurden
diese mit sterilen Zahnstochern gepickt und quadratformig auf MS-Agarplatten mit dem
Selektionsantibiotikum ausgestrichen.
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7.10 DNA-Sequenzierung und Computerunterstiitzte Sequenzanalyse

Die Sequenzierung von rekombinanten Plasmiden wurde mit Hilfe der Didesoxy-
nucleotid-Kettenabbruch-Methode auf einem automatischen LI-COR Sequnezierer
(MWG-Biotech AG, Ebersberg) durchgefiihrt. Das Programm DNASIS fiir Windows
Version 2.1 (Hitachi Software Engineering, San Bruno, USA) ermoglichte die
Auswertung der ermittelten DNA-Sequenzen. Homologievergleiche auf Nucleinsédure-
und Aminosdureebene wurden unter Verwendung des BLAST-Programmes
(Version 2.0) iiber die Internetseite “ www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/ “erzielt.

8. Methoden der Biochemie und Biologie

8.1 Denaturierende Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die denaturierende Polyacrylamid-Gelelektrophorese wurde nach Laemmli (Laemmli,
1970) durchgefiihrt. Dabei handelt es sich um ein diskontinuierliches Trennsystem mit
einem Sammelgel (4 % Polyacrylamid) und einem Trenngel (12 % Polyacrylamid). Fiir
die Elektrophorese wurde die Mini-Protean 3 Apparatur von BIORAD, Miinchen
verwendet. Die dazu verwendeten Losungen wurden nach Angaben des Herstellers, wie
unter 4.3.6 beschrieben, angefertigt. Die Trenngellosung wurde fiir die Dauer der
Polymerisation mit Isopropanol iiberschichtet, um zu verhindern, dass die Geloberflache
durch Oberflaichenspannung gekriimmt wird. Nach ca. 30 min konnte das Sammelgel
gegossen werden. Dazu wurde der Alkohol verworfen, die Oberfliche des Trenngels
mit Aqua bidest. gewaschen und die Sammelgellosung auf das Trenngel aufgetragen.
Nach weiteren 30 min waren die Gele soweit auspolymerisiert, dass sie verwendet
werden konnten. Die zu analysierenden Proteinproben (10 pl) wurden unmittelbar vor
dem Auftrag auf das Gel mit zweifach konzentriertem Probenpuffer im Verhéltnis 1:1
versetzt und durch 10miniitiges Kochen im Wasserbad bei 100°C denaturiert. Als
Markerproteinlosung wurde ein Protein Molekulargewichtsmarker (Amersham
Biosciences, Freiburg) mit Phosphorylase b (94 kDa), Albumin (67 kDa), Ovalbumin
(43 kDa), Carboanhydrase (30 kDa), Trypsin-Inhibitor (20,1 kDa) und a-Lactalbumin
(14,4 kDa) verwendet. Die Elektrophorese wurde mit einer Spannung von 150-200 V
tiber 30-60 min durchgefiihrt. (Die Elektrophorese wurde abgebrochen, wenn die
Bromphenolblaufront ca. 1 cm vom unteren Rand des Trenngels entfernt war.) Nach
beendeter Elektrophorese wurden die Gele 5 min in Fixierlosung und anschliefend 20
min in Coomassie-Farbelosung inkubiert. Der Hintergrund wurde durch Behandlung
mit Entfarberlosung fiir 60- 90 min und anschlieBendem Waschen mit Wasser entférbt.
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8.2 Heterologe Expression von Proteinen

8.2.1 Expression in E. coli XLL1 Blue MRF

100 ml LB-Medium mit Carbenicillin (50pg/ml) wurden mit je 2 ml einer
Ubernachtkultur inokuliert. Die Kulturen wurden bei 30°C oder 37°C und 170 rpm bis
zu einer ODgoonm von 0,5-0,7 kultiviert. Die Induktion der Proteinexpression erfolgte
mit unterschiedlichen Konzentrationen an IPTG (Endkonzentrationen: 0,5mM, 1,0mM,
1,5mM, 2,0mM und 3,0mM). 20 Stunden nach Induktion wurden die Zellen geerntet
(10 min, 4000 x g, 4°C) und bei -20°C eingefroren.

8.2.2 Expression in E. coli BL21/pLys

2 ml einer mit einer Einzelkolonie des jeweiligen E. coli BL21/pLys—Stammes mit
Expressionskonstrukt beimpften Ubernachtkultur mit Carbenicillin (50pug/ml) und
Chloramphenicol (35 pg/ml) dienten als Vorkultur fiir die Inokulation von 100 ml LB-
Medium mit Carbenicillin (50pg/ml) und Chloramphenicol (35 pg/ml). Die Kulturen
wurden bei 25°C, 30°C oder 37°C und 170 rpm bis zu einer ODgoonm von 0,5-0,7
kultiviert und mit unterschiedlichen Konzentrationen an IPTG (Endkonzentrationen:
0,InM, 1,0nM, 10nM, 0,5mM, 1,0mM,) induziert. Die Zellen wurden 20 h nach
Induktion geerntet (10 min, 4000 x g, 4°C) und bei -20°C eingefroren.

8.2.3 Expression in S. lividans T7

50 ml YEME-Medium mit 10 pg/ml Kanamycin wurden mit 200 ul Glycerinkultur als
Vorkultur inokuliert. Nach 2-3 Tagen Kultivierung bei 30°C und 170 rpm wurden 100
ml YEME-Medium mit 10 pg/ml Kanamycin sowie 25 pg/ml Thiostrepton mit 2-5 ml
der Vorkultur angeimpft. Thiostrepton dient dabei als Induktor der Expression. Nach
24stlindiger Kultivierung bei 30°C und 170 rpm wurde die Kultur geerntet (10 min,
4000 x g, 4°C). Die Zellen wurden bei -20°C eingefroren.

8.3 Herstellung zellfreier Rohextrakte

Die Zellen wurden auf Eis aufgetaut, in 1 ml Lysepuffer pro Gramm Zellen
resuspendiert und 30 min auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen durch 6 x
30 s Beschallung bei 200 W mit 30 s Intervallpausen mittels Sonifier-Gerdt (Branson
Sonifier 250) im Eisbad aufgeschlossen. Nach Abtrennung zelluldrer Bestandteile durch
Zentrifugation (30 min, 17500 x g, 4°C) wurde der Rohextrakt erhalten.
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Bei AufschluBB von S. lividans T7 Zellen wurde Lysepuffer mit 8 mg/ml Lysozym
verwendet.

8.4 Reinigung von Hexahistidin —Fusionsproteinen mittels Nickel-
Affinitatschromatographie

Fiir die Reinigung der Histidin-Fusionsproteine vom loslichen Zellextrakt wurde die
Metallaffinitidtschromatographie unter Verwendung von Nickel-Nitriloacetat (Ni-NTA)-
Agarose (Qiagen, Hilden) und Anleitung des Herstellers in ,,The QIAexpressionist®
angewendet. Je nach Proteingehalt wurden 2-4 ml zellfreier Rohextrakt mit 0,5-1 ml Ni-
NTA-Suspension (50% (w/v) Ni-NTA-Agarose in 30% (v/v) Ethanol: Bindungs-
kapazitit: 5-10 mg 6xHis-Fusionsprotein pro ml Material) gemischt und 1 h bei 4°C
unter Rithren inkubiert. AnschlieBend wurde die Suspension in eine leere Sdulenhiilse
tiberfiihrt und die Sdule zweimal mit 4 ml Waschpuffer gewaschen. Die (His)s-
Fusionsproteine wurden mit viermal je 1 ml Elutionspuffer von der Saule eluiert. Nach
erfolgreicher Aufreinigung, die durch SDS-PAGE kontrolliert wurde, konnte das
Proteineluat liber NAP10 Sédulen in Aufbewahrungspuffer umgepuffert und bei -70°C
gelagert werden.

8.5 Bestimmung der antimikrobiellen Aktivitit der Aminocoumarin-
Antibiotika

Die antibakterielle Aktivitit von Clorobiocin (Aventis, Bad Soden a.Ts.) und den neuen
Novclobiocinen wurde mit Hilfe eines Agardiffusionstest unter Verwendung von
Bacillus subtilis ATCC 14893 als Teststamm tiberpriift.

4,6 g Nutrient-Agar wurden in 200 ml Wasser suspendiert und autoklaviert (Kieser et
al., 2000). Nach Abkithlen auf 45°C wurden ca. 2x10° Bacillus subtilis Sporen/ml
Medium zugesetzt und die Platten gegossen. Unterschiedliche Mengen der zu testenden
Substanzen wurden als methanolische Losung in einem Volumen von 1-15ul auf
Antibiotika-Testblédttchen (d = 6 mm, Macherey-Nagel, Diiren), die bereits auf den
Agarplatten aufgebracht worden waren, aufgetragen und 30 min unter der Sterilbank
getrocknet. Als Negativkontrolle dienten 10 pl reines Methanol. Die Bioassay-Platten
wurden anschlieBend iiber Nacht bei 37°C inkubiert. Als Mal} fiir die antibiotische
Aktivitdt diente der resultierende Hemmhofdurchmesser im Vergleich zu Clorobiocin
als Standard.
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9. Konstruktion der Deletions-Mutanten

Fiir die Inaktivierung der Gene cloNI, cloN7 und cloU im Cosmid clo-BG1 wurde das
PCR-Targeting angewendet.

Die Apramycin Resistenzkassette (aac(3)[V) wurde durch Verdau mit EcoRI und
HindIIl vom Plasmid pUG019 gewonnen und per PCR unter Verwendung der Primer
P-forward 5°-((N)39) ATT CCG GGG ATC TCT AGA TCT-3’ und P-reverse 5’-((N)39)
ACT AGT CTG GAG CTG CTT C-3’° amplifiziert. Dabei préisentieren die 39 nt den
Bereich fiir die A-RED vermittelte Rekombination und sind homolog zu der Region vor
und nach dem DNA-Fragment, welches deletiert werden soll. Die unterstrichenen
Buchstaben zeigen die Restriktionsschnittstellen fiir die Endonucleasen Xbal und Spel
auf. Die Amplifizierung der Kassette erfolgte mittels des Expand High Fidelity PCR
System wie unter 7.6.5 beschrieben. Das erhaltene PCR-Produkt wurde fiir die
Gendeletion im Cosmid durch A-RED vermittelte Rekombination nach Angaben des
Herstellers REDIRECT® Technology Kit (Gust et al., 2003) verwendet. Cosmide,
welche die Resistenzkassette integriert hatten, wurden isoliert und durch
Restriktionsverdau analysiert. Fiir die Entfernung der Resistenzkassette wurde die
Cosmid-DNA zunichst in E. coli ET12567 transformiert, die DNA isoliert, mit Xbal
und Spel geschnitten und iiber Nacht bei 16°C religiert. AnschlieBend wurde der
Ligationsansatz durch CaCl,—vermittelte Transformation in E. coli XL1 Blue MRF"
eingebracht und die Apramycin-sensitiven und Kanamycin-resistenten Klone durch
Restriktionsverdau analysiert. Eine vollstdndige Entfernung der Kassette war durch
Abwesenheit der Restriktionsschnittstellen fiir Xbal und Spel charakterisiert.

9.1 Inaktivierung des Gens c/loNI im Cosmid clo-BG1 und heterologe
Expression des AcloN1 Cosmids

Die Resistenzkassette zur Deletion von cloNI wurde per PCR unter Verwendung des
Primerpaares cloN1-f (5>—-CAC AGT GGA ACA CAA TCG ATG GGG GAA TTA
CGC GAG ATG ATT CCG GGG ATC TCT AGA TC-3’) und cloNl1-r (5'-GGC
CAC GTA TAT ACC TGA TGT CCG CAT CTG TTG CGC CTA ACT AGT CTG
GAG CTG CTT C-3’) amplifiziert. Die hervorgehobenen Buchstaben prasentieren den
39 nt Homologiebereich zu der DNA-Region unmittelbar vor und nach cloNI
einschlieflich dem putativen Start- und Stopcodon fiir cloNI, wihrend die
unterstrichenen Buchstaben die Restriktionsschnittstellen fiir Xbal und Spel aufzeigen.

Nach Entfernung der Resistenzkassette wurde das AcloNI Cosmid clo-AF6, welches
das Kanamycin Resistenzgen aphll besitzt, durch PEG-vermittelte Protoplasten-
transformation in S. coelicolor M512 eingebracht. Die Kanamycin-resistenten Klone
wurden durch Southern Blot Analyse auf die spezifische Integration des Cosmids in die
®C31 Attachment site des Genoms von S. coelicolor M512 untersucht.
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9.2 Inaktivierung des Gens c/loN7 im Cosmid clo-BG1 und heterologe
Expression des cloN7 ™~ Cosmids

Fiir die Inaktivierung des Gens c/loN7 wurde die Resistenzkassette unter Verwendung
der Primer cloN7- f (5’-GGC AGA CTC CCC AAC AGC AGA GAG GAC CAA
CTG AGC ATG ATT CCG GGG ATC TCT AGA TC-3’) and cloN7-r (5-AGT
GTG CGT GGT GCG CCA GCA CTC CGA CAA GCA CCG TTA ACT AGT
CTG GAG CTG CTT C-3’) per PCR amplifiziert. Die hervorgehobenen Buchstaben
préasentieren den 39 nt Homologiebereich zu der DNA-Region unmittelbar vor und nach
cloN7, einschlieBlich dem putativen Start- und Stopcodon fiir c/loN7. Die Restriktions-
schnittstellen flir Xbal und Spel sind durch die unterstrichenen Buchstaben markiert.

Die Entfernung der Resistenzkassette war in diesem Fall nicht notwendig. Das
resultierende Cosmid clo-AF3 wurde durch PEG-vermittelte Protoplasten-
transformation in S. coelicolor M512 eingebracht. Die Apramycin- und Kanamycin-
resistenten Klone wurden durch Southern Blot Analyse auf die spezifische Integration
des Cosmids in die ®C31 Attachment site des Genoms von S. coelicolor M512
untersucht.

9.3 Inaktivierung des Gens cloU im Cosmid clo-BG1 und heterologe
Expression des AcloU Cosmid

Fir die Deletion von cloU wurde die Resistenzkassette unter Verwendung des
Primerpaares cloU-f (5’-GAC CGG CGG TTT GCA TCC CGT GAG GGG GAG
GAA GAG TTG ATT CCG GGG ATC TCT AGA TC-3’) and cloU-r (5’-TGG AAC
GGG ATC ACC GCA GCC GAC ACC GTG GCC ACG TCA ACT AGT CTG
GAG CTG CTT C-3’) per PCR amplifiziert. Die hervorgehobenen Buchstaben zeigen
den 39 nt Homologiebereich zu der DNA-Region unmittelbar vor und nach cloU
inklusive dem putativen Start- und Stopcodon von cloU. Die unterstrichenen
Buchstaben prisentieren die Restriktionsschnittstellen fiir Xbal und Spel.

Das AcloU Cosmid clo-AF2, das nach Entfernung der Resistenzkassette erhalten wurde,
wurde durch PEG-vermittelte Protoplastentransformation in S. coelicolor M512
eingebracht. Die Kanamycin-resistenten Klone wurden durch Southern Blot auf die
spezifische Integration des Cosmids in die ®C31 Attachment site des Genoms von S.
coelicolor M512 analysiert.

9.4 Inaktivierung der Gene couRI-couR4 in S. rishiriensis

Die Inaktivierung der Gene couR-couR4 wurde ebenfalls unter Anwendung des PCR-
Targeting bewerkstelligt. Die verwendete Apramycin Resistenzkassette zur Ersetzung
der Gene couRI-couR4 wurde durch Restriktionsverdau mit EcoRI und HindIll vom
Plasmid plJ773 gewonnen und per PCR unter Anwendung der Primer couR1-4 f (5°-
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TAA TCG CGG ACC CGG ATC AGA ATG CGG TGA CCC GTA ATG ATT
CCG GGG ATC CGT CGA CC-3’) und couR1-4 1 (5°-TTC GGC GGA ACC CCG
TCC CCG GTG GCG CCG GCG GTG CTA TGT AGG CTG GAG CTG CTT C-
3’) amplifiziert. Dabei prisentieren die hervorgehobenen Buchstaben den 39 nt
Homologiebereich der DNA-Region unmittelbar vor und nach couRI-4 inklusive dem
putativen Startcodon von couRI und dem putativen Stopcodon von couR4. Die
Restriktionsschnittstellen fiir Xbal und Spel sind durch die unterstrichenen Buchstaben
markiert. Die Kassette wurde in E. coli BW25113/plJ790, der zusétzlich das Cosmid
5A-46 enthielt, mittels Elektroporation eingebracht. Die Ersetzung der Gene couR -4
durch die Resistenzkassette wurde durch Restriktionsverdau {iberpriift. Die Entfernung
der Resistenzkassette wurde nicht durchgefiihrt, da sie weiterhin als Selektionsmarker
dienen sollte. Das modifizierte Cosmid (cou-AF1) wurde durch PEG-vermittelte
Protoplasten-transformation in S. rishiriensis eingebracht. Homologe Rekombination
fiihrte zu Apramycin-resistenten Transformanden, die durch Southern Blot Analyse auf
ihre Richtigkeit tiberpriift wurden.

10. Analytik und Isolierung niedermolekularer Verbindungen

10.1 Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC)

Zur Analytik und Isolierung niedermolekularer Substanzen wurde eine HPLC-Anlage
der Firma Waters (Eschborn) verwendet. Die Anlage setzte sich aus zwei Pumpen
(Waters 510), einem Autosampler (Waters 717 plus) und einem UV-Detektor (Waters
486 Absorbance Detektor) zusammen. Die Steuerung der HPLC-Komponenten und die
Auswertung der Messergebnisse erfolgte {iber die Millenium-Software.

Analytische Auftrennungen erfolgten bei einer Flussrate von 1 ml/min iiber eine
Multosphere® RP 18-5 Sdule (5 pm, 250 x 4 mm) (C&S Chromatographie Service,
Diiren), der eine mit Multoprep RP-18 gefiillte Vorsdule (40 um, 30 x 4 mm) (C&S
Chromatographie Service, Diiren) vorgeschaltet war. Fiir préparative Isolierungen
wurden Trennsdulen mit gréBerem Durchmesser (s. 10.2.3) eingesetzt. Die verwendeten
FlieBmittel wurden vor Gebrauch durch Filtration iiber einen Membranfilter (0,45 pum,
Millipore) von Partikeln befreit.

10.1.1 Analytik des Clorobiocin und Derivaten

Der Wildtyp und die Mutanten von S. roseochromogenes sowie der S. coelicolor Stamm
mit Clorobiocin-Cluster und seine abgeleiteten Mutanten wurden in Produktions-
medium, wie unter 6.2.2 beschrieben, kultiviert. 1 ml Bakterienkultur wurden mit 1 M
HCI auf einen pH von 4 angeséduert und zweimal mit 1 ml Ethylacetat extrahiert. Nach
Verdampfung des Losungsmittels wurde der Extrakt in 200-500 ul Methanol
resuspendiert. Nach Zentrifugation (10 min, 21000 x g, 4°C) wurden 50-100 pul des
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klaren Uberstandes unter den folgenden Bedingungen per HPLC analysiert.
Authentisches Clorobiocin (Aventis, Bad Soden a.Ts.) wurde als Standard verwendet.

Chromatographie-Bedingungen

FlieBmittel A H,O : CH;0H : HCOOH (79:20:1)

FlieBmittel B CH;0H : HCOOH (99:1)

Detektionwellenlinge 340 nm

HPLC-Gradient

Zeit [min] Fliefpmittel A [%] Fliefmittel B[ %]

0,0 40 60
2,0 40 60
30,0 0 100
33,0 0 100
33,1 40 60
37,0 40 60

10.1.2 Analytik der Pyrrol-2-carbonsiure

Zur Analyse der Pyrrol-2-carbonsdure wurden die nachstehenden HPLC- Bedingungen

gewdhlt. Pyrrol-2-carbonsdure (Lancaster, Miihlheim a.M.) wurde als

verwendet.

Chromatographie-Bedingungen

FlieBmittel A H,0 : HCOOH (99:1)

FlieBmittel B CH;0H : HCOOH (99:1)

Detektionwellenldnge 262 nm

HPLC-Gradient

Zeit [min] Fliefmittel A [%] Fliefimittel B[ %]

0,0 100 0
10,0 100 0
25,0 55 45
25,1 0 100
30,0 0 100
30,1 100 0
35,0 100 0
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10.1.3 Analytik des 8-Demethyltetracenomycin C und Elloramycin

Von 15 ml Bakteriensuspension der Mutanten S. [lividans TK64/(cosl6F4),
S. coelicolor M512/(cos16F4) und S. coelicolor M512/(cloAF2)-(cos16F4) wurden die
Zellen durch Zentrifugation (10 min, 3000 x g, 4°C) entfernt. AnschlieBend wurde der
Uberstand mit HCOOH auf einen pH von 3 angesduert und mit 5 ml Ethylacetat
extrahiert. Nach Verdampfung des Extraktionsmittels wurde der Riickstand in 500 pl
Methanol aufgenommen. Nach Zentrifugation (10 min, 21000 x g, 4°C) wurden 50-
100 ul des klaren Uberstandes per HPLC analysiert. Die Gradienten-Elution wurde
unter folgenden Bedingungen durchgefiihrt.

Chromatographie-Bedingungen
Fliefmittel A 0,1 % H3;PO4in H,O
FlieBmittel B 100% CH3;CN
Detektionwellenlinge 386 nm

HPLC-Gradient
Zeit [min] Fliefpmittel A [%] Fliefmittel B[ %]

0,0 75 25
2,0 75 25
30,0 0 100
33,0 0 100
33,1 75 25
37,0 75 25

10.1.4 Analytik des Coumermycin A; und Derivaten

20 ml Bakterienkultur des Wildtyps oder der Mutanten von S. rishiriensis wurden mit
1 N HCI auf einen pH von 3 angesduert. Nach Entfernung lipophiler Verbindungen
durch Behandlung mit Petrolether erfolgte eine zweifache Extraktion mit einem
dquivalenten Volumen an Ethylacetat. Nach Verdampfen des Extraktionsmittels wurde
der Riickstand in 500 pl Ethanol aufgenommen. Nach Zentrifugation (10 min, 21000
x g, 4°C) des Extraktes wurden 100 ul des Uberstandes unter den nachstehenden
Bedingungen per HPLC analysiert. Authentisches Coumermycin A; (Sigma-Aldrich,
Deisenhofen) wurde als Standard verwendet.

Chromatographie-Bedingungen
FlieBmittel A 0,1 % H5PO41n H,O
FlieBmittel B 100% CH3;CN
Detektionwellenldnge 345 nm, 254 nm
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HPLC-Gradient
Zeit [min] Fliefmittel A [%] Fliefimittel B[ %]

0,0 70 30
20,0 0 100
25,0 0 100
25,1 70 30
30,0 70 30

Die Mutanten von S. coelicolor Yul05 wurden in Produktionsmedium wie unter 6.2.2
beschrieben kultiviert. 10 ml Bakterienkultur wurden mit 1 M HCI auf einen pH von 3
angesduert und zweimal mit einem &quivalenten Volumen an Ethylacetat extrahiert.
Nach Entfernung des Losungsmittels wurde der Extraktriickstand in 500 pl Ethanol
aufgenommen. Nach Zentrifugation (10 min, 21000 x g, 4°C) wurden 100 pl des klaren
Uberstandes per HPLC analysiert. Die Gradienten-Elution wurde unter folgenden
Bedingungen durchgefiihrt. 3-Methypyrrol-2,4-dicarbonsédure (E. Schmutz, Tiibingen)
wurde als Standard verwendet.

Chromatographie-Bedingungen
Fliefmittel A 0,1 % H3;PO4in H,O
FlieBmittel B 100% CH;CN
Detektionwellenlinge 259 nm

HPLC-Gradient
Zeit [min] Fliefpmittel A [%] Fliefimittel B[ %]

0,0 100 0
20,0 0 100
30,0 0 100
30,1 100 0
37,0 100 0

10.2 Priparative Isolierung neuer Aminocoumarin-Antibiotika

10.2.1 Extraktion aus Zellkulturen

Zur praparativen Isolierung neuer Aminocoumarine wurden 200-5000 ml einer
Zellkultur mit 1 N HCI auf eine pH von 4 angesduert. Nach Entfernung lipophiler
Kulturbestandteile durch Ausschiitteln mit Petrolether wurde die wissrige Phase
zweimal mit Ethylacetat extrahiert. AnschlieBend wurde das Extraktionsmittel entfernt
und der Riickstand in 3-5 ml Methanol aufgenommen.
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10.2.2 Siulenchromatographie mit Sephadex LH20

Zur Aufreinigung von Kulturextrakten wurde die Gelfiltration angewendet. Ein
Probenvolumen von 3-5 ml Kulturextrakt wurden auf eine Glassédule (2,6 x 65 cm), die
mit Sephadex LH20 (Amersham Biosciences, Freiburg) befiillt war, aufgetragen und
mit entgastem Methanol bei einer FluBrate von 2 ml/min eluiert. Unter Verwendung
eines Fraktionssammlers wurden 15 ml Fraktionen gesammelt, die auf die Anwesenheit
der Aminocoumarine per HPLC analysiert wurden. Die Fraktionen, die die neuen
Aminocoumarine enthielten, wurden gepoolt, einrotiert und fiir die weitere HPLC-
Reinigung in Methanol aufgenommen.

10.2.3 Praparative HPLC- Reinigung

Die priparative HPLC- Reinigung wurde entweder mit einer Multospere® RP 18-5
Sdule (5 pum, 250 x 8 mm) (C&S Chromatographie Service, Diiren) mit einer
vorgeschalteten Multoprep RP-18 gefiillten Vorsdule (40 um, 30 x 4 mm) (C&S
Chromatographie Service, Diiren) oder einer Multospere® RP 18-5 Séule (5 pm, 250 x
10 mm) (C&S Chromatographie Service, Diiren) mit einer vorgeschalteten Multoprep
RP-18 gefiillten Vorsdule (40 um, 50 x 10 mm) (C&S Chromatographie Service,
Diiren) durchgefiihrt. Dabei wurden die gleichen FlieBmittel und Gradienten, wie zuvor
unter 10.1 beschrieben, aber mit einer Flussrate von 2-2,5 ml/min verwendet.

Die isolierten Substanzen wurden vom FlieBmittel befreit, getrocknet und zur
Strukturaufklarung weiteren spektroskopischen Methoden unterworfen.

10.3 Spektroskopische Methoden zur Strukturaufklirung

10.3.1 Massenspektroskopie (MS)

Die negative Fast-Atom-Bombardment (FAB)-Massenspektroskopie wurde an einem
TSQ70 Spektrometer (Finnigan, Bremen) durchgefiihrt. Diethanolamin diente dabei als
Matrix fiir die Proben.

10.3.2 Kernresonanzspektroskopie (NMR)

Zur Strukturaufklirung isolierter Substanzen wurden 'H-NMR-spektroskopische
Analysen durchgefiihrt. Dazu wurden die Proben iiber Nacht im Exsikkator mit
Phosphorpentoxid (Merck, Darmstadt) getrocknet und in deuteriertem Methanol
(Merck, Darmstadt) oder deuteriertem Dimethylsulfonamid (Merck, Darmstadt)
aufgenommen. Die 'H-NMR Spektren wurden mit einem AC 250 Spektrometer
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(Bruker, Karlsruhe) oder einem AMX 400 Spektrometer (Bruker, Karisruhe)
aufgenommen.

73
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1. Transfer der Pyrrol-2-carbonsiure auf den Desoxyzucker in der
Clorobiocin- Biosynthese

Das Clorobiocin-Cluster  besteht aus insgesamt 29 ORFs. Experimentelle
Untersuchungen, die meist mit den Genen und Gen-Produkten des Clorobiocin-Clusters
und in einigen Féllen mit den entsprechenden Genen des Novobiocin- oder
Coumermycin A;-Cluster durchgefiihrt wurden, haben die Funktionen der meisten Gene
aufgekldart. So konnte unter anderem nachgewiesen werden, dass der Pyrrol-2-
carboxylteil von Clorobiocin ausgehend von L-Prolin durch die Katalyse der
Genprodukte von cloN3, cloN4 und cloN5 gebildet wird (Garneau et al., 2005; Xu et al.,
2002), wihrend das Genprodukt von c/oN2 am Transfer dieser Einheit auf den
Desoxyzucker beteiligt ist (Xu et al., 2003). Die Position 5 des Pyrrolteils wird durch
das Genprodukt von cloN6 methyliert (Westrich et al., 2003). Im Clorobiocin-Cluster
kommen bei der cloN-Gruppe aber noch zwei weitere Gene, cloNI und cloN7, vor,
deren Funktionen unbekannt waren. Wir vermuteten, dass beide Gene entweder am
Acyltransfer der Pyrroleinheit oder an dessen Methylierung beteiligt sind. Es konnte
jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass c/loNI und cloN7 an ganz anderen
Biosyntheseprozessen involviert sind. Um die Funktion beider Gene nachzuweisen,
wurden sie im Cosmid clo-BG1 mittels PCR-Targeting inaktiviert. AnschlieBend
wurden die modifizierten Cosmide in den heterologen Stamm S. coelicolor M512
eingebracht und die erhaltenen Mutanten auf ihre Sekundérstoffproduktion untersucht.

1.1 Sequenzanalyse von c/loNI und cloN7

Das Gen cloN1 ist ein kleines ORF und codiert fiir ein Protein von 95 Aminoséduren.
Datenbankvergleiche zeigten, dass dieses Protein 86% Homologie (auf Aminosdure-
ebene) zu CouN1 vom Coumermycin A;-Cluster, aber keine Ahnlichkeiten zu anderen
Proteinen aufweist. Jedoch konnten weitere Sequenzuntersuchungen ein Asparagin-
Serin-Leucin-Motiv an Position 44-46 sowohl im CloN1 als auch im CouN1 aufzeigen.
Sekundirstrukturvorhersagen offenbarten, dass dieses Motiv am N-Terminus der
Zweiten von vier o-Helices in dem Protein lokalisiert ist. Dies deutete auf eine
4’Phosphopantetheinyl- (=4’-PP) Cofaktorbindungsstelle hin, die in Acylcarrier-
proteinen (ACP) der Fettsdurebiosynthese (Wong et al., 2002) und der Peptid- und
Polyketid-Antibiotikabiosynthese (Stachelhaus et al., 1996) enthalten ist. Stachelhaus et
al. hatte die Konsensussequenz fiir diese Acylcarrierproteine mit (L/I)GxDS(L/T)
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definiert. Diese stimmte mit dem LGVDSL-Motiv von CloN1 und CouN1 {iberein.
Auch ein Vergleich von CloN1 und CouNI mit den Acylcarrierproteinen CloN5 und
CouN5 (Garneau et al., 2005), als auch mit den dhnlich kleinen Acylcarrierproteinen
SCO02389, SCO5089, SCO5316 und SCOS5877 von S. coelicolor zeigte eine nahe
identische Position des Asparagin-Serin-Leucin-Motivs in allen Proteinen. Deshalb
konnte CIoN1 ein Acylcarrierprotein repriasentieren und somit an einem Acyltransfer
beteiligt sein. Acyltransfers sind in der Biosynthese von Clorobiocin vor allem in einem
Teil der Aminocoumarinring-Biosynthese, in der Ausbildung der Amidbindung, in der
Bildung des Pyrrol-2-carbonséureteils und in der Ubertragung von diesem Teil auf den
Desoxyzuckers von Clorobiocin zu erwarten.

Das Gen cloN7 codiert fiir ein Protein von 278 Aminosduren und zeigt 82% Homologie
zu couN7 aus dem Coumermycin A;-Cluster. Ein Datenbankvergleich zeigte
Ahnlichkeit zu vielen Eintrigen in der Datenbank, vor allem zu bakteriellen
Genomsequenzprojekten. Eine Untersuchung auf konservierte Doménen wies eine
o/B Hydrolase-Falte in CloN7 auf. Die o/ff Hydrolase-Superfamilie besteht aus einer
breiten Anzahl an Enzymen, die vor allem als Hydrolasen oder Acyltransferasen aktiv
sind. Diese Familie schliet aber auch die Thioesterasen mit ein, die an der Abspaltung
von Peptidyl- oder B-Ketoacylresten von den 4’-PP-Cofaktoren der Acylcarrierproteine
in der Peptidantibiotikum- oder Polyketidantibiotikum-Biosynthese beteiligt sind.
CIoN7 zeigt vor allem Ahnlichkeit zu den Thioesterasegenen bip und PCZA361.30 der
Balhimycin- und Vancomycin- Biosynthese (Puk et al., 2002; van Wageningen et al.,
1998). Diese Glykopeptid-Antibiotika enthalten p-Hydroxytyrosyl, die in einer
dhnlichen Reaktionssequenz gebildet werden, wie die p-Hydroxytyrosyl-ACP
Intermediate in der Clorobiocin und Novobiocin Biosynthese (Chen und Walsh, 2001;
Puk et al., 2002; Puk et al., 2004).

1.2 Inaktivierung der Gene cloNI und cloN7 im Cosmid clo-BG1

Die Inaktivierung der Gene cloNI und cloN7 im Cosmid clo-BG1 wurde durch PCR-
Targeting bewerkstelligt. Dafiir wurde das Apramycinresistenzgen aac(3)IV vom
Plasmid pUGO019 unter Verwendung von Primern mit 39 bp Homologie zu den
Bereichen unmittelbar vor und nach cloN1 bzw. cloN7 per PCR amplifiziert. Die PCR-
Produkte wurden anschlieend zur Ersetzung der Open Reading Frames (ORFs) von
cloN1 und cloN7 im Cosmid clo-BG1 verwendet. Die modifizierten Cosmide erhielten
die Bezeichnung clo-AF5 (AcloN1, apra®) und clo-AF3 (AcloN7, apra®).

Das aac(3)IV-Gen befand sich in diesen Konstrukten zwischen den Restriktions-
schnittstellen fir Xbal und Spel. Um einen moglichen polaren Effekt der cloNI
Inaktivierungskassette auf nachfolgende Gene auszuschlielen, wurde die Apramycin-
resistenzkassette durch Verdau mit Xbal und Spel und Religation der kompatiblen
Enden entfernt. Dabei wurde eine 18 bp in frame ,,Scar- Sequenz statt des Gens c/oN/
hinterlassen. Das resultierende Cosmid wurde als clo-AF6 (cloNI, apra®) bezeichnet.
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Aufgrund der Einfilhrung des cloN7 Inaktivierungskonstruktes am Ende einer
vermeintlichen Transkriptionseinheit wurde das Entfernen dieser Kassette fiir die
Vermeidung von polaren Effekten unndtig. In Abbildung III.1A und III.2A sind die
beiden Cosmidkonstrukte clo-AF6 und clo-AF3 dargestellt.

1.3 Integration der modifizierten Cosmide in das Genom von S. coelicolor
M512

Die Cosmide clo-AF6 und clo-AF3 wurden, wie unter Kapitel II /7.9.2 beschrieben,
durch PEG-vermittelte Protoplastentransformation in S. coelicolor M512 eingebracht.
Finf Mutanten, die von der Integration des Cosmids clo-AF6 in das Wirtsgenom
resultierten, wurden durch ihre Kanamycinresistenz selektiert. Zehn clo-AF3
Integrationsmutanten wurden durch ihre Apramycin- und Kanamycinresistenz
selektiert. Der korrekte Genotyp dieser c/loNI- und cloN7-Defektmutanten wurde durch
Southern Blot Analyse unter Verwendung des Cosmids clo-BG1 als Sonde untersucht.

Abbildung III.1 D zeigt die Ergebnisse von zwei clo-AF6- Integrationsmutanten, die als
S.c. (clo-AF6)1 und S.c.(clo-AF6)2 bezeichnet wurden. Die Deletion des Gens cloNI in
diesen AcloNI Integrationsmutanten wurde sowohl durch die Abwesenheit der 2.4 kb
und 4,6 kb EcoRI-Banden als auch durch die Anwesenheit der 6,8 kb Bande in den
Mutanten nachgewiesen.

Abbildung III.2 D zeigt die Integrationsergebnisse einer c/loN7-Defektmutante. Das
Ersetzen des Gens c/oN7 durch die Apramycinresistenzkassette in dieser Mutante wurde
durch die Prisenz der 9,8 kb BamHI-Bande, anstelle der originalen 7,2 kb und 2,4 kb
Banden in clo-BG1 gezeigt.
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Abbildung III.1: A) Cosmidkonstrukte clo-BG1 und clo-AF6 (cloNI"), die das Clorobiocin Bio-

synthesegencluster und die ®C31 Integrationsfunktionen enthalten. B) schematische
Darstellung der Site-spezifischen Integration von clo-AF6 in das S. coelicolor Genom. E=
EcoRI-Schnittstelle, T3,T7= T3,T7 Promotoren des SuperCosl-Vektors. Angegeben
Fragmentgrofen resultieren vom EcoRI-Verdau. C) detailierte Ansicht der Ersetzung des Gens
cloNI durch die Apramycinresistenzkassette, flankiert durch die Xbal /Spel- Erkennungs-
stellen. D) Southern Blot Analyse der clo-AF6 Integrationsmutanten. M= DIG gelabelter DNA
Molecular Weight Marker VII (Roche). Genomische und Cosmid-DNA wurden mit EcoRl
verdaut.
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Abbildung IIL.2: A) Cosmide clo-BG1 und clo-AF3 (cloN7’), die das Clorobiocin Biosynthesegencluster
und die ®C31 Integrationsfunktionen enthalten. B) schematische Darstellung der Site-
spezifischen Integration von clo-AF3 in das S. coelicolor Genom. B= BamHI-Schnittstelle,
T3,T7= T3,T7 Promotoren des SuperCosl-Vektors. Angegeben Fragmentgrofen resultieren
vom BamHI-Verdau. C) detailierte Ansicht der Ersetzung des Gens cloN7 durch die
Apramycin-Resistenzkassette, flankiert durch die Xbal /Spel- Erkennungsstellen. D) Southern
Blot Analyse der clo-AF3 Integrationsmutante. M= DIG gelabelter DNA Molecular Weight
Marker VII (Roche). Genomische und Cosmid-DNA wurden mit BamHI verdaut.
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1.4 Charakterisierung der Sekundirstoffmetabolite

Fir die Analyse der Sekundirstoffmetabolite wurden die . coelicolor M512
Integrationsmutanten, die entweder das intakte Clorobiocin-Cluster oder das cloNI bzw.
cloN7 Defektcluster enthielten, in Produktionsmedium, wie unter Kapitel 11/6.2.2
beschrieben, kultiviert. Die Ethylacetatextrakte dieser Kulturen wurden durch HPLC
analysiert.

Die HPLC-Analyse der Integrationsmutante von S. coelicolor M512 mit dem
unmodifizierten Cosmid clo-BG1 zeigte Clorobiocin als dominantes Produkt zusammen
mit seinem strukturellen Isomer Isoclorobiocin und seinem nicht chloriertem Derivat
Novclobiocin 101 (Abbildung II1.3A). Dagegen produzierten die c/loNI- und cloN7-
Defektmutanten kein Clorobiocin. Dafiir wurde eine Substanz mit einer Retentionszeit
von 19 min als Hauptprodukt detektiert und als Novclobiocin 104 identifiziert
(Abbildung III.3B und C). Das FAB-MS-Spektrum dieser Verbindung zeigte ein
negatives lon von 588 ([M-HJ), das 107 Da kleiner war als das von Clorobiocin und
mit dem Verlust des 5-Methylpyrrol-2-carboxylteils iibereinstimmte. Das 'H-NMR-
Spektrum wies die gleichen Signale wie Clorobiocin fiir die Protonen des
Aminocoumarinrings, des prenylierten 4-Hydroxybenzoatteils und des Desoxyzucker-
teils auf. Jedoch die Signale fiir die Protonen der methylierten Pyrroleinheit fehlten
(Tabelle III.1). AuBerdem korrespondierte dieses Spektrum zu dem des Novclobiocins
104, das bei der cloN2-Defektmutante in einer anderen Studie (Xu et al, 2003)
beobachtet wurde. Die c/loNI-Mutante produzierte 35 mg/l Novclobiocin 104, wihrend
bei der c/loN7 -Mutante nur eine Produktion von 10 mg/l zu verzeichnen war.

Die cloNI-Mutante produzierte noch ein zusitzliches Produkt (Retentionszeit 18
min)(Abbildung II1.3B). Das negative FAB-MS-Spektrum dieser Substanz zeigte ein
negatives lon von m/z 554 ([M-H]). Dies entsprach 35 Da weniger als das von
Novclobiocin 104 und korrespondierte mit dem Verlust eines Chloratoms. Anhand der
Vergleiche seiner MS und 'H-NMR-Daten mit beobachteten Daten von friiheren
Studien wurde diese Substanz als Novclobiocin 107 identifiziert. Die HPLC-Analyse
zeigte, dass diese Substanz auch von der c/oN7 -Mutante produziert wurde, jedoch in
viel geringen Mengen.
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Abbildung I11.3: HPLC-Analyse der Clorobiocin-Derivate der heterologen Produktionsstimme: A) S.
coelicolor M512 mit Cosmid clo-BG1, der das intakte Clorobiocin-Cluster trigt. B) S.
coelicolor M512 mit Cosmid clo-AF6, der das cloNI- Defektcluster enthilt. C) S. coelicolor
M512 mit Cosmid clo-AF3, der das cloN7- Defektcluster tréagt.
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Tabelle I11.1: 'H-NMR-Daten von Clorobiocin, Novclobiocin 104, Novclobiocin 107. Die Spektren

wurden durch Messung bei 250 MHz erhalten. Die Spektren wurden in Methanol vermessen.

o 10
2 7 _ 9
1 3 8 1
° OH
5
R, R;
4" 3"
Clorobiocin Cl H;‘(‘;W H
H o
Novclobiocin 104 Cl H H
Novclobiocin 107 H H H
Position Clorobiocin Novclobiocin 104  Novclobiocin 107
5, Multiplizitit (/ Hz) 8, Multiplizitit (J/ Hz) 8, Multiplizitit (J/ Hz)
2-H 7.76,d (2.5) 7.75,d 82.5) 7.75, s
5-H 6.84, d (8.4) 6.81, d (8.3) 6.80, d (8.4)
6-H 7.72,dd (8.4;2.5)  7.71,dd (8.2, 2.0) 7.74,d (8.4)
7-H, 3.34,d(7.1) 333d° 3.30, d
8-H 5.35,br* t (7.1) 5.35,t(7.5) 5.35, t(7.6)
10-H; 1.74, s 1.73, s 1.73, s
11-H; 1.75, s 1.73, s 1.73, s
5°-H 7.90, d (9.2) 7.87,d (8.9) 7.89,d (7.8)
6’-H 7.33,d(9.2) 7.23,d (9.0) 6.94°
8'-H - - 6.94°
1”-H 5.73,d (1.8) 5.63,d (1.8) 5.52,d(2.3)
2°-H 4.34,1(2.7) 4.11,dd (1.8, 3.3) 4.01,dd (2.3, 3.3)
3-H 5.71,dd (10.3;2.9)  4.18,dd (3.3, 9.8) 4.09, dd (3.3, 9.3)
4°-H 3.72,d (10.3) 3.40, d (9.7) 3.36,d (9.4)
6’’-H; 1.18, s 1.10, s 1.12, s
7°’-H; 1.35,s 1.30, s 1.32,s
8”’-OCH; 3.52,s 3.59,s 3.58,s
3°-H 6.90, d (3.6) - -
4-H 5.94, brd (3.6) - -
6°*°-Hs, 2.29,s - -

Chemische Verschiebung & ist in ppm angegeben. “br = breites Signal. "Komplex,
iiberlappendes Signal, J nicht bestimmbar.

Die Kulturextrakte beider Defektmutanten wurden auch auf die Anwesenheit der freien
Pyrrol-2-carbonsdure untersucht. Dabei konnte die Prédsenz der Pyrrol-2-carbonsdure
nicht nur durch HPLC-Analyse, sondern auch durch spektroskopische Methoden (‘H-
NMR) nachgewiesen werden (siche Anhang). Das 'H-NMR-Spektrum zeigte drei
Doppeldupletts mit den Signalen 6,91 ppm, 6,81 ppm und 6,15 ppm. Diese Signale
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waren identisch zu denen von authentischer Pyrrol-2-carbonséure und stimmten auch
mit Literaturdaten (Xu et al., 2003) {iberein.

1.5 Komplementierung der c/loN1 — Mutation

Aufgrund der kleinen Grofle des cloNI-ORFs und dem geringen Abstand von 10 bp
zum ORF cloN2 wurde gepriift, ob nur die Inaktivierung von cloN! fiir die Produktion
von Novclobiocin 104 und 107 verantwortlich war. Zu diesem Zweck wurde die c/loN1-
Defektmutante durch Expression einer intakten Kopie von cloNI unter Verwendung des
Vektors pUWL201, in welchem cloNI unter der Kontrolle des konstitutiven ermkE-
Promotors steht, komplementiert. Nach Transformation des cloNI-Expressions-
konstrukts pAF30 in die cloNI-Defektmutante zeigte die HPLC-Analyse, dass die
Clorobiocinproduktion zu etwa 60% der vor der c/loNI Inaktivierung beobachteten
Produktivitat wieder hergestellt war.

1.6 Versuche zur heterologen Uberexpression von CloN1, CloN2 und
CloN7 als N- oder C-terminale Hexahistidin-Fusionsproteine

Die Inaktivierung von cloNI und cloN7 fiihrte bei den Defektmutanten zur
Akkumulation von Pyrrol-2-carbonsdure und Novclobiocin 104. Diese beiden
Substanzen wurden auch bei der cloN2-Defektmutante in einer fritheren Studie
nachgewiesen. Es konnte gezeigt werden, dass c/loN2 in den Acyltransfer der Pyrrol-2-
carbonsdure auf den Desoxyzuckerteil von Novclobiocin 104 involviert ist (Xu et al.,
2003). Dies fiihrte zu der Schlussfolgerung, dass auch die Gene cloNI und cloN7 fiir
diesen Acyltransfer essentiell sind. Um nun den genauen Ablauf dieser Reaktion zu
verstehen, sollten die Enzyme CloN1, CloN2 und CloN7 {iberexprimiert, gereinigt und
in einem geeigneten Assay getestet werden.

1.6.1 Klonierung der Expressionskonstrukte

Fiir die Herstellung der Expressionskonstrukte wurden die beiden Expressionsvektoren
pRSETB und pQE60 verwendet. pRSETB enthilt einen N-terminalen His-Tag und
pQEG60 einen C-terminalen His-Tag.

Das Gen cloNI wurde wie unter Kapitel 1I/7.6.4 beschrieben mittels PCR aus dem
Cosmid clo-BG1 amplifiziert und zunéchst in den pGEM-T-Vektor kloniert. Nach
Ncol / BglllI-Verdau wurde das Gen in die gleichen Schnittstellen des Expressions-
vektors pQE60 hinter den T5-Promotor ligiert. Das fertige Konstrukt erhielt den Namen
pAF27.
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Das Gen cloN2 wurde ebenfalls mittels PCR aus dem Cosmid clo-BG1 amplifiziert (s.
Kapitel 1I/7.6.4) und sowohl in den Expressionsvektor pRSETB als auch den
Expressionsvektor pQE60 kloniert. Die erhaltenen Konstrukte wurden als pAF20 und
pAF21 bezeichnet.

Die Amplifizierung des Gens cloN7 erfolgte wie unter Kapitel 11/7.6.4 beschrieben
mittels PCR aus dem Cosmid clo-BG1. Das erhaltene PCR-Produkt wurde zundchst in
pLitmus28 kloniert (pAF22). Nach Hindlll / PstI-Verdau wurde das Gen in die gleichen
Schnittstellen des Expressionsvektors pRSETB hinter den T7-Promotor ligiert. Das
fertige Konstrukt erhielt die Bezeichnung pAF23.

1.6.2  Uberexpression von CloN1, CloN2 und CloN7

In den verschiedenen Expressionskonstrukten standen die Gene cloN1, cloN2 und cloN7
unter IPTG induzierbaren Promotoren. Fiir die Expressionsversuche wurden die
Konstrukte pAF20, pAF21, pAF23 und pAF27 in E. coli XL1 Blue MRF" transformiert.
Die Induktion erfolgte mit unterschiedlichen IPTG-Konzentrationen.

Eine Expression des 10 kDa grofen Proteins CloN1 konnte unter den gewihlten
Expressionsbedingungen (Kapitel 11/8.2.1) nicht erzielt werden (nicht gezeigt). Das
Protein CloN2 wurde nur in den Expressionsversuchen mit pAF21 mit einer Gré3e von
38,1 kDa detektiert (Abbildung II1.4). Jedoch war eine saubere Aufreinigung des
Proteins nicht mdglich, da das Protein unter den getesteten Bedingungen nur in
unldslicher Form vorlag. Eine Uberexpression des 34,4 kDa groBen CloN7-Proteins
wurde ebenfalls in der SDS-PAGE nicht beobachtet (nicht gezeigt).
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Abbildung II1.4: Uberexpression der Acyl-ACP-synthase CloN2 mit Hilfe des Expressions-Konstruktes
pAF21 in E. coli XL1 Blue MRF™ mit 1,5-3,0 mM IPTG.
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Weitere Optimierungen der Expressionsbedingungen, wie Induktion mit anderen IPTG-
Konzentrationen, veridnderte Kultivierungstemperaturen oder die Verwendung anderer
Expressionswirtstimme (E. coli BL21/ pLysS, S. lividans T7) flihrten bei keinem der
drei Proteine zu einer Verbesserung der Expressionsergebnisse. Deshalb wurden weitere
Experimente zur Uberexpression von CloN1, CloN2 und CloN7 eingestellt.

Um eine Uberexpression von CloN1, CloN2 und CloN7 zu erzielen, miissten neue
Expressionskonstrukte erstellt und die Expression optimiert werden.

2. Biosynthese des 5,5-Dimethyl-Desoxyzuckers Noviose -
Untersuchungen des Methyltransferasegens cloU

Die Aminocoumarin-Antibiotika Novobiocin, Clorobiocin und Coumermycin A
enthalten einen ungewohnlichen Desoxyzucker mit einer 5,5-gem-Dimethylstruktur
(Abbildung IIL.5).

OH

HsC

Abbildung IIL.5: Clorobiocin mit hervorgehobenen Zuckerteil

Fiitterungsexperimente mit Isotopenmarkierten Vorldufern zeigten, dass eine
Methylgruppe an Position 5 des Zuckers von Glucose (Birch et al., 1962) und die
andere von S-Adenosylmethionin stammte (Birch et al., 1960). Weiterhin offenbarten
Sequenzanalysen, dass fiir die Bildung dieses Zuckerteils eine Gruppe von fiinf Genen,
novSTUVW und seine Homologen cloSTUVW und couSTUVW, die in allen drei
Biosynthesegencluster in identischer Reihenfolge vorkommen, verantwortlich sind.
Dabei zeigt NovV Sequenzihnlichkeit zu dTDP-Glucosesynthasen, NovT zu dTDP-
Glucose-4,6-dehydrathasen, NovW zu dTDP-4-Keto-6-deoxy-glucoseepimerasen und
NovS zu dTDP-4-Keto-hexosereduktasen. Diese Enzyme wurden auch in anderen
Desoxyzucker-Biosynthesewegen gefunden (He und Liu, 2002). NovU, CloU und
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CouU zeigen Sequenzdhnlichkeit zu S-Adenosylmethionin-(SAM)-abhéngigen Methyl-
transferasen. So weisen sie zum Beispiel eine 30%ige Identitit zu TylC3 auf, ein
Enzym, dass die C-3-Methylierung in der Biosynthese des verzweigten Desoxyzuckers
Mycarose wihrend der Tylosinbildung katalysiert (Chen et al., 2001). Daher wurde
spekuliert, dass NovU die C-5-Methylierung in der Biosynthese von Noviose und CloU
und CouU die entsprechenden Reaktionen in der Clorobiocin- und Coumermycin A;-
Biosynthese katalysieren. Um nun den Methylierungsschritt ndher charakterisieren zu
konnen, wurde das Gen cloU im Cosmid clo-BG1, welches das komplette Clorobiocin-
Cluster beinhaltet, deletiert. Das modifizierte Cosmid wurde anschlielend in den
heterologen Stamm S. coelicolor M512 eingebracht und die Sekunddrmetabolite der
resultierenden  Integrationsmutanten untersucht. Dabei konnten die NMR-
Untersuchungen der potentiell resultierten Clorobiocin-Derivate mit einer Methylgruppe
an Position 5 des Desoxyzuckers Aufschluss geben, ob der Zucker ein L-Rhamnose-
Derivat oder ein 6-Desoxy-D-gulosederivat ist. Gleichzeitig konnten die
Untersuchungen aufzeigen, ob die Desoxyzucker-Biosynthese eine 3,5-Epimerisierung
oder nur eine 3-Epimerisierung beinhaltet.

2.1 Sequenzanalyse von cloU

CloU codiert fiir ein Protein, das sich aus 420 Aminosduren zusammensetzt. Auf
Aminosédureebene zeigt das Protein 90% Homologie zu CouU von S. rishiriensis (Wang
et al., 2000) und 88% zu NovU von S. spheroides (Steffensky et al., 2000b). CouU und
NovU sind putativ fiir die C-Methyltransferasereaktionen, die in der Desoxyzucker-
Biosynthese von Coumermycin A; und Novobiocin auftreten, verantwortlich (Li und
Heide, 2004). CloU enthilt eine mdgliche SAM-Bindungsstelle, die an Position 108-
116 (VVEFGSNTG) lokalisiert ist (Kagan und Clarke, 1994). CouU und NovU wiesen
das gleiche Motiv an der selben Position auf.

2.2 Inaktivierung von cloU

Fir die cloU-Inaktivierung wurde das Gen durch die Apramycinresistenzkassette
aac(3)IV im Cosmid clo-BG1, welches das komplette Biosynthesegencluster von
Clorobiocin trigt, ersetzt. Dafiir wurde die Resistenzkassette vom Plasmid pUG019
mittels PCR unter Verwendung von Primern, die 39 Basenpaare homolog zu den
Bereichen direkt vor und nach cloU waren, amplifiziert. AnschlieBend wurde das PCR-
Produkt zur Ersetzung des gesamten ORF’s von c/loU im Cosmid clo-BG1 verwendet.
Das erhaltene Cosmid wurde als clo-AF1 bezeichnet. Die Resistenzkassette wurde dann
durch Restriktionsverdau mit den Enzymen Xbal und Spel, gefolgt von einer Religation
der &duBeren kompatiblen Enden, entfernt. Die Beseitigung der Kassette wurde
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durchgefiihrt, um mogliche polare Effekte auf nachfolgende Gene auszuschlieBen. Das
resultierende Cosmid erhielt die Bezeichnung clo-AF2 (Abbildung II1.6A).

Anschliefend wurde, wie in Kapitel 11/7.9.2 beschrieben, das modifizierte Cosmid clo-
AF2 durch PEG-vermittelte Protoplastentransformation in . coelicolor M512
eingebracht. Die Mutanten, die durch Integration des Cosmids in das Wirtsgenom
entstanden, wurden durch ihre Kanamycinresistenz selektiert. Die schematische
Darstellung der Integration ist in Abbildung II1.6 C wiedergegeben. Fiinf unabhidngige
Mutanten wurden durch Southern Blot Analyse auf ihren identischen Genotyp
untersucht. Das Ergebnis einer dieser Mutanten ist in Abbildung II1.6 D présentiert. Die
gewiinschte Deletion von cloU in den Mutanten war durch das Verschwinden der 1 kb
BgllI-Bande im Vergleich zum clo-BG1-Stamm ersichtlich.

2.3 Analyse der Sekundirstoffproduktion

Fiir die Analyse der Sekundérstoffproduktion wurden eine Integrationsmutante von
S. coelicolor M512 mit dem unmodifizierten Cosmid clo-BG1 und fiinf Integrations-
mutanten von S. coelicolor M512 mit dem cloU-defektiven Cluster in Produktions-
medium (s. Kapitel 11/6.2.2) kultiviert. AnschlieBend wurden die Ethylacetatextrakte der
Kulturen per HPLC analysiert. Die Integrationsmutante von S. coelicolor M512 mit
intaktem Clorobiocin-Cluster produzierte Clorobiocin (9,0 mg/l), Isoclorobiocin (2,8
mg/l) und Novclobiocin 101 (5,3 mg/l) (Abbildung III.7A), wédhrend bei den cloU-
Defektstimmen keine Clorobiocin-Produktion nachgewiesen wurde. Dafiir produzierten
die Mutanten das Aglykon von Clorobiocin, Clorobiocinsdure (20 mg/l) als auch die
dazugehorige nicht chlorierte Verbindung, Novclobiocinsdure 106 (39 mg/l) (Abbildung
I11.7B). Neben diesen beiden Hauptprodukten wurden jedoch noch zwei kleinere Peaks
mit Retentionszeiten von 20 und 23 min detektiert. Diese wurden als Novclobiocin 122
und Novclobiocin 123 bezeichnet (Abbildung III.7B). Dabei produzierte der cloU-
Defektstamm Novclobiocin 122 in einer Menge von 1,5 mg/l und Novclobiocin 123 in
einer Menge von 0,4 mg/I.

Um die Struktur dieser letzteren Verbindungen aufzukliren, wurde ein cloU-
Defektstamm in 51 Produktionsmedium kultiviert. Die Kultur wurde mit Ethylacetat
extrahiert und die Substanzen nach praparativer HPLC-Isolierung per MS und "H-NMR
analysiert.
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Abbildung II1.6: A) Cosmide clo-BG1 und clo-AF2 (cloU ), die das Clorobiocin Biosynthesegencluster
und die ®C31 Integrationsfunktionen enthalten. B) schematische Darstellung der Site-
spezifischen Integration von clo-AF2 in das S. coelicolor Genom. B= BamHI-Schnittstelle,
T3,T7= T3,T7 Promotoren des SuperCosl-Vektors. Angegeben Fragmentgrofien resultieren
vom BamHI-Verdau. C) detailierte Ansicht der Ersetzung des Gens cloU durch die Apramycin-
Resistenzkassette, flankiert durch die Xbal /Spel- Erkennungsstellen. D) Southern Blot
Analyse der clo-AF2 Integrationsmutante. M= DIG gelabelter DNA Molecular Weight Marker
VII (Roche). Genomische und Cosmid-DNA wurden mit BamH]I verdaut.
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Abbildung II1.7: HPLC-Analyse der Sekundérstoffproduktion von A) S. coelicolor M512 mit intaktem
Clorobiocin-Cluster (clo-BG1). B) S. coelicolor M512 mit dem cloU-Defektcluster (clo-AF2).
C) Komplementierung des cloU-Defektstammes mit dem Plasmid pAF16
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2.4 Strukturaufklirung der neuen Novclobiocine

Das Massenspektrum von Clorobiocinsdure zeigte ein Molekulargewicht von 415. Dies
entsprach 281 Da weniger als das von Clorobiocin und stimmte mit dem Verlust des
gesamten Desoxyzuckerteils iiberein. Dieses FErgebnis wurde auch durch die
Abwesenheit der Signale der Zuckerprotonen und der Signale fiir die Protonen des 5-
Methylpyrrol-2-carboxylteils in der 'H-NMR-Analyse im Vergleich mit denen von
Clorobiocin bestdtigt. Dafiir wurden die Signale fiir die Protonen des Aminocoumarin-
rings und des 3-Dimethylallyl-4-hydroxybenzoylteils deutlich beobachtet (Tabelle
I11.2).

Novclobiocinsdure 106 zeigte ein Molekulargewicht von 380 in der MS-Analyse. Dies
entsprach 35 Da weniger als das von Clorobiocinsdure und entsprach dem Verlust des
Cloratoms. Dies wurde auch durch das Signal eines weiteren Protons mit 6,66 ppm fiir
8’-H bestitigt. Die 'H-NMR-Daten von dieser Verbindung stimmten auch mit den
beobachteten Daten von fritheren Studien (Eustdquio et al., 2005b) iiberein (Tabelle
11.2).

Die 'H-NMR-Analyse von Novclobiocin 122 und Novclobiocin 123 zeigte #hnliche
Signale wie Clorobiocin fiir die Protonen des Aminocoumarinteils, dem prenylierten 4-
Hydroxybenzoylteils und dem 5-Methylpyrrol-2-carboxylteils. Jedoch die Signale fiir
den Desoxyzuckerteils waren deutlich anders als im Vergleich zu denen von
Clorobiocin (Tabelle II1.2). Der Desoxyzuckerteil war in allen drei Verbindungen in der
'C4-Konformation prisentiert. Daher waren die Protonen von 1°” und 2”” in quatorialer
Position, wéahrend die Protonen von 3°” und 4’ in axialer Position ausgerichtet waren.
Dementsprechend zeigte das Proton 3°’-H in Clorobiocin eine starke Kopplung mit dem
Proton 4”’-H (J = 10,3 Hz), aber eine schwache Kopplung mit dem Proton 2*’-H (J =
2,8 Hz), die in einem charakteristischen Doppelduplettsignal fiir 3°’-H (/= 2,8 und 10,3
Hz) und in einem Duplettsignal fiir 4’’-H (J = 10,3 Hz) resultierten. Das &quatoriale
Proton 2°’-H zeigte zusitzlich eine Kopplung mit dem &quatorialen Proton 1°’-H mit
einer Kopplungskonstanten von 1,8 Hz, wodurch ein Triplettsignal fiir 2°’-H aufgrund
der niedrigen Auflosung bei der Messung resultierte. Die zwei Methylgruppen an
Position 5 des Desoxyzuckers erschienen im 'H-NMR-Spektrum des Clorobiocins als
Singuletts mit 1,18 ppm und 1,35 ppm.

Dagegen wurde bei Novclobiocin 122 nur eine Methylgruppe, die als Duplettsignal bei
1,18 ppm mit einer Kopplungskonstanten von 6,4 Hz auftrat, beobachtet. Das Proton an
4>’ erschien als Triplettsignal mit einer Kopplungskonstanten von 9,6 Hz. Dies
bedeutete, dass das Proton an 4°’ eine starke Kopplung sowohl zum 5°’-Proton als auch
zum 3”’-Proton hat. Dies bewies, dass alle Protonen in axialer Ausrichtung lokalisiert
waren und das es sich bei dem Desoxyzucker um ein L-Rhamnose-Derivat handelt. Das
negative Massenspektrum dieser Verbindung zeigte einen molaren Ionenpeak von m/z
681 ([M-HJ’). 14 Masseeinheiten weniger als das von Clorobiocin, das einem Verlust
einer Methylgruppe entsprach (siche Anhang).
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In Novclobiocin 123 erschien das Proton von 3°’ bei 4,29 ppm. Dagegen war das Signal
fiir das 2°’-Proton stark zu 5,36 ppm verschoben. Dies zeigte, dass der Acylteil mit der
2”’-Hydroxylgruppe anstatt mit der 3’’-Hydroxylgruppe des Desoxyzuckers verbunden
ist. Ahnliche Beobachtungen wurden schon in frijheren Studien gemacht (Freitag et al.,
2005a; Galm et al., 2004a). Das negative Massenspektrum zeigte das gleiche molare
Ion, wie es bei Novclobiocin 122 beobachtet wurde (siche Anhang).

2.5 Komplementierung der cloU — Mutation

Um zu priifen, dass nur die Inaktivierung von cloU fiir die Anderung der Sekundirstoff-
produktion verantwortlich war, wurde der cloU- Defektstamm durch Expression einer
intakten Kopie von cloU unter der Kontrolle des konstitutiven ermE-Promotors und
Verwendung des Vektors pUWL201 komplementiert. Dabei zeigte die HPLC- Analyse,
dass der cloU-Defektstamm mit dem cloU- Expressionskonstrukt pAF16 Clorobiocin in
vergleichbaren Mengen (10 mg/l) wie S. coelicolor M512 mit intaktem Clorobiocin-
Cluster produzierte (Abbildung II1.7C).
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Tabelle II1.2: 'H-NMR-Daten von Clorobiocin, Novclobiocinsiure 106, Clorobiocinsiure,

Novclobiocin 122 und Novclobiocin 123. Die Spektren wurden durch Messung bei 250 MHz und 400 MHz erhalten.
Die Spektren fiir Clorobiocin und der beiden Sduren wurden in Methanol vermessen, die Spektren fiir Novclobiocin 122 und
Novclobiocin 123 in Dimethylsulfoxid.

[o] 10
2 _ )
1 3 8 1
6
s OH
R,
Novclobiocinsidure 106 H
Clorobiocinsaure Cl
ol 10
2 7
\3' NH A0
1 8 11
' 6
OH

R;

R,

4" 3"
Clorobiocin CH; H;*QW H

H o

Novclobiocin 122 H H;‘;W H
H o

4" 3"
Novclobiocin 123 H H chW
H o
.. .. Novclobiocin- Clorobiocin- Novclobiocin  Novclobiocin
Position Clorobiocin . -
sdure sdure 122 123

8, Multiplizitit o, Multiplizitit o, Multiplizitit o, Multiplizitit &, Multiplizitéit

(J/ Hz) (J/ Hz) (J/ Hz) (J/ Hz) (J/ Hz)
2-H 7.76,d (2.5) 7.67,d (2.5) 7.74, 7.68,br' s 7.75, b s
5-H 6.84,d (8.4) 6.81,d (8.3) 6.85,d (8.4) 6.78,d (8.4) 6.79,d (7.8)
6-H 7.72,dd (8.4;2.5)  7.71,dd (2.6, 8.3) 7.69, d° 7.63,br* d (8.4) 7.70, br* d (7.8)
7-H, 3.34,d(7.1) 3.33,d(7.4) 3.30, d° 3.24,d(7.2) 3.30°
8-H 5.35,br* t (7.1) 5.35,t(7.4) 5.34,(6.7) 5.32,t(7.2) 5.33,t°
10-H; 1.74, s 1.73,s 1.72,s 1.69, s 1.72, s
11-H; 1.75, s 1.73,s 1.72,s 1.69,s 1.72, s
5°-H 7.90,d (9.2) 7.80, d (8.6) 8.10, d (8.8) 7.71,d (9.0) 7.87,d (8.6)
6’-H 7.33,d(9.2) 6.70, dd (2.2, 8.6) 6.80, d (8.8) 7.09, d (9.0) 7.19, d (8.6)
8°-H - 6.66,d (2.2) - - -
1”°-H 5.73,d (1.8) - - 5.60,br" s 5.77,b" s
27-H 434,t(2.8) - - 4.20,brs 5.36,t°
3°.H 5.71,dd (10.3;2.8) - - 5.29, dd (2.8, 9.6) 4.29,dd (2.8,9.0)
47 H 3.72,d (10.3) - - 3.4, (9.6) 3.38,(9.0)
57-H - - - 3.71,dq (6.4, 9.2) 3,74, m°
6”-Hj 1.18, s - - - -
7°°-Hs 1.35,s - - 1.18,d (6.4) 1.19,d (6.4)
8”’-OCHj; 3.52,s - - 342, 3.33,s
3l 6.90, d (3.6) - - 6.76, 1 (2.8) 6.89,d (3.4)
4 5.94, brd (3.6) - - 591,b"s 5.94,d (3.4)
6°-H, 229, - - 223, 2.30,s

Chemische Verschiebung & ist in ppm angegeben. “br = breites Signal. "Komplex, iiberlappendes Signal, J nicht bestimmbar. c=.J
nicht bestimmbar
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2.6 Biologische Aktivitit der Novclobiocine

Die erhaltenen Novclobiocine (Novclobiocin 122 und Novclobiocin 123) wurden auf
ithre wachstumshemmende Aktivitit gegeniiber Bacillus subtilis ATTC 14893 im
Vergleich zu Clorobiocin in einem Agar-Diffusionsassay mit fiinf verschiedenen
Mengen untersucht (Abbildung IIL.8). Die antibakteriellen Aktivititen wurden durch
Auswertung der erzielten Hemmhofdurchmesser quantifiziert.

A) Clorobiocin B) Novclobiocin 122 C) Novclobiocin 123

Abbildung 1IIL.8: Antibakterielle Aktivitdit von Clorobiocin und Derivaten. A) Clorobiocin, B)
Novclobiocin 122 und C) Novclobiocin 123. Der Bioassay wurde mit Bacillus subtilis ATTC
14893 durchgefiihrt. Fiir die Strukturen siehe Tabelle II1-2.

Novclobiocin 122 wies nur 20% der Aktivitdt von Clorobiocin auf. Dies zeigte, dass die
Methylierung an Position 5 des Desoxyzuckers fiir die biologische Aktivitdt wichtig ist.
Der Transfer des 5-Methylpyrrol-2-carboxylteils von der 3’’-Hydroxylgruppe zur 2°’-
Hydroxylgruppe des Desoxyzuckers fiihrte zu einer weiteren Reduktion der Aktivitit.
Novclobiocin 123 war nur halb so aktiv wie Novclobiocin 122.

92



IIT Ergebnisse

3. Metabolisches Engineering der heterologen Produktion von
Clorobiocin-Derivaten und Elloramycin in Streptomyces coelicolor
MS512

Die Inaktivierung des Methyltransferasegens cloU im Clorobiocin-Cluster und
anschlieBende Expression des modifizierten Clusters in dem heterologen Wirtstamm S.
coelicolor M512 fiihrte zu Mutanten, die vorwiegend die Aglyka Novclobiocinsdure
106 und Clorobiocinsédure, aber nur geringe Mengen von dem L-Rhamnosid-Derivat
Novclobiocin 122 und seinem strukturellen Isomer Novclobiocin 123 akkumulierten.
Dabei lagen 97% der Aminocoumarine in Form der Aglyka vor und nur 2,3% in Form
von Glycosiden (Freitag et al, 2006). Dies war ein deutlicher Kontrast zu
Bakterienstimmen, die das intakte Clorobiocin-Cluster exprimieren und iiber 90% der
Aminocoumarine in glykosylierter Form produzieren (Eustaquio et al., 2005a).

Eine mogliche Erkldrung fiir diese Beobachtungen konnte im Transfer des
Desoxyzuckerteils auf den Aminocoumarinring liegen. In der Clorobiocin-Biosynthese
tibernimmt die Glykosyltransferase CloM den Transfer der 5-C-Methyl-L-rhamnose
von dTDP auf die 7-OH-Gruppe des Coumarinaglykons Clorobiocinsdure. Exakt die
gleiche Reaktion kommt auch in der Novobiocin-Biosynthese vor. Die dafiir
verantwortliche Glykosyltransferase NovM, die auf Aminosdureebene 84% Identitit zu
CloM aufweist, wurde iiberexprimiert und in vitro charakterisiert (Albermann et al.,
2003; Freel Meyers et al., 2003). Dabei wurde gezeigt, dass die Glykosyltransferase
eine hohe Spezifitit fiir Desoxyzucker aufweist und dTDP-L-Rhamnose mit 10000fach
niedrigerer Effizienz akzeptiert als das natiirliche Substrat 5-C-Methyl-dTDP-rhamnose
(Freel Meyers et al., 2003). Deshalb wurde vermutet, dass in dem cloU-Defektstamm
eine effiziente Glykosylierung der Aglyka Novclobiocinsdure 106 und Clorobiocinsdure
mit dem unnatiirlichen Substrat dTDP-L-Rhamnose aufgrund der hohen Substrat-
spezifitit der Glykosyltransferase CloM verhindert wird.

Eine andere Mdglichkeit konnte sein, dass die 4-Ketoreduktase CloS, die normalerweise
den 5-C-methylierten 4-Keto-6-desoxyzucker reduziert, nicht in der Lage ist den nicht
5-C methylierten Zucker als Substrat zu akzeptieren. Jedoch erschien diese Mdglichkeit
zundchst unwahrscheinlich, da in anderen Untersuchungen iiber eine Flexibilitdt in der
Substrattoleranz von 4-Ketoreduktasen in der Desoxyzucker-Biosynthese berichtet
wurde (Rodriguez et al., 2000). Besonders die 4-Ketoreduktase EryBIV, die in der
Erythromycin-Biosynthese auf einen 3-C-methylierten Desoxyzucker einwirkt, konnte
einen nicht 3-C methylierten Desoxyzucker reduzieren (Rodriguez et al., 2002).

Deshalb wurde zunéchst der Grund fiir die geringe Glykosylierungseffizienz untersucht
und anschlieBend neue Strategien verfolgt, um die Menge an den erwarteten
glykosylierten Verbindungen zu erh6hen.
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3.1 Heterologe Expression von einem Teil des Elloramycin Biosynthese-
genclusters in dem cloU-Defektstamm

Bei vorangegangenen Untersuchungen des metabolischen Engineerings der
Desoxyzucker-Biosynthese in Streptomyceten-Stimmen wurde das Cosmid 16F4 sehr
erfolgreich eingesetzt (Rodriguez et al., 2000; Rodriguez et al., 2002). Dieses Cosmid
enthdlt ein 25 kb groBes Insert des Elloramycin-Biosynthesegenclusters, das die Gene
fiir die Biosynthese des Polyketidteils von Elloramycin und das Gen elmGT mit
einschliet. Letzteres codiert fiir eine Glykosyltransferase mit beachtlicher
Substrattoleranz (Blanco et al., 2001). Jedoch enthélt das Cosmid keine Gene fiir die
Biosynthese von Desoxyzuckern. Die Expression dieses replikativen Cosmids in S.
albus J1074 oder S. lividans TK64 fiihrte zur Bildung von 8-Demethyltetracenomycin C
(8-DMTC), dem Aglykon von Elloramycin. Die Expression des Cosmids in
Bakterienstimmen, die verschiedene aktivierte Desoxyzucker produzieren, wie z.B.
dTDP-L-Rhamnose, fiihrte zu einer effizienten Bildung von glykosylierten 8-DMTC-
Derivaten (Blanco ef al., 2001; Rodriguez et al., 2000).

Deshalb wurde versucht, dieses Cosmid in dem cloU-Defektstamm zu exprimieren.
Wiirde man dabei eine effiziente L-Rhamnosylierung von 8-DMTC beobachten, wiirde
dies bedeuten, dass in dem cloU-Defektstamm der Biosyntheseweg zu dTDP-L-
Rhamnose intakt ist und der limitierende Schritt fiir die Produktion von Novclobiocin
122 die Glykosyltansferasereaktion ist.

In einem ersten Experiment wurde das replikative Cosmid 16F4 in den parentalen
Stamm S. coelicolor M512 transformiert. Die erwartete Produktion von 8-DMTC wurde
durch HPLC-Analyse beobachtet (Abbildung I11.9A) und die Identitit von dem Produkt
durch LC-MS-Analyse im Vergleich zu einer authentischen Referenzverbindung
aufgeklart. Glykosylierte Verbindungen wurden dabei nicht gebildet. Identische
Ergebnisse wurden auch mit S. lividans TK64 als Wirtsstamm beobachtet (Daten nicht
abgebildet).

Anschlielend wurde das Cosmid 16F4 in den S. coelicolor M512 Stamm, der das cloU-
Defektcluster von Clorobiocin trigt, transformiert. HPLC und MS Analyse zeigten
immer noch einen Peak von §-DMTC, aber nur eine kleine Menge von Elloramycin
(Retentionszeit von 19,7 min, leider nur sichtbar als eine Schulter des Peaks mit einer
Retentionszeit von 20,1 min)(Abbildung II1.9B). Elloramycin ist ein methyliertes
Derivat von L-rhamnosyl-8-DMTC, das unter dem Einflul von Methyltransferasen, die
durch das Cosmid codiert werden, gebildet wird (Rodriguez et al., 2000; Rodriguez et
al., 2002). Seine Identitdt wurde durch LC-MS-Analyse im Vergleich zu einer
authentischen Referenzverbindung identifiziert. Diese Beobachtungen deuteten darauf
hin, das der cloU-Defektstamm geringe Mengen an dTDP-L-Rhamnose bildet. Jedoch
resultierte die Expression des Cosmids in anderen Bakterienstimmen, die dTDP-L-
Rhamnose produzieren, in einer viel effizienteren Umwandlung von 8-DMTC zu
Elloramycin (Rodriguez et al., 2000; Vara et al., 1989). Dies liel spekulieren, dass die
dTDP-L-Rhamnose Produktion in dem c/oU-Defektstamm sehr niedrig war.
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1nA. Streptomyces coelicolor M512 mit Cosmid 16F4
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Abbildung II1.9: HPLC-Analyse der Sekundéirmetabolit —Produktion von A) S. coelicolor M512 mit
Cosmid 16F4 und B) S. coelicolor M512 mit cloU-Defektcluster und Cosmid 16F4

3.2 Heterologe Expression der Gene fiir die Bildung von dTDP-L-
Rhamnose vom Oleandomycin-Biosynthesegencluster

Um die Menge an dTDP-L-Rhamnose zu erhdhen, wurde in den cloU-Defektstamm das
Plasmid pRHAM eingebracht. Dieses Plasmid enthélt 4 Gene (oleL, oleS, oleE und
oleU) vom Oleandomycin-Cluster, die zusammen zur Bildung von dTDP-L-Rhamnose
fiihren. Dabei sind diese vier Gene in einem Single-Operon unter Kontrolle des
konstitutiven ermE Promotors angeordnet.

Die HPLC-Analyse zeigte, dass der cloU-Defektstamm mit Plasmid pRHAM die
glykosylierten Verbindungen Novclobiocin 122 und 123 in viel héheren Mengen
bildete, als in der Abwesenheit von pRHAM (Abbildung III.10B). Priparative
Isolierung und spektroskopische Analysen (MS- und NMR-Spektroskopie) bewiesen,
dass es sich bei diesen Substanzen um die gleichen Verbindungen handelt, die zuvor in
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geringerer Menge von dem cloU-Defektstamm ohne pRHAM isoliert worden waren
(Tabelle I11.3).

A. S. coelicolor M512/ (clo-AF2) = cloU-Defektstamm

<«—— Novclobiocinsdure 106 (49 mg/l)

Clorobiocinsdure (23 mg/l)
Novclobiocin 122 (1.3 mg/l)

Novclobiocin 123 (0.4 mg/l)

o 5 10 15 20 25 30 35

B. S. coelicolor M512/ (clo-AF2) mit Plasmid pRHAM

1.99

1.79

<——Novclobiocin 122 (30 mg/l)

Clorobiocinsdure
(7.5 mg/l) [ Novelobiocin 123 (10 mg/)
Novclobiocin-
saure 106

(18 mg/l)

Absorption [AU]

0.19
-0.01
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C. S. coelicolor M512/ (clo-AF2) mit Plasmid pMPU
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s@ure 106 ~—~
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0.19 J
-0.01
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Abbildung III.10: HPLC-Analyse der Sekundirstoffe von A) S. coelicolor M512 mit dem cloU-
Defektcluster. B) S. coelicolor M512 mit dem cloU-Defektcluster und Plasmid pRHAM. C) S.
coelicolor M512 mit dem cloU-Defektcluster und Plasmid pMPU.
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Tabelle I111.3: 1H-NMR-Daten von Novclobiocin 122 und Novclobiocin 123

Substanz Struktur und '"H-NMR-Daten

Novclobiocin
122
*ppm 1.19 (d, J = 6.4 Hz, 3H-7"’), 1.69 (s, 3H-10, 3H-11), 2.24 (s, 3H-6"""), 3.24
(d,J=7.2,2H-7),3.42 (s, 3H-8""), 3.46 (t, ] = 9.6 Hz, H-4""), 3.68 (dq, J, = 6.4
Hz, J,=9.6 Hz, H-5""), 4.22 (m, H-2"), 5.31 (dd, J, =3.6 Hz, J, = 9.6 Hz, H-3"),
5.35 (t, tiberlappend mit Losungsmittelsignal, H-8), 5.70 (br s, H-1""), 5.92 (br s,
H-4""), 6.77 (t, ] = 2.8 Hz, H-3""), 6.81 (d, J = 8.5 Hz, H-5), 7.27 (d, J = 9.0 Hz,
H-6"), 7.68 (br d, ] = 8.5 Hz, H-6), 7.71 ( br s, H-2), 7.77 (d, ] = 9.0 Hz, H-5").
P 2 7 P
1 3 3/ gm
6 4
-~ "OH
Novclobiocin
123

*ppm 1.19 (d, J = 6.0 Hz, 3H-7""), 1.68 (s, 3H-10, 3H-11), 2.25 (s, 3H-6""), 3.24
(d,J=17.6,2H-7), 3.51 (s, 3H-8""), 3.32 (iiberlappend mit Losungsmittelsignal,
H-4""),3.64 (dd, J; = 6.4 Hz, J, = 9.6 Hz, H-5"’), 4.39 (m, H-3"’), 5.26 (t, J= 1.6
Hz, H-2"), 5.30 (t, J= 7.6 Hz , H-8), 5.74 (br s, H-1""), 5.93 (br s, H-4’""), 6.78
(tiberlappend mit Signal von H-3""", H-5), 6.78 (t, J=3.2,H-3"""), 7.12 (d, ] = 8.4
Hz, H-6"), 7.63 (br d, ] = 8.8 Hz, H-6), 7.67 (br s, H-2), 7.69 (d, iiberlappend mit
Signal von H-2, H-5").

Dieses Experiment lieferte den Beweis, dass die Glykosyltransferase CloM in dem
cloU-Defektstamm fahig ist, L-Rhamnose von dTDP auf das Aglykon Clorobiocinsiure
zu tbertragen. Es scheint daher sicher, dass diese Reaktion CloM, der einzigen
Glykosyltransferase, die im Clorobiocin-Cluster vorkommt, zuzuschreiben ist. Dennoch
kann die Involvierung von Glykosyltransferasen des Wirtsstamm S. coelicolor M512
nicht génzlich ausgeschlossen werden. Es ist jedoch sehr unwahrscheinlich, dass diese
Enzyme die beobachtete Reaktion katalysieren, denn es ist bekannt, dass die
Glykosylierung spezifisch an der 7-OH des Aminocoumarinteils stattfindet und nicht an
seiner 4-OH-Gruppe oder an der 4-OH-Gruppe des Benzoatteils.

3.3 Heterologe Expression der 4-Ketoreduktase OleU

Das vorhergehende Experiment hatte gezeigt, dass in dem cloU-Defektstamm die
Bildung von Novclobiocin 122 und 123 durch die Verfiigbarkeit von dTDP-L-
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Rhamnose limitiert war. Des weiteren hatte die Komplementierung des cloU-
Defektstammes mit einem replikativen Plasmid, das cloU enthielt, gezeigt, dass die
Expression der Desoxyzuckerbiosynthesegene cloS und cloT (direkt vor cloU) und cloV
und cloW (direkt nach cloU) durch die cloU-Inaktivierung nicht beeintrichtigt war, da
die Clorobiocin-Produktion wieder vollig hergestellt war (Freitag et al., 2006). Deshalb
lag es nahe, dass in dem cloU-Defektstamm die Bildung von dTDP-L-Rhamnose
aufgrund der Substratspezifitit der 4-Ketoreduktase CloS limitiert war. Um diese
Hypothese zu beweisen, wurde in den cloU-Defektstamm das Plasmid pMPU
eingebracht, das nur das Gen oleU unter der Kontrolle des konstitutiven ermE"
Promotors enthélt. OleU kodiert fiir eine 4-Ketoreduktase der Oleandomycin-
Biosynthese von S. antibioticus ATCC 11891, die gezeigt hatte, effizient dTDP-4-Keto-
L-Rhamnose zu dTDP-L-Rhamnose zu reduzieren (Rodriguez et al., 2000).

Die HPLC-Analyse des cloU-Defektstammes mit dem Plasmid pMPU zeigte eine
8fache Erhohung der Produktion von Novclobiocin 122 im Vergleich zu dem Stamm
ohne das Plasmid (Abbildung III.10C). Dies bewies, dass in dem cloU-Defektstamm
tatsdchlich die 4-Ketoreduktion der limitierende Schritt in der Bildung von dTDP-L-
Rhamnose war. Die Komplementierung des cloU-Defektstammes mit cloU hatte
bestdtigt, dass der Stamm ausreichend CloS produziert um eine hohe Menge an
Clorobiocin zu erreichen. Somit lag die Limitierung der Produktion von L-Rhamnose
nicht an der Menge, sondern an der Sperzifitit von CloS. Anscheinend ist CloS
spezifisch fiir die Reduktion des 5-C methylierten Zuckerderivats verantwortlich und
akzeptiert den nicht 5-C-methylierten Zucker nur mit geringer katalytischer Effizienz.

Trotzdem resultierte die Expression von pRHAM in dem cloU-Defektstamm mit einer
noch hoheren Produktion an glykosylierten Verbindungen als die Expression von
pMPU. Dies konnte jedoch auf den hoheren Expressionslevel von allen Enzymen des
L-Rhamnoseweges von diesem Plasmid zuriickzufiihren sein.
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4. Gewinnung neuer Aminocoumarin- Antibiotika von der cloQ-
Defektmutante des Clorobiocin- Produzenten S.

roseochromogenes DS12.976

Das Aminocoumarin-Antibiotikum Clorobiocin enthdlt neben dem Aminocoumarinring
und dem Desoxyzucker auch noch einen 3-Dimethylallyl-4-hydroxybenzoatteil
(DMAHB, Ring A) (Abbildung III.11).

OH (0]
N NH Z
CH, o)
CH; o (o) (0] OH
H,CO cl
T on
/D—C=o
H3C N
H
L JL JL J
Ring C Ring B Ring A

Abbildung II1.11: Strukturformel von Clorobiocin mit hervorgehobenen Ring A

Diese prenylierte 4-Hydroxybenzoesdure-Einheit ist wichtig fiir die Aufnahme des
Antibiotikums in das Bakterium (Lafitte et al., 2002; Lewis et al., 1996) und entsteht
aus 4-Hydroxyphenylpyruvat und einer Isoprenoidvorstufe unter der Katalyse von CloQ
und zwei aufeinanderfolgenden oxidativen Decarboxylierungen unter der Katalyse von
CloR (Pojer et al., 2003b; Pojer et al., 2003a) (Abbildung I11.12).

4-Hydroxyphenylpyruvat

3-Dimethylallyl-4-hydroxy-
phenylpyruvat

0 0 / /
HoOC DMAPP LPP; HOOC 20, 2C0H;0
o A, OH 2,  hooc OH
CloQ CloR

3-Dimethylallyl-4-hydroxy-
benzoeséaure (Ring A)

Abbildung I11.12: Biosynthese der prenylierten 4-Hydroxybenzoeséure

Eine cloQ-Defektmutante von S. roseochromogenes DS12.976, die durch eine in frame
Deletion innerhalb der codierenden Sequenz von cloQ erzeugt worden war, war nicht
mehr in der Lage Clorobiocin zu produzieren. Nur durch Ergdnzung mit dem

99



IIT Ergebnisse

prenylierten 4-Hydroxybenzoatteil konnte die Produktion wieder hergestellt werden
(Pojer et al., 2003b). Jedoch zeigte der Kulturextrakt dieser cloQ-Defektmutante noch
geringe antibakterielle Aktivitit. Diese Aktivitdt lieB sich auf drei Substanzen
zuriickflihren, die von der cloQ-Defektmutante noch produziert wurden. Dabei handelte
es sich um Vanillobiocin, Isovanillobiocin und Declovanillobiocin.

4.1 Isolierung und Strukturaufklirung der Vanillobiocine

Zur Strukturaufklirung und Testung der biologischen Aktivitit dieser neuen
Verbindungen wurde die cloQ-Defektmutante in Produktionsmedium (s. Kapitel
11/6.2.2) kultiviert. Nach Extraktion des Kulturmediums mit Ethylacetat und
Aufreinigung des Extraktes per Gelfiltration wurden die Substanzen iiber eine
praparative Sdule isoliert. Die Strukturen dieser Verbindungen wurden durch
spektroskopische Methoden aufgeklirt. Die 'H-NMR-Daten sind in Tabelle II.4
prasentiert. Die neuen Substanzen erhielten die Bezeichnung Vanillobiocin,
Isovanillobiocin und Declovanillobiocin.

Das FAB-Massenspektrum von Vanillobiocin zeigte ein negatives lon von m/z 657 ([M-
H]) und das 'H-NMR-Spektrum dieser Verbindung war sehr dhnlich zu dem von
Clorobiocin. Sie unterschieden sich nur in den Signalen fiir die Acylkomponente. Dabei
wurden im Spektrum von Clorobiocin die Signale fiir den 3-Dimethylallyl-4-
hydroxybenzoylteil mit & = 1,74 (s), 1,75(s), 3,34 (d), 5,35 (t), 6,84 (d), 7,72 (dd) und
7,76 (d) ppm nachgewiesen, wahrend bei Vanillobiocin Signale fiir einen 3-Methoxy-4-
hydroxybenzoylteil (Vanilloylteil) mit 6 = 3,92 (s), 6,85 (d), 7,54 (br d) und 7,63 (br s)
ppm beobachtet wurden. Somit wurde diese Verbindung als ein Clorobiocin-Analogon
identifiziert, das einen Vanilloylteil enthilt, der mit der Aminogruppe des 3-
Aminocoumarinrings verbunden ist.

Isovanillobiocin wies in der negativen FAB MS-Analyse einen Peak auf, der identisch
zu dem von Vanillobiocin war und das gleiche Fragmentierungsmuster mit m/z 623, 376
und 281 hatte. Der Vergleich der 'H-NMR-Spektren von Isovanillobiocin und
Vanillobiocin offenbarte, dass die Signale fiir alle Protonen des Vanilloylteils, fiir Ring
B und Ring C von Vanillobiocin auch im Spektrum von Isovanillobiocin vorhanden
waren. Jedoch traten signifikante Unterschiede fiir die Protonen von 2°°-H und 3°’-H
des Desoxyzuckers auf. Fiir das Proton 2°’-H war eine Verschiebung von 1,06 ppm (von
4,33 ppm in Vanillobiocin zu 5,39 ppm in Isovanillobiocin) und fiir das Proton 3°’-H
eine Verschiebung von 1,27 ppm (von 5,71 ppm in Vanillobiocin zu 4,44 ppm in
Isovanillobiocin) zu verzeichnen. Diese Anderungen lieBen sich aber durch die Bindung
der Pyrroleinheit an die 2’’-Hydroxylgruppe anstatt der 3’’-Hydroxylgruppe des
Desoxyzuckers erkliren. Ahnliche Aminocoumarin-Antibiotika mit einem Acylteil an
2’-OH anstelle von 3°’-OH wurden frither schon beschrieben (Crow et al., 1999;
Westrich et al., 2003).
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Tabelle II1.4: 'H-NMR-Daten von Clorobiocin, Vanillobiocin, Isovanillobiocin und
Declovanillobiocin. Die Spektren wurden durch Messung bei 250 und 400 MHz erhalten.
2
5
R, R, R;
Vanillobiocin Hfé/@\% H Cl
(o]
Isovanillobiocin H HSSQ\FL Cl
o
Declovanillobiocin Hf'c"@\% H H
o
Position  Clorobiocin Vanillobiocin Isovanillobiocin  Declovanillobiocin
5, Multiplizitit (J/ Hz) 5, Multiplizitit (J/ Hz) &, Multiplizitit (J/ Hz) 8, Multiplizitit (J/ Hz)
2-H 7.76,d (2.5) 7.63,brs 7.63,brs 7.62,brs
5-H 6.84,d (8.4) 6.85,d(7.9) 6.85,d (7.3) 6.87,d(7.9)
6-H 7.72,dd (8.4;2.5) 7.54,d (7.9) 7.55,d(7.3) 7.55,d(7.9)
7-H, 3.34,d(7.1) - - -
ArOCH; - 3.92,s 392, s 3.93,s
8-H 5.35,br* t (7.1) - ] -
9-H, - - - -
10-H; 1.74, s - - -
11-H; 1.75, s - - -
5-H 7.90,d (9.2) 7.90, d (8.0) 7.90,d (9.1) 7.93,d(9.1)
6’-H 7.33,d(9.2) 7.22,d(8.0) 7.21,d(9.1) 7.04°
8'-H - - - 7.04"
1”’-H 5.73,d (1.8) 5.69, brs 5.78, s 5.62,s
2’-H 4.34,t(2.7) 4.33,brs 5.39,brs 4.23,brs
3”-H 5.71,dd (10.3;29) 5.71,dd (12.9,3.1) 4.44,dd (7.9,3.2) 5.59,dd (9.8, 3.1)
4”-H 3.72,d (10.3) 3.71,d (10.1) 3.55,d(9.9) 3.70,d (7.4)
6>’-H; 1.18, s 1.20, s 1.18, s 1.20,s
7°°-Hj 1.35,s 1.35,s 1.37,s 1.37,s
8°-OCH; 3.52,s 3.51,s 3.64,s 3.51,s
3’’-H 6.90, d (3.6) 6.90,d (3.5) 6.89,d (3.7) 6.90, d (3.6)
4’-H 5.94,brd (3.6) 5.94,d (3.5) 5.95,d(3.4) 5.94,d (3.5)
6>’-H; 2.29,s 2.29,s 2.30, s 2.29,s

Chemische Verschiebung & ist in ppm angegeben. “br = breites Signal. "Komplex, iiberlappendes Signal, J
nicht bestimmbar.

Das negative FAB-Massenspektrum fiir Declovanillobiocin zeigte ein negatives lon von
m/z 623 ([M-HJ). Dies waren 34 Da weniger als das von Vanillobiocin und
Isovanillobiocin und stimmte mit dem Verlust eines Chloratoms iiberein. Auch das
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typische Isotopenmuster fiir Substanzen mit Chloratom wurde nicht bei
Declovanillobiocin  beobachtet. Das 'H-NMR-Spektrum der Verbindung zeigte
signifikante Anderungen fiir die Protonen des Aminocoumarinteils im Vergleich zu
Vanillobiocin bzw. Isovanillobiocin. Es wurden Signale fiir drei Protonen mit & = 7,04
(2H) und 7,93 (1H) ppm beobachtet. Ahnliche Signale wurden schon bei
Aminocoumarinderivaten mit Verlust der Substitution an Position 8 des
Aminocoumarinringes erfasst (Eustaquio et al., 2003a; Sasaki et al., 2001). Deshalb
unterschied sich Declovanillobiocin, vom Vanillobiocin bzw. Isovanillobiocin nur
durch das Fehlen des Chloratoms an Position 8 des Aminocoumarinrings.

4.2 Antibakterielle Aktivitit der Vanillobiocine gegeniiber Bacillus subtilis

Vanillobiocin und seine Derivate wurden auch auf ihre wachstumshemmende Aktivitét
gegeniiber Bacillus subtilis ATCC 14893 in einem Agar-Diffusionsassay getestet.
Abbildung III.13 zeigt die Ergebnisse der antibakteriellen Aktivititen, die durch
Auswertung der erzielten Hemmhofdurchmesser quantifiziert und relativ zu Clorobiocin
ausgedriickt wurden.

Menge relative ) Menge r(_el_at'i've
Bezeichnung  [nmol] Aktivitat [%] Bezeichnung [nmol] Aktivitat [%]
Novobiocin 300 Vanillobiocin 3-6
8.0 16 32
Clorobiocin 100 Isovanillobiocin 3-6
05 1.0 2.0 8.0 16 32
Declovanillobiocin 1.5-3

8.0 16 32

Abbildung IIL.13: Antibakterielle Aktivitdt von Novobiocin, Clorobiocin, Vanillobiocin und seinen
Derivaten gegeniiber Bacillus subtilis. Die relativen Aktivititen der Substanzen wurden durch
Vergleich der Hemmhofdurchmesser mit dem Clorobiocin- Hemmhofdurchmesser ermittelt.
Dabei wurde die Aktivitdt von Clorobiocin gleich 100% gesetzt.

Declovanillobiocin wies die geringste Aktivitit gegeniiber Bacillus subtilis auf. Dies
bestdtigte die Mitwirkung des Chloratom an der antibakteriellen Aktivitdt und wurde
auch schon in fritheren Studien beobachtet (Eustaquio ef al., 2003a). Dagegen waren die
Aktivititen von Vanillobiocin und Isovanillobiocin dhnlich zueinander. Dies wiirde
bedeuten, dass die Position des Pyrrol-2-carboxylteils an 2°’-OH oder 3°’-OH des
Desoxyzuckers keinen grofen Einflufl auf die antibiotische Wirkung hétte. Dies steht
jedoch im Widerspruch zu den Ergebnissen anderer Studien (Freitag et al., 2005a) und
zu Wirkungsuntersuchungen in Abhéngigkeit der Position der Carbamoylgruppe im
Novobiocin (Hinman et al., 1957). Vanillobiocin war deutlich weniger aktiv als
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Clorobiocin. Dies zeigt somit die Bedeutung des Dimethylallylteils fiir die biologische
Aktivitét (Lafitte et al., 2002).

4.3 Untersuchungen der c/loR Mutante auf die Anwesenheit von
Vanillobiocin

Die Biosynthese des prenylierten 4-Hydroxybenzoatteils wird durch CloQ und CloR
katalysiert. Deshalb wurde auch die cloR-Defektmutante auf die Produktion von
Vanillobiocin und seinen Derivaten untersucht. Die c/loR-Defektmutante war, wie die
cloQ-Defektmutante, nicht mehr in der Lage Clorobiocin zu produzieren. Erst die
Zufiitterung von prenylierter 4-Hydroxybenzoesdure flihrte wieder zur Produktion von
Clorobiocin (Pojer ef al., 2002).

Die HPLC-Analyse des Kulturextraktes der cloR-Defektmutante zeigte jedoch keine
Akkumulation von Vanillobiocin und seinen Derivaten (HPLC-Daten nicht gezeigt).
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5. Untersuchungen zur Bildung der 3-Methylpyrrol-2,4-dicarbon-
sdure im Coumermycin A

Das Aminocoumarin-Antibiotikum Coumermycin A; enthdlt im Vergleich zu
Clorobiocin eine zentrale und zwei terminale Pyrroleinheiten (Abbildung III.14).
Wihrend die Synthese der terminalen Pyrroleinheiten (Garneau ef al., 2005; Thomas et
al., 2002; Xu et al., 2002) und dessen Transfer auf die Desoxyzuckerteile (Xu et al.,
2003) und anschlieBende Modifizierung (Westrich et al., 2003) durch die Gene couNI-
couN7 bewerkstelligt wird, ist die Bildung der zentralen Pyrroleinheit, der 3-Methyl-
pyrrol-2,4-dicarbonsdure, noch unklar.

Abbildung I11.14: Coumermycin A;-Struktur mit zentraler und den zwei terminalen Pyrroleinheiten

Ein Vergleich der Biosynthesegencluster der drei Aminocoumarine zeigte, dass
Coumermycin A; noch sechs zusitzliche Gene, couRI-couR6, aufweist, die
moglicherweise an der Bildung der zentralen Pyrroleinheit beteiligt sind.
Datenbankvergleiche offenbarten, dass CouR5 Ahnlichkeit zu prokaryotischen
Multidrug-Resistenz-Proteinen hat und typische Motive fiir Transmembran-Proteine
aufweist. Die Expression des Gens in S. /lividans fiihrte zur Resistenz des Stammes
gegeniiber Novobiocin und Coumermycin A; (Schmutz et al., 2003a). CouR6 weist
Homologie zu Regulatorgenen auf. Somit sind diese beiden Genen wahrscheinlich nicht
an der Synthese der zentralen Pyrroleinheit beteiligt. CouR1 und CouR3 zeigen keine
Homologie zu bekannten Proteinen. CouR2 weist Ahnlichkeiten zu Decarboxylasen auf
und CouR4 besitzt Homologien zu Dehydrogenasen. Inaktivierung von couR2 in S.
rishiriensis fithrte zu Mutanten, die immer noch in der Lage waren, Coumermycin A; zu
produzieren (Briigel, 2003). Diese Beobachtungen liefen vermuten, das entweder die
Biosynthese der zentralen Pyrroleinheit nur durch die Katalyse der Genprodukte von
couR1, couR3 und couR4 bewerkstelligt wird oder das die Funktion von couR2 in den
Mutanten von einem Enzym aus dem Primérstoffwechsel iibernommen wurde.
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Um zu beweisen, dass die vier Gene couRI-4 (oder eventuell nur die Gene couRl,
couR3 und couR4) fiir die Bildung der 3-Methylpyrrol-2,4-dicarbonsiure verantwortlich
sind, sollten die Gene zunéchst in dem Thiostrepton-sensitiven Stamm S. coelicolor
Yul05 tiberexprimiert werden und die Bildung der 3-Methylpyrrol-2,4-dicarbonsiure
per HPLC nachgewiesen werden.

5.1 Uberexpression der Gene couRI1-couR4

5.1.1 Gewinnung des Expressionskonstruktes

Fiir die Klonierung der Gene couR -4 in den Expressionsvektor pHGF7505 wurde der
Genbereich in drei Abschnitte unterteilt (Abbildung III.15). Zwei dieser Genabschnitte
wurde mittels PCR unter Verwendung der Primerpaare couR1-f/ couR1-r und couR4-f/
couR4-r amplifiziert (s. Kapitel 11/7.6.1), wéhrend das dritte Fragment durch
Restriktionsverdau mit BamHI / Xhol aus dem Plasmid pZW10 gewonnen wurde. Alle
drei Fragmente wurden nacheinander in den Klonierungsvektor pGEM 7Zf(-)
eingebracht. Das dabei erhaltene Konstrukt erhielt die Bezeichnung pAFO06.
Anschlieffend erfolgte die Umklonierung des 4,7 kb groBen couRI-couR4-Fragmentes
in den Vektor pHGF7505, wodurch die vier Gene unter die Kontrolle des actlII-
Promotors gelangten, der wiederum durch den actl/l-orf4-Regulator kontrolliert wird.
Das erhaltenen Konstrukt wurde als pAF07 bezeichnet. Der 6,2 kb grofle Promotor-
couR I-4-Genabschnitt wurde dann in drei verschiedene E. coli-Streptomyceten-Shuttle-
Vektoren (pWHM3, pHGF7604 und pHGF7669) aufgrund ihrer unterschiedlichen
Streptomyceten-Replikons kloniert. pWHM3 enthélt ein Streptomyceten-Replikon von
dem Plasmid plJ101 aus S. /ividans 1SP5434, wéhrend die beiden anderen Vektoren ein
Replikon vom Plasmid SCP2 aus S. coelicolor A3(2) beinhalten. Die erhaltenen
Konstrukte wurden mit pAF08, pAF09 und pAF10 bezeichnet (Abbildung III.15).

AnschlieBend wurden sowohl die Leervektoren pWHM3, pHGF7604 und pHGF7669
als auch die Konstrukte pAF08, pAF09 und pAF10 durch PEG-vermittelte
Protoplastentransformation in S. coelicolor Yul05 eingebracht (s. Kapitel 11/ 7.9.2). Die
erhaltenen Mutanten wurden durch ihre Thiostrepton-Resistenz (auBer bei pHGF7669
Apramycinresistenz) selektiert. Die Anwesenheit der Konstrukte in den Mutanten
wurde durch deren Reisolierung und anschlieenden Restriktionsverdau tiberpriift (nicht

gezeigt).
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Nsil BamHI Xhol Xbal
18780 20273 22803 23528
(Position in AF235050) (Position in AF235050) (Position in AF235050)(Position in AF235050)

—>»1493 bp<+> 2530 bp
b Y PN
mmmm COURT I COUR2 3 COUR3 z
v > >
B < L L

- — '\ >/

PCR Restriktionsverdau PCR
Klonierung Uber Nsil/BamHI Klonierung Uber BamHI/Xho! Klonierung Uber Xhol/Xbal
in pGEM-7Zf(-) in pBluescript SK(-) in pBluescript SK(-)

PAFOT pAF04 pAF02

| | Umklonierung des
BamHi/Xhol-Fragmentes

in pAFO1
Umklonierung des Xhol/Xbal-
Fragmentes in pAF05
PAF05
Nsil Xbal l
f 4748 bp p AFOé
couk/*l\; couR/z\)@'E;} cou@)

PAF06

Umklonierung des 4,7 kb
7669bp | groRBen Nsil | Xbal-
j Fragmentes in pHGF7505

amp

f1or

pAFO7

EcoRl Hindlll
| |

6234 bp
P 1\ P R N 1
< qoif = ot 4GOURY 4 COUR2 4 GOURS GoURA=="actl-orfd

PAFO07
8883 bp

Umklonierung des 6,2 kb groBen EcoR! / Hindlll-
Fragmentes in die E. coli-Sfrepfomyceten-
Shuttle-Vektoren

SN

PWHM3 pHGF7604 pHGF7669

l

pPAF08 PAF09 PAF10

Abbildung II1.15: Schematische Darstellung der Gewinnung der couR [-4-Expressionskonstrukte, amp =
Ampicillinresistenzgen, ori = Replikatonsstartpunkt, actl, actlll = Promotorgene, actll-orf4 =
Regulatorgen, Nsil, BamHI, Xhol, Xbal, EcoRI und HindIIl = Restriktionsschnittstellen
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5.1.2 Charakterisierung der Sekundirstoffproduktion

Fiir die Analyse der Sekundirstoffmetabolite wurden die verschiedenen S. coelicolor
YulO5-Mutanten in Produktionsmedium, wie unter Kapitel 11/6.2.2 beschrieben,
kultiviert. Die Ethylacetatextrakte dieser Kulturen wurden durch HPLC analysiert.

Dabei zeigte die HPLC-Analyse keine Unterschiede zwischen den Mutanten S.
coelicolor Yul05 mit Leervektoren in Bezug zu den Mutanten S. coelicolor Yul05 mit
den entsprechenden Konstrukten pAF08, pAF09 und pAF10 (HPLC-Daten nicht
gezeigt). Die Bildung der 3-Methylpyrrol-2,4-dicarbonsiure konnte nicht nachgewiesen
werden. Weitere Untersuchungen, die Kultivierungskinetiken, Verdnderungen des
Kulturmediums und Optimierung der HPLC-Analyse beinhalteten, fiihrten zum
gleichen Ergebnis wie zuvor beschrieben. Eine mogliche Erkldrung fiir diese
Beobachtungen konnte sein, dass die Expression der vier Gene unter den gewdihlten
Bedingungen, wie z.B. der verwendete Streptomyceten-Stamm, nicht moglich ist.
Natiirlich kann nicht ausgeschlossen werden, dass die vier Gene moglicherweise an der
Bildung der 3-Methylpyrrol-2,4-dicarbonséure nicht beteiligt sind oder zumindest nicht
fiir die Bildung dieser Substanz ausreichen. Um dennoch einen Funktionsnachweis der
Gene aufzuzeigen, wurden die Gene im Wildtypstamm S. rishiriensis inaktiviert und die
Sekundirstoffproduktion der erhaltenen Mutante untersucht.

5.2 Inaktivierung der Gene couRI-couR4

Fir die couRI-couR4-Inaktivierung wurden die Gene durch die Apramycin-
resistenzkassette aac(3)IV/oriT im Cosmid 5A-46, das einen Teil des Coumermycin A ;-
Cluster beginnend von coul bis mindestens gyrB® enthilt, ersetzt. Dafiir wurde die
Resistenzkassette aus dem Plasmid plJ773 mittels PCR unter Verwendung von Primern,
die 39 Basenpaare homolog zu dem Bereich vor couRI und nach couR4 waren,
amplifiziert. Anschlieend wurde das PCR-Produkt zur Ersetzung von couR[-couR4 im
Cosmid 5A-46 verwendet. Das erhaltene Cosmid erhielt die Bezeichnung cou-AF1.

Das modifizierte Cosmid wurde anschlieBend durch PEG-vermittelte Protoplasten-
transformation in S. rishiriensis eingebracht (s. Kapitel 11/7.9.2). Die Mutanten, die
durch homologe Rekombination entstanden, wurden anhand ihrer Apramycinresistenz
selektiert. Die schematische Darstellung der Inaktivierung ist in Abbildung III.16A
prasentiert. Zehn unabhédngige double cross-over Mutanten wurden durch Southern Blot
Analyse auf ihren identischen Genotyp hin untersucht. In Abbildung II1.16B sind die
Ergebnisse vier dieser Mutanten dargestellt. Die Ersetzung der Gene couR -4 durch die
Apramycinresistenzkassette in diesen Mutanten wurde durch die Abwesenheit der 3,9
kb Xhol-Bande und der Prasenz der 2,1 kb und 3,5 kb X#ol-Banden nachgewiesen.
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~19 kb ~19 kb
4 < 74
Xhol Xhol Xhol
" R D
Wildtyp | IcouRy couRZ\/ couR> COUuR4 |
'—”‘—|, 4
5077 bp
3923 bp
Xhol Xhol Xhol

i 2143 bp
Cosmid 3509 bp
5A-46
(’fﬁéﬂ
l double crossover
Xhol Xhol Xhol
CcouR1-4- ) | . o 2| | /
Mutante .
Start couR1 Stop couR4
2143 bp
3509 bp

1 2 3 4 WIT

[ IS ———

2,1kb

M [bp]
8576
7427
6106

- 4899

w3639

w2799
1953

1882
1515
1164

Abbildung III.16: A) Schematische Préasentation des Inaktivierungsexperimentes der Gene couRI-4,
aac(3)IV = Apramycinresistenzgen, Paac = Promotor des Apramycinresistenzgens, FRT = FLP
Erkennungsziel, oriT = Origin des Transfers von RK2, neo = Kanamycinresistenzgen.
B) Southern Blot Analyse vom Wildtyp und den couR1-4-Mutanten. Genomische DNA wurde
mit Xhol geschnitten. M = DIG labeled DNA Molecular Weight Marker VII (Roche), WT =

r. (couRl-4) 30, S. r. (couR1-4)

S. rishiriensis Wildtyp, 1-4 = couR1-4-Mutanten (Stdmme S.
34, S .r. (couR1-4) 39 und S. r. (couR1-4) 48)
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5.3 Analyse der Sekundirstoffproduktion der couR 1-4-Mutanten

Fiir die Analyse der Sekundirstoffproduktion wurde der Wildtyp S. rishiriensis und
zehn couR [-4-Mutanten in Produktionsmedium, wie unter Kapitel 11/6.2.2 beschrieben,

kultiviert. AnschlieBend wurden die Ethylacetatextrakte der Kulturen per HPLC
analysiert.

Der Wildtyp S. rishiriensis produzierte Coumermycin A; (0,3 pg/ml) (Abbildung
III.17A). Bei den couRI-4-Mutanten konnte keine Produktion des Antibiotikums
nachgewiesen werden (Abbildung I11.17B).

N A. Streptomyces rishiriensis (Wildtyp)

1790
1590
MR e
3L o Oy
1390 - N C n N C CH.
N s ~ 3
CH; ﬂ/c CH3 |

S 1190 - H3C (o} o o~ o o
i HsCO_L= CH ocH3
s ] | OH
% 990 /@/c=o
8 HC™ ™y Coumermycin A,
< 790 r'l

590 -

390

190

|
10 —
0 5 10 15 20 25 30
Zeit [min]

., B- COURT-4"-Mutante

1799

1599

1399 -
_ 1199 keine Produktion von
2 .
< Coumermycin A,
2 999
2
o
2
< 799 -

599

399

199

0 5 10 15 20 25 30
Zeit [min]

Abbildung II1.17: HPLC-Analyse der Sekundirstoffe. A) S. rishiriensis (Wildtyp). B) couR 1-4-Mutante
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5.4 Fiitterungsversuche von 3,5-Dimethylpyrrol-2,4-dicarbonsiure, Ring A
und Ring A-Analoga an die couR1-4-Mutanten

Um nun zu beweisen, das die fehlende Coumermycin A;-Produktion in den couRI-4-
Defektmutanten auf die Abwesenheit der zentralen Pyrroleinheit und somit auf die
Inaktivierung der Gene couRI-4 zuriickzufiihren ist, wurde den couRI-4-Defekt-
mutanten ein synthetisch hergestelltes Pyrrol-Analogon, die 3,5-Dimethylpyrrol-2,4-
dicarbonsdure, zugefiittert (Abbildung I11.18).

HOOC CH3;

/\

CH; N COOH
H

Abbildung II1.18: Struktur von 3,5-Dimethylpyrrol-2,4-dicarbonséure

Dafiir wurden die couR1-4-Defektmutanten in Produktionsmedium (s. Kapitel 11/6.2.2)
kultiviert. Die Zufiitterung der Substanz (1mg Substanz / Kolben) erfolgte sowohl direkt
bei Inokulation des Produktionsmedium mit Vorkultur der Defektmutanten als auch
24 h danach.

Jedoch zeigte die HPLC-Analyse der Ethylacetatextrakte dieser Kulturen keine
Wiederherstellung der Produktion an Coumermycin A; (Abbildung I11.19).

1790 +

couR1-4-Defektmutante mit geflitteter 3,5-Dimethylpyrrol-2,4-

150 dicarbonsaure

1390
1190
990 -

790 4

Absorption [mAU]

590

390

190 -

0 5 10 15 20 25 30
Zeit [min]

Abbildung II1.19: HPLC-Analyse des Ethylacetatextraktes einer couR/-4-Defektmutante nach
Zufitterung mit 3,5-Dimethylpyrrol-2,4-dicarbonséure
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Mogliche Ursachen fiir diese Beobachtungen kdnnten sein, dass die couR I-4-Mutanten
entweder nicht in der Lage sind diese Substanz aufzunehmen oder das sie relativ schnell
von dem Bakterienstamm metabolisiert wird und somit nicht bei der Synthese des
Coumermycin A; eingebaut werden kann. In den Ethylacetatextrakten der Mutanten
wurde die zugefiitterte Pyrroleinheit nicht nachgewiesen.

Des weiteren wurde versucht, die Bildung der restlichen Strukturkomponenten des
Coumermycin A, wie den Aminocoumarinring mit Desoxyzucker, in den couRI-4-
Defektmutanten nachzuweisen. Dafiir wurden die Mutanten mit Ring A (3-
Dimethylallyl-4-hydroxybenzoesdure) und zwei weiteren Ring A-Analoga (3-Chlor-4-
hydroxybenzoesdure und 3,5-Dimethyl-4-hydroxybenzoesdure), die in fritheren
Untersuchungen sehr gut von der Amidsynthetase Coul (Galm et al., 2004a), die die
Verkniipfung zwischen Ring A und dem Aminocoumarinring bewerkstelligt, gefiittert
(Abbildung I11.20).

Vi Cl CHs
HOOC OH HOOC GOH HOOC OH
CH3
3-Dimethylallyl-4-hydroxy- 3-Chlor-4-hydroxy- 3,5-Dimethyl-4-hydroxy-
benzoesaure (Ring A) benzoesaure benzoesaure

Abbildung II1.20: Struktur von Ring A und den Ring A-Analoga

Sind die couR I-4-Defektmutanten noch in der Lage die restlichen Strukturelemente des
Coumermycin A; zu bilden, so wirde die Verkniipfung mit Ring A zu
Novclobiocin 102 fithren (Eustaquio et al., 2003a), wihrend die Verkniipfung mit 3-
Chlor-4-hydroxybenzoesdure zu Novclobiocin 271 (Galm et al., 2004a) und mit 3,5-
Dimethyl-4-hydroxybenzoesdure zur Bildung eines neuen Novclobiocins fiihren wiirde.
Die Mutanten wurden wie zuvor in Produktionsmedium kultiviert (s. Kapitel 11/6.2.2).
Die Zufitterung (1 mg Substanz/Kolben) erfolgte direkt bei Inokulation des
Produktionsmedium mit Vorkulturmedium der couR I-4-Defektmutanten.

Untersuchungen der Ethylacetatextrakte der Kulturen per HPLC konnten jedoch keine
Produktion der erwarteten Novclobiocine aufzeigen (HPLC-Daten nicht gezeigt).

Somit konnte auch mit der Inaktivierung der Gene couRI-4 im Wildtypstamm S.
rishiriensis kein eindeutiger Funktionsnachweis der Gene erbracht werden und
letztendlich auch die Involvierung der Gene in der Biosynthese der zentralen
Pyrroleinheit des Coumermycin A nicht nachgewiesen werden.
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1. CloN1/CloN7 und ihre Beteiligung am Transfer der Pyrrol-2-
carbonsiure auf den Desoxyzucker von Novclobiocin 104

1.1 Inaktivierung der Gene cloNI und cloN7

Die Inaktivierung der Gene cloNI und cloN7 erfolgte im Cosmid clo-BG1 unter
Anwendung der PCR-Targeting Methode. Die anschlieende heterologe Expression der
modifizierten Cosmide (clo-AF6 und clo-AF3) in S. coelicolor M512 fiihrte zu
Mutanten, die die gleichen Sekunddrmetabolite, Novclobiocin 104 und die Pyrrol-2-
carbonsiure, akkumulierten. Dieses Ergebnis zeigt, dass weder c/oNI noch cloN7 eine
essentielle Rolle in der Synthese von Novclobiocin 104 spielen. Dieses schlieit den
Acyltransferprozef in der Aminocoumarinringbildung (Chen und Walsh, 2001) und die
Bildung der Amidbindung zwischen dem Aminocoumarinring und der substituierten
Benzoesdure (Steffensky et al,, 2000a) mit ein. Des weiteren offenbart das
Vorhandensein der Pyrrol-2-carbonsdure, dass sowohl cloNI als auch cloN7 fiir die
Biosynthese des Pyrrol-2-carboxylteils nicht erforderlich sind. Dies entspricht auch den
Daten aus in vitro Studien, die zeigten, dass CIloN3, CloN4 und CloN5 fiir die
Umwandlung von L-Prolin zu Pyrrol-2-carboxyl-S-CloN5 ausreichen (Garneau et al.,
2005).

Somit waren die c/oNI- und cloN7-Defektmutanten nicht mehr in der Lage den Pyrrol-
2-carboxylteil auf die 3’’-OH-Gruppe von Novclobiocin 104 zu iibertragen, wéhrend
der Wildtyp durch diese Verkniipfungsreaktion Novclobiocin 109 (5°’’-Desmethyl-
clorobiocin) produziert, das anschlieBend durch CloN6 an Position 5 der Pyrroleinheit
methyliert wird und infolgedessen Clorobiocin ergibt (Westrich et al., 2003; Xu et al.,
2003).

Die Inaktivierung von c/loN2 (Xu et al., 2003) hatte ebenfalls zur Akkumulation von
Pyrrol-2-carbonsdure und Novclobiocin 104 gefiihrt. Daraus kann man schlussfolgern,
dass jeder dieser drei Gene cloNI, cloN2 und cloN7 fiir den Acyltransferprozef3, d.h.
dem Transfer des Pyrrol-2-carboxylteils vom Acylcarrierprotein CloN5 auf den
Desoxyzuckerteil von Novclobiocin 104, notwendig ist.
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1.2 Maoglicher Mechanismus des Acyltransfers

Aufgrund der Sequenzanalysen der drei Gene und den Inaktivierungsergebnissen kann
man einen moglichen Mechanismus des Acyltransfers vorhersagen. CloN1 zeigt die
typische Struktur von einem Acylcarrierprotein (ACP). Nach 4’-Phospho-
pantetheinylierung der Asp44-Ser45-Leu46-Cofaktorbindungsseite konnte es mit dem
Pyrrol-2-carboxylteil vom Pyrrol-2-carboxyl-S-CloN5 acyliert werden. Der Transfer
dieses Acylteils von CloN5 auf CloN1 konnte durch die Katalyse von CloN2
bewerkstelligt werden, da CloN2 Sequenzéhnlichkeiten zu vielen Acyl-ACP-Synthasen
aufweist. Eine Ahnlichkeit besteht zu DpsC von S. peuceticus, einem Enzym, dass
gezeigt hatte, den Transfer eines Propionylteils von Propionyl-S-CoA auf den 4’-
Phosphopanthetheinyl-Cofaktor eines Acylcarrierproteins zu katalysieren (Bao et al.,
1999). Diese Reaktion ist &hnlich zu der, die fiir CloN2 postuliert wird. CloN7 gehort zu
der groflen und weit verbreiteten Familie der o/f- Hydrolasen. Diese Familie schliefit
aber auch die Thioesterasen mit ein, die in die Biosynthese von Peptid- und Polyketid-
Antibiotika involviert sind. Diese Thioesterasen transferieren Acylteile von dem 4’-PP-
Cofaktor der Acylcarrierproteine entweder auf Wasser und erhalten somit die freie
Séure oder auf Hydroxy- oder Aminogruppen, wodurch Ester, Lactone, Amide oder
Lactame entstehen. Dementsprechend konnte also CloN7 den Pyrrol-2-carboxylteil von
dem 4’-PP-Cofaktor des CloN1 auf die 3’’-OH-Gruppe des Novclobiocins 104
tibertragen. Eine schematische Darstellung dieses Transfers ist in Abbildung IV.1
wiedergegeben.
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Abbildung IV.1: Schematische Darstellung der letzten Schritte der Clorobiocin-Biosynthese und die
mdglichen Rollen von CloN1, CloN2 und CloN7
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Ubereinstimmend mit diesem hypothetischen Ablauf sind auch die orthologen Gene
cloN1 und cloN7 in dem Biosynthesegencluster von Coumermycin A; (couNI und
couN7) zu finden. Dieses Antibiotikum enthélt ebenfalls einen Pyrrol-2-carboxylteil,
der mit dem Desoxyzuckerteil verkniipft ist. Novobiocin besitzt keinen Pyrrol-2-
carboxylteil und dementsprechend sind auch keine &hnlichen Gene zu cloNI und cloN7
in dessen Biosynthesegencluster anzutreffen.

Der formulierte Reaktionsmechanismus des Acyltransfers ist spekulativ, aber trotzdem
konnte durch die Inaktivierung der Gene gezeigt werden, dass fiir den Transfer des
Pyrrol-2-carboxylteils vom Acylcarrierprotein CloN5 auf Novclobiocin 104 die beiden
putativen Transferasen CloN2 und CIloN7, sowie das putative Acylcarrierprotein CloN1
erforderlich sind. Unklar bleibt, warum fiir diese Reaktion zwei Acylcarrierproteine
notwendig sind. Man konnte vermuten, dass der vollstindige CloN3/CloN4/CloN5 Weg
fiir die Pyrrol-2-carbonsdurebiosynthese, die in der Pyoluteorin-Biosynthese in
Pseudomonas fluorescens und in der Undecylprodigiosin-Biosynthese in S. coelicolor
durch ein dhnliches Drei-Enzym-System katalysiert ist (Thomas et al., 2002), von dem
Vorfahren des Clorobiocinproduzenten in Form des cloN3/cloN4/cloN5-Genfragmentes
erworben worden sein kann. Die drei Enzyme, die durch das Fragment codiert werden,
konnten dann mit einem existierenden ACP/Acyl-ACP-Synthase/Thioesterase-System,
dass durch die Gene cloN1, cloN2 und cloN7 codiert wird, interagieren und somit zu
Clorobiocin fiihren.

Um den tatsdchlichen biochemischen Ablauf des Acyltransfers zu zeigen, miisste man
4’-PP-CloN1, CloN2, CIoN3, CloN4, 4’-PP-CloN5 und CIoN7 aktiv exprimieren,
reinigen und in einem geeigneten Assay testen. Versuche zur Uberexpression der
Enzyme CloN1, CIloN2 und CloN7 als Hexahistidin-Fusionsproteine fiihrten nur zum
Erhalt des CloN2-Proteins, das jedoch nicht aufgereinigt werden konnte. Somit erwies
sich schon die Gewinnung der aktiven Enzyme als eine Hiirde, um den Reaktionsablauf
aus biochemischer Sicht zu prisentieren.

Des weiteren ist durch die cloNI/ cloN7-Inaktivierung gezeigt worden, dass die
Methylierung an Position 5 des Pyrrol-2-carboxylteils, die durch CloN6 bewerkstelligt
wird (Westrich et al., 2003), erst nach dem Transfer des Pyrrolteils auf Novclobiocin
104 stattfindet. Dementsprechend akkumulierten die c/loNI- und cloN7-Defektmutanten
nur Pyrrol-2-carbonséure. In Ubereinstimmung mit dieser Annahme wurde eine cloN6-
Defektmutante gefunden, die Novclobiocin 109 (= 5’’-Desmethylclorobiocin) als
Hauptprodukt produziert (Westrich et al., 2003). Die Tatsache, dass die c/loN1-, cloN2-
und cloN7-Defektmutanten Novclobiocin 104 akkumulieren, in welchem die 4-
Hydroxygruppe des Desoxyzuckers methyliert ist, bestdtigt frithere Schlussfolgerungen,
dass die 4°’-O-Methylierung vor der 3’’-O-Acylierung in der Clorobiocin-Biosynthese
ablauft (Freitag et al., 2005a).
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2. CloU, eine ungewohnliche C-Methyltransferase aus der
Desoxyzucker-Biosynthese des Clorobiocins

2.1 Identifizierung von cloU als Gen fiir die C-Methyltransferase

Zum Funktionsnachweis von cloU wurde das Gen im Cosmid clo-BG1 mittels PCR-
Targeting Methode inaktiviert. Heterologe Expression des modifizierten Cosmids in S.
coelicolor M512 fiihrte zur Bildung von Novclobiocin 122 und 123 (Abbildung 1V.2).
Kennzeichnendes Merkmal diese beiden Clorobiocin-Analoga ist, dass ihr
Desoxyzuckerteil eine substituierte L-Rhamnose-Struktur aufweist, die sich klar durch
die charakteristischen Kopplungen der Desoxyzucker-Protonen wiederspiegelt.
AuBlerdem stimmten die NMR-Daten dieser Verbindungen mit denen bereits
verdffentlichter anderer L-Rhamnosiden iiberein (Igarashi et al., 2005; Stroch, 2003)
und stehen gleichzeitig in Kontrast zu denen von 6-Desoxy-D-gulosiden (Patroni und
Stick, 1987). Somit fiihrte die cloU-Inaktivierung zu einem Verlust der axialen
Methylgruppe an Position 5 des Desoxyzuckerteils von Clorobiocin und zeigt
gleichzeitig die Funktion von cloU als C-Methyltransferase in der Biosynthese des
Antibiotikums auf. Die gleichen Funktionen kann man auch CouU aus dem
Coumermycin A;-Cluster von S. rishiriensis (Wang et al., 2000) und NovU aus dem
Novobiocin-Cluster von S. spheroides (Steffensky et al., 2000b), aufgrund der sehr
hohen Homologie von CloU zu diesen Enzymen (88-90% auf Aminosidurenebene),
zuordnen.
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Abbildung IV .2: Strukturen von Clorobiocin, Novclobiocin 122 und Novclobiocin 123

CloU und seine zwei Homologen sind die ersten 5-C-Methyltransferasen, die in der
Biosynthese von verzweigten Zuckern identifiziert wurden. Es sind viele verschiedene
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Enzyme bekannt, die in der Lage sind eine 3-C-Methylierung von Desoxyzuckern zu
katalysieren. Dazu zdhlen z.B. TylC3 (He und Liu, 2002), EryBIII (Lombo et al., 2004)
und AviG1 (Weitnauer et al., 2002). Jedoch die 5-C-Methyltransferase CloU und seine
Homologen fligen nun eine einzigartige und neue Funktion zu den vorhandenen
bekannten Desoxyzucker-Biosynthesegenen hinzu, die auf eine kombinatorischen Art
und Weise fiir die Erzeugung einer groferen Vielfalt an aktivierten Desoxyzuckern
zusammengesetzt sein konnen (Lombo et al., 2004; Perez et al., 2005; Rodriguez et al.,
2002; Salas und Mendez, 2005).

2.2 Produktionsausbeute von Novclobiocin 122 und 123

Die cloU-Inaktivierung fiihrte zwar zu neuen Clorobiocin-Derivaten, aber die Ausbeute
an diesen Verbindungen war sehr gering. So produzierte der cloU-Defektstamm nur
1,5 mg/l Novclobiocin 122 und 0,4 mg/l Novclobiocin 123. Bei der Uberexpression des
intakten Clorobiocin-Clusters in S. coelicolor M512 wurde der Hauptteil der
Aminocoumarine in Form von glykosylierten Verbindungen produziert, wéhrend in
dem cloU-Defektstamm 97% der Aminocoumarine hauptsédchlich in Form von Aglyka
und nur 2,3% in glykosylierter Form vorlagen. Dies deutet darauf hin, dass entweder die
Desoxyzucker-Biosynthese oder der Glykosyltransfer als ein Ergebnis der cloU-
Inaktivierung beeintrachtigt worden sind. Die Moglichkeit, dass die Inaktivierung die
Transkription oder Translation der nachfolgenden Gene von cloU, also cloV und cloW,
reduziert hatte, konnte durch ein Komplementationsexperiment des cloU-
Defektstammes mit einem cloU-Expressionsplasmids, das die Produktion der
glykosylierten Verbindungen zum Originallevel wiederherstellte, widerlegt werden.
Aufgrund einiger Studien zufolge, die berichteten, dass dTDP-L-Rhamnose ein
schwaches Substrat fiir die Glykosyltransferase NovM ist (Albermann et al., 2003; Freel
Meyers et al., 2003), konnte eine plausible Erkldrung fiir die geringe Ausbeute an
Novclobiocin 122 und 123 in dem cloU-Defektstamm sein, dass die Glykosyltransferase
CloM den modifizierten Desoxyzucker mit deutlich geringerer katalytischer Effizienz
transferiert als das natiirliche Substrat. Die tatsdchliche Ursache der geringen
Produktion der neuen Novclobiocine war jedoch nicht die Transferreaktion, die durch
die Glykosyltransferase CloM katalysiert wird, sondern lag an der Substratspezifitit der
4-Ketoredukatse CloS.

2.3 Biologische Aktivitit der neuen Novclobiocine
Novclobiocin 122 und 123 reprdsentieren zwei neue Clorobiocin-Analoga.

Untersuchungen ihrer antibakteriellen Aktivitit in einem Agar-Diffusionsassay
gegeniiber Bacillus subtilis ATCC 14893 zeigten, dass Novclobiocin 122 nur 20% der
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Aktivitdt von Clorobiocin aufweist. Dies bedeutet, dass die hydrophoben Kontakte
zwischen der 5,5-gem-Dimethylgruppe des Desoxyzuckers und der Gyrase zu der
Bindung des Antibiotikums an sein Target beitragen (Maxwell, 1999). Die
Verschiebung des 5-Methylpyrrol-2-carboxylteils von Position 3 zu Position 2 des
Desoxyzuckers fiihrt zu einer weiteren Reduzierung der Aktivitit. Diese Beobachtungen
wurden schon in anderen Studien verzeichnet (Li und Heide, 2005).

2.4 CloW, eine 3,5-Epimerase in der Desoxyzucker-Biosynthese

Die Bildung der Clorobiocin-Derivate, deren Desoxyzuckerteil substituierte L-
Rhamnose-Struktur aufwies, zeigte gleichzeitig, dass das Intermediat dTDP-4-Keto-6-
desoxyglucose in der Biosynthese des Desoxyzuckerteils der Aminocoumarin-
Antibiotika einer Epimerisierung sowohl an C-3 als auch an C-5 unterliegt. Dabei
scheint es sehr wahrscheinlich, dass die Epimerase CloW diese beiden Epimeri-
sierungen katalysiert. CloW und seine Homologen NovW und CouW zeigen
Sequenzdhnlichkeiten zu (d)NDP-4-keto-6-desoxyglucose-epimerasen. Diese schlielen
z.B. die Di-Epimerase RmIC, welche die Epimerisierung an Position 3 und 5 in der
Biosynthese von L-Rhamnose in E. coli bewerkstelligt (Giraud et al., 2000), sowie die
Monoepimerase WbcA, die die Epimerisierung nur an Position 3 in der Biosynthese von
6-Desoxy-D-Gulose wéhrend der Bildung des O-Antigen von Yersinia enterocololiditis
durchfiihrt (Trefzer et al., 1999), mit ein.

Die kiirzliche Aufklarung der Struktur von NovW hatte gezeigt, dass eine
Tyrosinseitenkette im aktiven Zentrum anders orientiert war als in RmlC (Jakimowicz
et al, 2006), aber Ahnlichkeiten zu der in der 5-Epimerase EvaD der
Chloroeremomycin-Biosynthese aufwies. Das natiirliche Substrat von EvaD ist ein
Zucker, der eine Amino- und eine Methylgruppe an Position 3 enthélt, und deshalb nur
an Position 5 leicht epimerisiert werden kann. Jedoch bei der Inkubation von EvaD mit
dTDP-4-Keto-6-desoxyglucose, dem natiirlichen Substrat von NovW und CloW, wurde
eine schnelle Epimerisierung an C-5, aber auch eine langsame Epimerisierung an C-3
beobachtet (Merkel et al., 2004). Daraus kann geschlussfolgert werden, dass EvaD in
vivo als 5-Monoepimerase tdtig ist, aber auch eine 3,5-Doppelepimerisierung eines
geeigneten Substrates in vitro katalysieren kann. Von der Struktur des NovW
ausgehend, stellten Jakimowicz und Kollegen (2006) die Frage, ob NovW eine Funktion
als 3-Monoepimerase haben kann (Jakimowicz et al., 2006). Diese Frage wurde durch
die Ergebnisse von Tello et al. (2006) beantwortet (Tello et al., 2006). In ihren
Untersuchungen wurde NovW zunidchst mit dTDP-4-Keto-6-desoxyglucose und der 4-
Ketoreduktase RmlID, die in die Biosynthese von dTDP-Rhamnose in E. coli involviert
ist, inkubiert. Dabei fand sie anhand des gemessenen NADPH-Verbrauchs nur geringe
katalytische Effizienz von NovW. In einem zweiten Experiment wurde NovW in
deuteriertem Wasser mit dTDP-4-Keto-6-desoxyglucose in einer Gleichgewichts-
reaktion inkubiert und der Einbau des Deuteriums an Position 3 und 5 des Substrates
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gemessen. Da der Einbau an Position 3 betrdchtlich schneller war als an Position 5,
schloss sie daraus, dass NovW in vitro eine chemisch kompetente dTDP-6-Desoxy-D-
xylo-4-hexulose-3,5-epimerase ist, aber kinetisch gesehen, es sich nur um eine 3-
Epimerase handelt. Es sollte jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass der sehr
langsame Deuterium-Einbau an Position 5 der dTDP-4-Keto-6-desoxyglucose auf einen
sequenziellen Mechanismus der enzymatischen Reaktion, in welchem die 3-
Epimerisierung der 5-Epimerisierung vorangeht, zuriickzufiihren ist. Uber ein Beispiel
von solch einem sequentiellen Mechanismus einer 3,5-Epimerase wurde vor kurzem
berichtet (Wolucka und Van Montagu, 2003).

Die Ergebnisse der cloU-Inaktivierung zeigen zumindest, dass die Epimerase CloW als
eine 3,5-Doppelepimerase der dTDP-4-Keto-6-desoxyglucose in vivo titig sein muss.
Dieser Befund steht auch im Einklang mit den berichteten natiirlichen Vorkommen
eines L-Rhamnosid-Analogons des Novobiocins (Sasaki et al., 2001), das beweist, dass
die 3,5-Epimerisierung in dem Novobiocin-Produzenten vorkommt.

3. Ursachenfindung und Behebung der geringen Produktion an
Novclobiocin 122 und 123 in dem cloU-Defektstamm durch
metabolisches Engineering

Die Menge des erwarteten Glykosids Novclobiocin 122 koénnte durch die Spezifitit der
Enzyme, die nach der cloU-Reaktion im Biosyntheseweg auftreten, limitiert sein.
Untersuchungen des cloU-Defektstamms mit den Plasmidkonstrukten pRHAM und
pMPU zeigten, dass die Spezifitdit der dTDP-4-Ketoredukatse CloS der prinzipiell
limitierende Faktor fiir die Glykosidbildung in dem cloU-Defektstamm war (Abbildung
IV.3). Das Einbringen einer heterologen 4-Ketoreduktase mit passender Spezifitit
(OleU) erhohte die Menge an glykosylierten Produkten um das 8fache. Das Einbringen
eines kompletten heterologen Weges, um dTDP-Desoxyhexose zu erhalten, erhohte die
Menge sogar um das 26fache und erreichte einen dhnlichen Produktionslevel fiir die
neue Verbindung Novclobiocin 122 (30 mg/l) wie fiir Clorobiocin in Stimmen mit
intaktem Clorobiocin-Cluster (35 mg/l). Im Vergleich zu Staimmen, die das intakte
Clorobiocin-Cluster enthalten (Eustaquio et al, 2005a), produzierte der cloU-
Defektstamm mit Plasmid pRHAM aber noch 38% der Aminocoumarine in Form von
Aglyka. Dies zeigt, dass die Glykosyltransferase CloM weniger effizient im Transfer
des modifizierten Desoxyzuckers, L-Rhamnose, ist als bei dem natiirlichen Zucker (5-
Methyl-L-rhamnose) auf das Aglykon. Trotzdem zeigen die Ergebnisse, dass CloM die
Hauptmenge der Aminocoumarine in dem cloU-Defektstamm glykosylieren kann,
sobald das unnatiirliche Substrat, dTDP-L-Rhamnose, in ausreichender Menge
verfligbar war. Dies ist ein iiberraschender Gegensatz zu den Daten, die von den in vitro
Studien der Glykosyltransferase NovM des sehr dhnlichen Novobiocin-Biosynthese-
genclusters, berichtet worden waren (Albermann et al., 2003; Freel Meyers et al.,
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2003). NovM, dass auf Aminosdureebene 84% Identitit zu CloM aufweist, hatte
mindestens 10.000fach niedrigere katalytische Effizienz mit dTDP-L-Rhamnose
gezeigt, als mit seinem natiirlichen Substrat (Freel Meyers ef al., 2003). Im Vergleich zu
diesen in vitro Beobachtungen wurde aber auch {iber das natiirliche Vorkommen eines
L-rhamnosylierten Novclobiocins in einem Streptomyceten-Stamm berichtet (Sasaki et
al., 2001). Dies zeigt, dass in dem Novobiocin-Produzenten der L-Rhamnosyltransfer
auf das Aminocoumarin-Aglykon durchaus moglich ist.

Die Komplementierung des cloU-Defektstammes mit pMPU zeigen, dass die 4-
Ketoreduktase CloS spezifisch fiir das 5-C-methylierte Intermediat ist und den nicht 5-
C-methylierten Zucker mit viel geringerer Effizienz akzeptiert. Diese Spezifitit von
CloS kann im evolutiondren Verlauf niitzlich sein: Clorobiocin ist biologisch fiinffach
mehr aktiv als die nicht methylierte Verbindung Novclobiocin 122. Wenn CloS das
nicht methylierte Substrat akzeptieren wiirde, konnte ein Teil der Desoxyzucker-
Intermediate der Methylierung durch CloU entgehen und somit zur Bildung des weniger
aktiven Novclobiocins 122 fithren. Dies wiederum wiirde eine Verschwendung von
metabolischen Mitteln bedeuten. Ein sehr dhnlicher Fall fiir eine evolutionér niitzliche
Spezifitdt kann fiir die Glykosyltransferase CloM gemacht werden: die Halogenierung
des Aglykons Novclobiocinsdgure 106 zu Clorobiocinsdure war in dem cloU-
Defektstamm noch nicht vollstindig abgeschlossen. Trotzdem fiihrte nach
Transformation mit pRHAM die Glykosylierung vorwiegend zur Bildung der
chlorierten Verbindungen Novclobiocin 122 und 123. Dies zeigt die Priferenz von
CloM fiir das chlorierte Substrat. Die chlorierten Glykoside sind achtmal mehr
antibakteriell aktiv als ihre unsubstituierten Analoga (Eustaquio et al., 2003a; Galm et
al., 2004b). Deshalb garantiert die Spezifitit von CloM, dass die Biosynthese zur
Bildung der meist aktiven Verbindung fiihrt.

Des weiteren bestdtigen die Experimente den Nutzen der 4-Ketoredukatse OleU und des
Plasmids pRHAM fiir das metabolische Engineering der Desoxyzucker-Biosynthese
und demonstrieren gleichzeitig, wie wichtig die Verfligbarkeit von Genen fiir Desoxy-
zucker-Biosyntheseenzyme mit verschiedener Substratspezifitit ist, um die Bildung von
neuen glykosylierten Produkten durch genetischen Engineering zu fordern.
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Abbildung 1IV.3: Biosynthese der Aminocoumarin-Antibiotika in den genetisch verdnderten
Streptomyceten-Stammen

In der Clorobiocin-Biosynthese schlieen sich der 4-Ketoreduktion (katalysiert durch
CloS) und dem Glykosyltransfer (durch CloM) die 4-O-Methylierung und die 3-O-
Acylierung des Desoxyzuckerteils und schlielich die C-Methylierung des Pyrrolringes
an (Li und Heide, 2004). In dem cloU-Defektstamm akzeptieren die Enzyme, die fiir
diese spiten Biosynthesereaktionen verantwortlich sind, anscheinend die modifizierten
Substrate, denen die 5-Methylgruppe am Desoxyzuckerteil fehlt. Ahnliche
Beobachtungen wurden in fritheren Experimenten von metabolischem Engineering der
Aminocoumarin-Biosynthese gemacht (Li und Heide, 2005). Offenbar ist die Spezifitit
der biosynthetischen Enzyme in dem enzymatischen Schritt, der unmittelbar einer
Einfiihrung eines biologisch wichtigen Strukturelements folgt, besonders hoch.
Wihrend die Spezifitit in enzymatischen Schritten weiter abwérts im Biosyntheseweg
nicht so hoch sein mu8.
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4. Die Bildung der Vanillobiocine

Der Kulturextrakt einer cloQ-Defektmutante des Clorobiocin-Produzenten S.
roseochromogenes DS 12.976, die in der Biosynthese der prenylierten 4-
Hydroxybenzoesdure (Ring A) blockiert war (Pojer et al., 2003b), zeigte noch
antibakterielle Wirkung. Weitere Untersuchungen dieses Kulturextraktes offenbarten
die Anwesenheit drei neuer Aminocoumarin-Derivate, die einen Vanilloyl-Teil (3-
Methoxy-4-hydroxybenzoylteil), der mit der Aminogruppe des Aminocoumarinrings
verbunden ist, enthalten. Dabei lag die Menge der Vanillobiocine zusammen {iiber
3 mg/l Kultur. Dies entsprach einer 7fachen Verringerung der Produktion im Vergleich
zu Clorobiocin des Wildtypstammes. Der Wildtypstamm selber akkumulierte keine
detektierbare Mengen an Vanillobiocinen (per HPLC). Anscheinend ist der Wildtyp in
der Lage, sowohl die 3-Dimethylallyl-4-hydroxybenzoesdure als auch die Vanillinsdure
zu produzieren. Jedoch wird die prenylierte 4-Hydroxybenzoesdure bevorzugt von der
Amidsynthetase CloL in das Antibiotikum eingebaut. Dadurch produziert der Wildtyp
tiberwiegend Clorobiocin (Abbildung 1V.4) Wenn jedoch die Bildung der prenylierten
4-Hydroxybenzoesdure durch Inaktivierung von cloQ blockiert ist, wird die
Vanillinsdure, die weiterhin produziert werden kann, in das Antibiotikum eingebaut.
Infolgedessen entsteht Vanillobiocin (Abbildung 1V.4). Interessant ist, dass eine cloR-
Defektmutante des Clorobiocin-Produzenten keine Vanillobiocine akkumulierte. Dies
konnte bedeuten, dass cloR in die Biosynthese der Vanillinsdure dieses Stammes
involviert ist.

S. roseochromogenes cloQ-Defektmutante

/ \ XN\

Y4 OCHj OCHg

Hooc—Cﬁoj‘\ Hooc—O—oH HOoC HOOCOOH

3-Dimethylallyl-4-hydroxy- 3-Methoxy-4-hydroxy- 3-Dipffethylallyl-4-Nydroxy- 3-Methoxy-4-hydroxy-
benzoesiure (Ring A) dure (Vanillinsaure) L/ a (Ring benzoesaure (Vanillinsdure)
OH OH
NH2 1 NH2
CloL - oo /_\V: CloL Ho' 0 /\V CloL
cl i cl
Ring B v Ring B

H4CO-

OH [¢] o
NH- Vanillobiocin NH: OCHj3
Chy [o} (nicht detektierbar) CHs [o)
CHy o (6 8o} OH CHy oo OH
Cl
o o
o

HiC

=0 =0
B Clorobiocin H Vanillobiocin

Abbildung IV .4: Schematische Darstellung der Ursache fiir die Bildung der Vanillobiocine
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5  Die 3-Methylpyrrol-2,4-dicarbonsiure des Coumermycin A,

Die Struktur des Coumermycin A; enthdlt neben dem Aminocoumarinring, dem
Desoxyzucker und der 5-Methylpyrrol-2-carbonsidure noch eine zentrale Pyrroleinheit,
die 3-Methylpyrrol-2,4-dicarbonsdure. Novobiocin und Clorobiocin besitzen diese
Pyrroleinheit nicht. Dieser strukturelle Unterschied spiegelt sich auch in den
Biosynthesegenclustern wieder, in dem das Coumermycin A;-Cluster sechs zusitzliche
Gene couRI-couR6 aufweist. CouR6 wurde aufgrund von Datenbankvergleichen als
putativer Regulator eingestuft. CouR5 zeigt Homologie zu Transportergenen und ist
aufgrund von Expressionsexperimenten (Schmutz et al., 2003a) hdchstwahrscheinlich
am Resistenzmechanismus und Transportvorgéngen beteiligt. Somit sind die Gene
couR1-couR4 vermutlich fiir die Bildung der zentralen Pyrroleinheit verantwortlich.
Jedoch zeigte eine Inaktivierung von couR2 im Wildtypstamm S. rishiriensis weiterhin
die Akkumulation von Coumermycin A; (Briigel, 2003). Diese Beobachtung lief3
vermuten, dass die Funktion von couR2 eventuell von einem Enzym des
Primirstoffwechsels iibernommen wurde oder das nur die Gene couRlI, couR3 und
couR4 an der Bildung der 3-Methylpyrrol-2,4-dicarbonsdure beteiligt sind.

Ziel dieser Arbeit war es nun, die mogliche Beteiligung der Gene couRI-4 an der
Synthese der zentralen Pyrroleinheit nachzuweisen.

5.1 couRI-4 — verantwortlich fiir die Bildung der 3-Methylpyrrol-2,4-
dicarbonsiure des Coumermycin A,?

Der Nachweis der Beteiligung der Gene an der Bildung der Pyrroleinheit sollte durch
ihre Uberexpression in S. coelicolor Yul05 erfolgen. Dafiir wurden die vier Gene
zunichst in den Vektor pHGF7505, der eine actll-orf4/pactlll-actl-Kassette enthilt,
kloniert und anschlieBend das erhaltene Promotor-Gen-Fragment in drei E. coli-
Streptomyceten-Shuttle-Vektoren umkloniert. Diese actll-orf4/pactill-actl-Promotor-
Kassette mit verschiedenen Restriktionsschnittstellen, die eine Klonierung der Zielgene
erlauben, reguliert die transkriptionelle Kontrolle durch einen pactl oder pactlll-
Promotor. Die heterologe Expression der couRI-4 Gene in S. coelicolor Yul05 sollte
dann zu einer Bildung der 3-Methylpyrrol-2,4-dicarbonsdure fiihren. In einer anderen
Studie wurde berichtet, dass die heterologe Expression bestimmter rif-Gene aus
Amycolatopsis  mediterranei  S699, die an der Bildung der 3-Amino-5-
hydroxybenzoesdure, einem Vorldufer des Rifamycins, beteiligt sind, in S. coelicolor
Yul05 zu einer signifikanten Produktion an 3-Amino-5-hydroxybenzoesiure gefiihrt
hatte (Yu et al., 2001). Jedoch konnte in unserem Fall die Produktion von 3-
Methylpyrrol-2,4-dicarbonséure nicht nachgewiesen werden. Nun stellte sich die Frage,
war die Expression der Gene in diesem Bakterienstamm nicht moglich oder sind die
vier Gene vielleicht gar nicht an der Bildung der zentralen Pyrroleinheit beteiligt ? Um
dies Frage beantworten zu konnen, wurden die vier Gene im Coumermycin A;-
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Produzenten S. rishiriensis inaktiviert. Die dabei erhaltene couR[-4-Defektmutante war
nicht mehr in der Lage Coumermycin A; zu produzieren. Dieses Ergebnis zeigt zwar,
dass durch die Inaktivierung die Bildung des Antibiotikums verhindert wird, aber es
klart nicht, welche Funktion den Genen couR[-4 zuzuordnen ist. Eine Zufiitterung des
chemisch synthetisierten Pyrrol-Analogons, 3,5-Dimethylpyrrol-2,4-dicarbonsiure, zu
der couR [-4-Defektmutante fiihrte nicht zu der eigentlich erwarteten Wiederherstellung
der Coumermycin A;-Produktion. Auch der Bildungsnachweis der restlichen
Strukturelemente des Coumermycin A, wie z.B. der Aminocoumarinring, konnte durch
Zufitterung von Ring A bzw. Ring A-Analoga nicht erzielt werden. Dies deutet darauf
hin, dass durch Inaktivierung der vier Gene vielleicht die Transkription oder Translation
benachbarter Gene beeintrachtigt worden ist. Dies wiederum konnte durch ein
Komplementationsexperiment der couRI-4-Defektmutante mit einem couRI-4-
Expressionsplasmids ~ widerlegt werden. Natiirlich kann auch die geringe
Aufnahmemdglichkeit der zugefiitterten Substanzen in die Defektmutante eine Ursache
fiir die zuvor beschriebenen Ergebnisse sein. Des weiteren konnte man spekulieren, dass
die Defektmutante nach Zufiitterung der verschiedenen Substanzen zwar die erwarteten
Produkte bildet, diese jedoch aufgrund zu geringer Mengen nicht detektierbar waren.
Denn wie in Kapitel 111./5.4 gezeigt, produzierte der Wildtypstamm S. rishiriensis selbst
nur sehr wenig Coumermycin A;. Daher sollte man versuchen, dass Coumermycin A;-
Cluster in S. coelicolor M512, einem gut manipulierbaren Bakterienstamm, heterolog zu
exprimieren, um zunichst eine hohere Coumermycin A; Ausbeute zu erhalten.
AnschlieBend konnte man den Inaktivierungsversuch von couRI-4 und die
Zufiitterungsversuche in dieses Stamm nochmals durchfiihren.

Somit konnte die tatsdchliche Beteiligung der Gene couRI-couR4 an der Bildung der
zentralen Pyrroleinheit durch die in dieser Arbeit durchgefiihrten Experimente nicht
nachgewiesen werden.
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Die Aminocoumarin-Antibiotika Novobiocin, Clorobiocin und Coumermycin A; sind
Hemmstoffe der bakteriellen DNA-Gyrase. lhre therapeutische Anwendung blieb
jedoch durch ihre schlechte Wasserloslichkeit, die geringe Aktivitdt gegeniiber gram-
negativen Bakterien und ihre relativ hohe Toxizitdt in Eukaryonten eingeschrinkt. Fiir
die Gewinnung neuer strukturell modifizierter Aminocoumarin-Antibiotika durch
genetische Manipulation benétigt man genaue Informationen iiber die Biosynthese
dieser Antibiotika. Die Biosynthesegencluster dieser drei Antibiotika sind bereits
kloniert, sequenziert und die Funktion vieler Gene aufgeklart. Dennoch bedarf es immer
noch weiteren gezielten Untersuchungen, um die Biosynthese vollstidndig zu verstehen.

Clorobiocin enthilt einen Pyrrol-2-carboxylteil, der iiber eine Esterbindung mit dem
Desoxyzucker verbunden ist. Dieser Pyrrolteil ist wichtig fiir die Bindung des
Antibiotikums an sein biologisches Target, die DNA-Gyrase. Die Gene, die an der
Biosynthese der 5-Methylpyrrol-2-carbonsdure-Einheit beteiligt sind sowie die fiir die
Ubertragung der Acylkomponente auf den Desoxyzucker verantwortlich sind, konnten
bereits durch Geninaktivierung, Expression und biochemische Untersuchungen
identifiziert werden. Dabei handelt es sich um c/loN2, cloN3, cloN4, cloN5 und cloN6.
Im Cluster von Clorobiocin treten aber noch zwei weitere Gene c/loNI und cloN7 auf,
die zu dieser Gengruppe gehoren. Ein Ziel dieser Arbeit war die Funktion dieser beiden
Gene durch Geninaktivierung aufzukléren.

Die Inaktivierung von cloNI bzw. cloN7 wurde in einem Cosmid, das das komplette
Clorobiocin-Cluster enthélt, mittels A-RED-vermittelter Rekombination in Escherichia
coli erzielt. Anschliefende Integration der modifizierten Cosmide in das S. coelicolor
M512 Genom und deren heterologe Expression fiihrte in beiden Féllen zur
Akkumulation von Novclobiocin 104, einem Clorobiocin-Derivat ohne Pyrroleinheit am
Desoxyzucker, und der freien Pyrrol-2-carbonséure. Dies zeigte, dass CloN1 und CloN7
zusammen mit dem schon untersuchten CloN2 in den Transfer der Pyrroleinheit auf den
Desoxyzucker von Clorobiocin involviert sind. Ein moglicher Ablauf dieses Prozesses
konnte vorgeschlagen werden.

Clorobiocin, Novobiocin und Coumermycin A; enthalten als gemeinsames
Strukturelement einen ungewdhnlichen Desoxyzucker mit einer 5,5-Dimethylstruktur.
Die Biosynthese dieses Desoxyzuckers beinhaltet eine C-Methylierungsreaktion, die in
anderen Desoxyzucker-Biosynthesewegen noch nicht beschrieben worden ist. Deshalb
war eine weiteres Ziel dieser Arbeit diesen Methylierungsschritt ndher zu
charakterisieren. Die Inaktivierung des putativen C-Methyltransferasegens cloU im
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Clorobiocin-Cluster fiihrte zu einem Verlust der axialen Methylgruppe an Position 5 des
Desoxyzuckers. Somit konnte die Funktion von cloU als C-Methyltransferase
nachgewiesen werden. Gleichzeitig beweist es aber auch, das die Biosynthese des
Desoxyzuckerteils von Clorobiocin iiber eine 3,5-Epimerisierung des dTDP-4-Keto-6-
Desoxyglucose-Intermediats verlduft.

Die Inaktivierung von cloU erfolgte in einem Cosmid, das das gesamte Clorobiocin-
Cluster enthielt. Expression des modifizierten Clusters in dem heterologen Stamm S.
coelicolor M512 fiihrte zur Produktion von Novclobiocin 122 und seinem Isomer
Novclobiocin 123, zwei Clorobiocin-Derivate deren Desoxyzuckerteil eine substituierte
L-Rhamnosestruktur aufweist. Der Vergleich der antibakteriellen Aktivitit von
Clorobiocin und den beiden Novclobiocinen zeigte, dass die Methylgruppe an C-5 des
Desoxyzuckers eine essentielle Rolle fiir die biologische Aktivitit spielt.

Die cloU-Defektmutante akkumulierte die Aminocoumarine jedoch vorwiegend in
Form der Aglyka und nur geringe Mengen in Form der Glykoside. So war eine weitere
Aufgabe, die Ursache fiir diese geringe Glykosylierungseffizienz zu finden. Eine
heterologe Expression von einem Teil des Elloramycin-Biosynthesegenclustern in der
cloU-Defektmutante zeigte, dass die Synthese der dTDP-L-Rhamnose der wichtigste
Faktor fiir die Aminocoumaringlykosidbildung war, und nicht wie vorher erwartet der
Glykosyltransfer. Um nun diese Limitation zu beheben, wurden Genkonstrukte, die
verschiedene Desoxyzuckerbiosynthesegene enthielten, in die cloU-Defektmutante
eingebracht. Das Plasmid pRHAM, welches die Gene oleL, oleS, oleE und oleU vom
Oleandomycin-Cluster enthédlt und zusammen dTDP-L-Rhamnose bilden, fiihrte zu
einer 26-fachen Produktionssteigerung der glykosylierten Aminocoumarine. Eine
Expression der 4-Ketoreduktase OleU alleine resultierte mit einer 8-fachen
Produktionssteigerung. Somit konnte gezeigt werden, dass die 4-Ketoreduktase CloS
eine hohe Spezifitdt fiir C-5-methylierte Intermediate aufweist. AuBerdem verdeutlichen
diese Experimente, dass man durch Uberexpression von heterologen Desoxyzucker-
Biosynthesegenen mit geeigneter Spezifitdt, hohere Mengen der erwarteten
glykosylierten Verbindungen erzielen kann. Dabei ist vor allem die Verfiigbarkeit der
verschiedenen = Desoxyzucker-Biosynthesegene fiir die Bildung von neuen
glykosylierten Verbindungen durch genetisches Engineering wichtig.

Des weiteren konnten die drei neuen Antibiotika Vanillobiocin, Isovanillobiocin und
Declovanillobiocin aus dem Kulturmedium einer cloQ-Defektmutante von S.
roseochromogenes DS12.976, die in der Biosynthese der prenylierten 4-
Hydroxybenzoesdure des Clorobiocins blockiert ist, isoliert werden. Spektroskopische
Untersuchungen zeigten, dass die isolierten Verbindungen eine dhnliche Struktur wie
Clorobiocin aufwiesen. Jedoch enthielten die neuen Verbindungen anstelle der
prenylierten  4-Hydroxybenzoesdure die Vanillinsdure als Acylkomponente.
Isovanillobiocin unterscheidet sich von Vanillobiocin durch die Position der
Pyrroleinheit am Desoxyzucker und Declovanillobiocin fehlt das Chloratom am
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Aminocoumarinring. Alle drei Antibiotika besalen im Vergleich zu Clorobiocin nur
geringe biologische Aktivitit gegeniiber Bacillus subtilis. Dies zeigt die Bedeutung der
Acylkomponente von Clorobiocin fiir die biologische Aktivitit.

Coumermycin A; enthdlt als einziges Aminocoumarin-Antibiotikum die zentrale
Pyrroleinheit 3-Methylpyrrol-2,4-dicarbonsdure, deren Bildung noch nicht aufgeklart
wurde. Der Strukturunterschied spiegelt sich auch in den Biosynthesegenclustern der
drei Antibiotika wieder. So weist das Cluster von Coumermycin A; sechs zusitzliche
Gene couRI-couR6 auf. Aufgrund von Datenbankvergleiche konnte gezeigt werden,
dass nur die Gene couRI-couR4 fiir die Synthese dieser Pyrroleinheit verantwortlich
sein konnen. Eine Uberexpression der vier Gene in S. coelicolor Yul05 fiihrte jedoch zu
keiner Bildung der 3-Methylpyrrol-2,4-dicarbonsédure. Inaktivierung der Gene couR1I-
couR4 im Coumermycin A;-Produzenten S. rishiriensis fihrte zu Mutanten, die kein
Coumermycin A; mehr produzierten. Jedoch konnte durch anschlieende Fiitterung der
Mutanten mit 3,5-Dimethylpyrrol-2,4-dicarbonsdure keine Wiederherstellung der
Coumermycin A;-Produktion erzielt werden. Auch Fiitterungsexperimente mit Ring A
und Ring A-Analoga konnten die restlichen Strukturelemente von Coumermycin A; in
den Mutanten nicht nachweisen. Somit bleibt die genaue Funktion der Gene couRI-
couR4 zur Zeit noch unbewiesen.
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1. HPLC-Chromatogramm und '"H-NMR-Spektrum von Pyrrol-2-
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2.

Novclobiocin 104

'H-NMR-Spektrum (250 MHz, CD,OD)

"H-NMR- und MS-Spektren der Clorobiocin-Derivate

o g' g 3 3 3
no
2 7 0
e
CHs 3 % " SA.NA WI704
- 5 4 SANO OK12 109
SOLVENT CDC13
HsC s, -.oH " 250,133
HaC 7"
0o’ 10-H, o,
OH 8"-OCH, na | |eh
- 7-H,
f /
f
4"-H
5
ou
SPEC: fabneg207 (15-0CT-04 11:10:58) Scans: 1> 27
Samp:
Comm: FreitagNovclobiocin 104negative Tonen! !
Oper: Study: Client:
Base: 587.99 Masses: 160.01 > 1499.99 #Peaks: 1381
Peak: 1000.0 mmu Intensity: 3443397 RIC: 75009496
Scan 23 @ 0.64 min (FAB -Q3MS LMR UP LR) 3.4E+06
588.
100 I__ﬁrﬂl
80 -
60 -
255|A2
5543
I EIUI.E
521.9
k62’5.3 692.4
N NP A il
1 : | I L T
500 600 700 800

Date: Fr

i Oct 15 11:12:42 2004  ICIS:

8.3.0 SP2 for OSF1 (V4.0)

build 98-238 from 26-Aug-98
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VII Anhang

Novclobiocin 107

'"H-NMR-Spektrum (250 MHz, CD,OD)

B8.44639
7.91392
788265
7.75852
6.53467
25,
534959
4.87596
4.59307
1.96434
1.73088
1.32699
0

S

OK120F . 103
AU PROG:

X00.AU
Z DATE ?272-27-27
8 " TIME 27: 27

SA.NA WI704

” 10-H. " F 0.0
8”-OCH s | 77-H SF2  250.134
’ 11-H, ) S0 e

1”-H

I

8

Vi
ol
J

D1 1.0000000
‘ L ) J L PO 3.30
NG N~ s
2 =l 2 2 PU
o] 1= (o] o DE
™) | I NS
L L B B B L I L B L L B R B S R S EEREE RE R RS R DS
9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 3.8 3.0 2.9 2.0 | 1 5 0.0 -8
MS-Spektrum (FAB negativ)
SPEC: fabneg206 (15-OCT-04 11:05:02) Scans: 1> 27
Samp:
Comm: Freitag Novclobiocin 107 negative Ionen!!
Oper: Study: Client:
Base: 554.08 Masses: 160.01 > 1499.99 #Peaks: 1387
Peak: 1000.0 mmu Intensity: 2431340 RIC: 39868261
Scan 24 @ 0.64 min (FAB -Q3MS LMR UP LR) 2.4E+06
554.1
100 7
80
il 339.0
1 |
60
576.0
|
538.3 {5%'.4 57s|.2
23.4 .
bkl b vt
| ' | T | |
500 600 700 800

Date: Fri Oct 15 11:06:38 2004 ICIS: 8.3.0 SP2 for OSF1 (V4.0) build 98-238 from 26-Aug-98
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VII Anhang

Novclobiocinsaure 106

'H-NMR-Spekirum (250 MHz, CD,OD)

e R o o oolg 9 o o
needy  goEds g 3388 3 2
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z BRI S NN g 3 g8 9 g 2
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3 11 F o 250.13
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SY" 1000300000
OH 01~ 52
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5 TD 16384
SW  5000.000
SW2__5000.000
/ 610
RD 1.000
AQ 1,638
o - | RG 16
| 7-H, 10-H, 43 B
\ 11-H, TE 297
AN / DE 127.5
FW 4900
02 0.0
| 0P 63L PO
- Le 100
2-H &-H 33 00
5-H O 8-H — NC 4
5-H cx 23.50
\ L | I cy 12.50
\ 8-H Fi 5.200P
] F2 - 799p
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J‘ — PPM/CM 426
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C i

g SERN . N
i G G

lof

|
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1260

MS-Spekirum (FAB negativ)

SPEC: fabnegl0l (21-APR-04 10:06:30) Scans: 1 > 113
Samp:
Comm: Freitag Novclobiocinsaure 106
Oper: Client:
Base: 103.94 Masses: 49.99 > 1000.01 #Peaks: 961
Peak: 1000.0 mmu Intensity: 1052076 RIC: 7346240
Scan 31 @ 0.83 min (FAB -Q3MS LMR UP LR) 1.1E+06
103.9
100 7
80
60
40
209.
20
1 86.0 [1105.1 14'178.1 o]
1 3
bl sl it N
0 -t { ; 1 . T y T

|
100 200 300 400 500 600

Date: Wed Apr 21 10:11:26 2004 ICIS: 8.3.0 SP2 for OSF1l (V4.0) build 98-238 from 26-Aug-98
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VII Anhang

Clorobiocinsiure

'H-NMR-Spektrum (250 MHz, CD,OD)

4
AN Z A NO f 06 117
6 3 1 3 8 " SOLVENT Diiso
7 2 6 4 SFoe 50 130
HO™ g 9'"0 o OH %100 oaooooo
5 01 5200
cl SI 1638
TD 16384
SW_5000.
/ Sz 3060000
7-H, 10-H, / HZ/PT 1610
\ 11-H, RD 1.000
/ 40 11638
RG 16
| NS 128
/ r/ pi 4 297
/ DE  127.5
FW 4900
02
DP 63L PO
L8 100
2{H cB
00
5-H NC 5
X 23.50
"H J cv
8-H F1o 230 o 05H
| \ z/cm RG]
J PP

I, jﬁfm ;

M/C 424
3841 11

MS-Spekirum (FAB negativ)

SPEC: fabnegl02 (21-APR-04 10:16:54) Scans: 1 44
Samp:
Comm: Freitag Clorobiocinsdure
Oper: Study Client:
Base: 104.00 Masses: 49.99 > 1000.01 #Peaks: 958
Peak: 1000.0 mmu Intensity: 1029399 RIC: 6110933
Scan 31 @ 0.64 min (FAB -Q3MS LMR UP LR) 1.0E+06
104.0

100 7

80

60

40

209.0
255.2
| 283.2
20 1
204.0
] 86.0 148.0 226.0 311.1 339 3356 :
(.| | L e bt Tk Jl x} all Iuﬂ ihod i
0 - } } 1 f { t ! T
100 200 300 400 500 600

Date: Wed Apr 21 10:19:57 2004 ICIS: 8.3.0 SP2 for OSFl (V4.0) build 98-238 from 26-Aug-98
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VII Anhang

Novclobiocin 122

'H-NMR-Spektrum (400 MHz, CD,SOCD,)
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Current Data Parameters

NAME 20051207-3-chan
EXPNO 1
PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20051207
Time 10.28
INSTRUM spect
PAOBHD 5 mm Dual 13C/
PULPROG 2930

™ 65536
SOLVENT OMSO

NS 32

0s 2
ShH 8278.146 Hz
FIORES 0.126314 Hz
AQ 3.9584243 sec
A6 256

OH 60.400 usec
DE 6.00 usec
TE

D1 1.00000000 sec

P1 11.30 usec
[ 3.00 08
SFO1 400. 1624712 MHz
F2 - Processing parameters
s1 32768

SF 4001600815 Mz
WOW EM
ssB 0

L8 0.30 Hz
68 0

PC 1.00

1D NMR plot parameters
cx

20.00 cm
(T oy 12.50 cm
F1P 11.000 ppm
| | F1 4401.76 Hz
\ \ / | / \ —— Fp -1.000 ppm
e IR m‘ gl Ve © 2 8 2 200,16 e
g 3 18| |® |@ =] 3| pr r2] > PRMCM 0.60000 ppm/cm
< !m ~| o] | s ™ A - e HZCM 240.09605 Hz/cm
S | e — e
pom 8 4 2 0
.
MS-Spekirum (FAB negativ)
SPEC: fabnegl0l (01-DEC-05 10:47:40) Scans: 1 > 77
Samp: '
Comm: Freitag Novclobiocin122 neg.Ionen!!
Oper: Study: Client:
Base: 269.15 Masses: 160.01 > 1499.99 #Peaks:
Peak: 1000.0 mmu Intensity: 9235217 RIC: 55053176
Scan 50 @ 1.37 min (FAB -Q3MS LMR UP LR) 9.2E+06
269.2
100
80
60
40
0 255.1  [270.3
339.0
241.1
= | ’ h 367.2 423.2 492.7 5191 2
o Lkl L i TR G T
| » ! T T
200 400 800 1000
Date: Thu Dec 1 10:53:27 2005 ICIS: 8.3.0 SP2 for OSF1 (V4.0) build 98-238 from 26-Aug-98
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VII Anhang

Novclobiocin 123

'H-NMR-Spektrum (400 MHz, CD,SOCD,)
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Current Data Parameters

NAME 20051207-4-chan
EXPNO 3
PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
20

Date_ 051207

Time 10.46

INSTRUM spect

PAOBHD 5 mm Dual 13C/

PULPROG 2930
65536

SOLVENT OMSO

NS 32

0§ 2

SHH 8278.146 Hz

FIDRES 0.126314 Hz

A 3.9584243 sec

RG. 3225

oW 60.400 usec

0E 6.00 usec

TE 300.0 K

01 1.00000000 sec

CHANNEL f1 ========
NUC1 H
Pl 11.30 usec
PL1 3.00 d8
SFO1 400.1624712 MHz

F2 - Processing parameters
SI 32768

SF 400.1600733 MHz
HOW

558 0

8 0.30 Hz
[c:} 0

PC 1.00

’U \/ 1D NMR plot parameters
X 20.00 cn
oy 12.50 cm
Fip 11.000 ppm
\ | L = F1 4401.76 Hz
\ = F2p -1.000 ppm
i ‘ﬁ e 2B 13 = N F2 -400.16 Hz
& 3| & 2 & |8 < PPNCM 0.60000 ppn/cm
] ‘"; le «l - I HZCM 240.09604 Hz/cm
< | 2
R aa o A AAas T e T R RAARZREaL
ppm 10 6 2 0
MS-Spekirum (FAB negativ)
SPEC: fabnegl02 (01-DEC-05 10:56:23) Scans: 1 > 48
Samp:
Comm: Freitag Novclobiocin 123 neg.Ionen!!
Oper: Study: Client:
Base: 255.18 Masses: 160.01 > 1499.99 #Peaks: 1364
Peak: 1000.0 mmu Intensity: 233204 RIC: 6281836
Scan 44 @ 1.27 min (FAB -Q3MS LMR UP LR) 2.3E+05
255.2
100 %
269.2
i
80
281.2
I3
60
40
241.2
1 311.0
20 [
183.
.
718.5_ 775.7 _802.2 919.5 958.4
; 2.7 802 | 28
bbbt i s VR o vOrH g |
0 i t i
200 400 600 800 1000
Date: Thu Dec 1 10:59:04 2005 ICIS: 8.3.0 SP2 for OSF1 (V4.0) build 98-238 from 26-Aug-98
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VII Anhang

Vanillobiocin

'H-NMR-Spektrum (250 MHz, CD,OD)

T | ] |

5’-1H l"':\.H }.H U]n_H | 2nH | | ‘w “

" I | Il
WWWWAW"MK wab sl VWJ w”u,./ |t :“L J ”MJ/‘;JLM L

S o

T T T T T
- L N

MS-Spektrum (FAB negativ)

fabneg210 (06-MAY-03 17:33:46) Scans: 1> 22
comm: Freitag vanillobiocin negative Tonen !i!
oper: Study: Client:
Base: 209.06 Masses: 160.01 > 1499.99 #peaks: 1412
Peak: 1000.0 mmv Intensity: 14019050 RIC: 159803144
Scan 5 @ 0.17 min \FAB -Q3MS LMR UP LR) 1.4E+07
- 209.1
100 }
1
80
607 :55‘.2
l 283.2
40 1 i
07.1
|
20 j ‘
| 3114  370.2
\1 \h ’L‘ M “[ 356.3 \3_791 415.4 ?r},u 550‘,2 nzz‘ S 5
il e §90.3
; | qu kb, b i B o, Lo A _— IL d ; :
T " T
2 400 600 800

Date: Tue May 6 17:37:04 2003 ICIS: 8.3.0 SP2 for OSFLl (V4.0) build 98-238 from 26-Rug-98
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VII Anhang

Isovanillobiocin

'H-NMR-Spekirum (400 MHz,

CD,OD)

ppm
8.43431

Current Data Parameters
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6"-H,

NAME julofre
EXPNO 1
PAOCND 1

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 730619
Time 10.12
INSTRUM anx400
PROBHD 5 mm Multinu
PULPAOG 29

™ 32768
SOLVENT coc13

NS 512

s 0

SHH 7246.377 Hz
FIDRES 0.221142 Hz
A0 2.2610421 sec
ARG 2048

OK 69.000 usec
o€ 86.25 usec
TE 300.0 K

D1 1.00000000 sec
P1 7.70 usec
0E 86.25 usec
SFO1 4001385000 MHz
NUCLEUS

F2 - Pracessing parameters
sI

384

SF 400. 1359730 MHz
WOW
— SSB 0
LB 0.10 Hz
B [
5'-H PC 1.00
A I ’ 1D NMR plot parameters
(%3 20.00 cm
\ FiP 9.114 ppm
\N....JL.-) Fi 3646.77 Hz
et Fop 0.112 pom
L F2 44.97 Hz
g PPMCM 0.45007 ppm/cm
N \’ HZCM 18008960 Hz/cm
5 N{
T T T T T T T
ppm 8 7 6 L) 4 & 5 ;
MS-Spekirum (FAB negativ)
Scans: 1 > 64
SPEC: fabneg212 (06-MAY-03 17:44:39
S .
Comm: Frefag Isovanillobiocin r;iadn.ve Ionen !!! Client:
i e . 1382
B 209.01 Masses: 160.01 > 1499.99 ;?éékiéomwm
Pe 10000 mmu Intensity: 16777215 P2 —
Scan 38 @ 1.04 min (FAE -03MS LMR UP LR)
209.0
100 “
8L
50 4
1 255.1 283.1
J >
‘1
40 4 §
I
205 35f.0
‘ 314.2
1 ‘!i u ! I ‘M‘ L4 369.7 407.3 507.0
1 I i H m\m 163.3
(t,MMMmhm& i il I ‘ o
' 200 400 800
6 17:47:57 2003  ICIS: 8.3.0 SP2 for OSF1 (V4.0) build 98-238 from 26-Rug-98

Date: Tue May
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VII Anhang

Declovanillobiocin

'H-NMR-Spekirum (400 MHz, CD,OD)

Current Data Parameters

NAVE ap2sgal
orocgomma N T UNOVOUMTUT OO = @
85833RCS BB INSIMN-o@Bod @ EXPNO 5
eR38B8I8GoOT NNNONMAUUSTOAMSDN I @ o PROCNO 1
GOUTCAUD® T Q SERSamMmia@asmhosa 2
gRsseiBn33 BRGNS EAnR8a &
@ s s~ LUOSTTSTOO@O@a@OOmEOmomA F2 - Acquisitior Parameters
L L . \ L JAd )L\ | J J Date_ 739414
A\ 7 \ \ \\\) ésﬁxf";: (/ Time 11.58
)] L INSTAUM amx400
PROBHD 5 mm Multinu
PULEHOG 2930
2 o 32768
, OCH3 SOLVENT coc13
NS 256
8"-OCH o 7
- s St 7246.377 Hz
=" o Mo leminan
— A0 2.2610421 sec
a6 8192
f | / o 69.000 usec
/J o€ 86.25 usec
| TE 300.0 K
o1 1.00000000 sec
Pt 7.70 usec
oF 86.25 usec
SFO1 400.1385000 Mz
NUCLEUS H
6”-H F2 - Prac
N rocessing parameters
st
SF 400.1359730 Mz
HOH EM
sse o
L8 0.10 Hz
65 0
PC 1.00
10 MR plot parameters
ex 20.00 cm
» +1P 8.791 pom
F1 3517.72 He
sttt F2p -0.157 ppm
F2 -63.01 Hz
L = PPMCM 0.44744 ppn/cm
= HZCM 179.03645 Hz/cm

ppm

MS-Spekirum (FAB negativ)

SPEC: fabneg208 (06-MAY-03 17:16:30) Scans: n

Samp: )

Comm: Freitag Declovanillobiocin  negative Ionen !!! N

Oper study: Client:

Base: 209.02 Masses: 160.01 > 1499.99 #EeakS:v 1386

Peak: 1000.0 mmu Intensity: 7580557 RIC: 61780250
7.6E+06

Scan 6 @ 0.20 min (FAB -Q3MS LMR UP LR)
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Date: Tue May ¢
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